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Гіпоксично-ішемічна енцефалопатія є найчастішим патологічним станом у перинатальному періоді. Причиною розвитку гіпоксично-ішемічної енцефалопатії є анте- або інтранатальна аноксія (асфіксія). Більшість даних з морфології постаноксичного мозку стосуються переважно пошкодження нейроцитів. У той же час, питання патоморфології гемато-енцефалічного бар'єру, після перинатального аноксичного пошкодження, залишаються маловивченими.

Дисертацію було присвячено вивченню патоморфологічних змін компонентів гемато-енцефалічного бар'єру плодів та новонароджених, що на різноманітних термінах перинатального періоду піддавались впливові гіпоксії різноманітного генезу. При цьому, гіпоксія розглядалась, як стресовий стан, тому патологоанатомічні зміни у гемато-енцефалічному бар'єрі було зіставлено із рівнем морфофункціональної активності стрес-організуючих нейроендокринних структур, а саме епіфізу мозку та адренокортикотропоцитів гіпофізу.

Робота основана на вивченні архівного, секційного та експериментального матеріалу.

З метою отримання клінічних даних вивчено 834 архівних випадки перинатальної загибелі від гіпоксичного ураження плодів та новонароджених, розтин яких проводили у патологоанатомічному відділенні Харківської обласної клінічної лікарні за період від 1996 до 2006 року включно. Під час аналізу архівного матеріалу вивчались історії хвороб та історії пологів матерів, а також протоколи розтинів плодів та новонароджених.

Задля отримання даних про особливості ембріофетогенезу компонентів гемато-енцефалічного бар'єру у випадку гіпоксичного ураження, вивчено 92 випадки анте-, інтранатальної загибелі плодів та новонароджених у віці 16-40 тижнів гестації.

Встановлено наявність закономірних патологоанатомічних змін у компонентах гемато-енцефалічного бар'єру у гострий та вранішній відновлювальний періоди гіпоксично-ішемічнї перинатальної енцефалопатії, на основі вивчення 89 випадків аутопсії новонароджених, що загинули протягом першого місяця постнатального онтогенезу.

З метою верифікації морфологічних змін у компонентах гемато-енцефалічного бар'єру, у випадку нелетального гіпоксичного впливу, в експерименті змодельовано гостру постнатальну гіпоксію та хронічну внутрішньоутробну різного ступеню важкості та була вивчена 131 тварина.

Під час проведення комплексного морфологічного дослідження використано наступні методи дослідження: антропометричний, соматометричний, органометричний, макроскопічний, гістологічний, гістохімічний, морфометричний, імуногістохімічний, цитофотометричний, електронно-мікроскопічний та статистичний.

Досліджено закономірності ембріофетогенезу компонентів гемато-енцефалічного бар'єру у плодів, виношених в умовах фізіологічного перебігу вагітності. Виявлено, що хронічна внутрішньоутробна гіпоксія призводить до сповільнення диференціювання та становлення гліального апарату мозку; до гальмування процесу зростання показника відносного об'єму мікроциркуляторного русла, по мірі зростання показника віку плоду; до пошкодження капілярної стінки у вигляді потовщення базальних мембран та іх склерозування, до пошкодження ендотеліального вистилання капілярів із осередковою деендотелізацією та надлишковою продукцією ендотеліну, до проліферації перицитів.

Було встановлено наявність патоморфологічних змін, що виникають у компонентах гемато-енцефалічного бар'єру, у випадку шкідливого впливу гострої інтранатальної асфіксії, та динаміка їх змін у гострий та вранішній відновлювальний періоди ішемічно-гіпоксичного пошкодження ЦНС. Вивчено ступінь виразності та характер клітинної загибелі макрогліоцитів, встановлено фази та стадійність змін наповнення судин мікроциркуляторного русла; виявлено патологічні зміни, що виникають у капілярній стінці – в базальних мембранах, ендотеліоцитах та перицитах.

Окрім того, шляхом кореляційного аналізу встановлено взаємозв'язок між ступенем виразності патологоанатомічних змін у гемато-енцефалічному бар'єрі та рівнем морфофункціональної активності епіфізу та адренокортикотропоцитів гіпофізу. Досліджено морфологічні прояви фази декомпенсації у даних ендокринних структурах у випадку гіпоксичного перинатального стресу, а саме – виснаження структурно-функціональних ресурсів та інтенсифікація процесів масової клітинної загибелі шляхом апоптозу. Показано, що епіфіз мозку та адренокортикотропоцити гіпофізу, у випадках із наявністю хронічної внутрішньоутробної гіпоксії, мають ознаки зменшення кількості клітин, що вочевидь, обумовлює низькі адаптаційні здібності в таких випадках, та, в першу чергу, зниження адаптаційних можливостей головного мозку у випадку виникнення гострого гіпоксичного стану.

Проведене дослідження дозволяє сформувати концепцію несприятливого результату у випадку різноманітних за етіологією та ступенем важкості гіпоксичних ушкоджень головного мозку, як зриву компенсаторно-адаптаційних процесів, що формуються при цих ушкодженнях, та ресурси яких регульовано та визначено за допомогою потенціалу стрес-організуючих ендокринних залоз, що і було продемонстровано на прикладі епіфізу мозку та адренокортикотропоцитів гіпофізу.

У випадку порушення проникності гемато-енцефалічного бар'єру, із розвитком вазогенного та цитотоксичного набряку мозку, що призводить до летального результату, морфологічним маркером фази декомпенсації можна назвати виснаження морфофункціональних ресурсів епіфізу мозку та адренокортикотропоцитів гіпофізу, аж до розвитку в них процесів масової клітинної загибелі.

Ключові слова: гемато-енцефалічний бар'єр, плід, новонароджений, перинатальний період, гіпоксія, стрес, епіфіз мозку, адренокортикотропоцити. 

SUMMARY

Kihtenko O.V. Pathological anatomy of the blood-brain barrier under hypoxic stress in the perinatal period. – The qualifying scientific work on the right of manuscript.
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Hypoxical and ischemical encephalopathy is one of the common pathological condition at the time of perinatal period. As a reason for development of hypoxical and ischemical encephalopathy, we could declare an ante- or intranatal anoxia (asphyxia). Most of data about decoxic brain are related primarily to the to the damage of neurocytes. At the same time, couple of questions in the sphere of the pathomorphology of the blood-brain barrier, under the prism of the result of perinatal anoxical stress, are still poorly understood.

This dissertation was devoted to the study of pathomorphological changes in the components of blood-brain barrier of fetuses and newborns, who were exposed into the influence of hypoxia, of different genesis’ types, as well as on different terms of the perinatal period. Moreover, hypoxia was considered as a stressful condition and, according to this fact, pathomorphological changes in the blood-brain barrier were compared with an index of the morpho-functional activity of stress-oginizing as well as stress-limiting neuroendocrine structures, namely, epiphysis of the brain and adrenocorticotropic cells of the pituitary.

This work was based on studying the archival, sectional and experimental material.

In the main aim of getting of the clinical data, we had been studying 834 archival cases of the perinatal death of fetuses and newborns, that were revealed in the Department of the Pathology, in the Kharkiv Regional Clinical Hospital, during the period of the 1996th till the 2006th inclusively. During the analysis of the archival material, it had been studying histories of deceases as well as histories of labors, and also autopsy reports.

In the aim of obtaining the data about main features of the embryogenesis and fetogenesis of the components of blood-brain barrier, in case of hypoxic damage, we had studied 92 cases of the ante- and intranatal death of fetuses and newborns in the age of 16-40 weeks of gestation.

As a result, we had disclosed regular pathological changes in components of the blood-brain barrier at the time of acute as well as earlier recovering period of the hypoxical and ischemical encephalopathy, on the background of studying 89 cases of the autopsy of newborns, that were dead during the first month of the postnatal ontogenesis. To verify morphological changes in components of the blood-brain barrier, in the case of the non-lethal hypoxical influence, in our experience we had modeled an acute postnatal hypoxia and, as a result of this experiment, we had studied 131 animals. 

At the time of conducting the complex morphological research we had been using following methods of the research: anthropometric, somatometric, organometric, macroscopic, histological, histochemical, morphometric, immunohistochemical, cytophotometric, electron-microscopical, statistical.

We had disclosed different regularities in the sphere of embryogenesis as well as fetogenesis of components of the blood-brain barrier in the organism of fetuses, who were nurtured in conditions of the physiological pregnancy. It was revealed, that the chronic intrauterine hypoxia leads to the slowing of the process of differentiation and formation of the glial apparatus of the brain; to the inhibition of processes of increase of the relative amount of microcirculatory bed as a fetuses’ age increases; to the damage of the capillary wall, what was declared as a thickening of the basal membranes and sclerosis; as well as to the damage of the endothelial lining of capillaries, with the focal de-endotalization as well as with an excessive endothelin’ production. 

There are a couple of pathomorphological changes, that were also emphasized by us, namely, such, that were appeared in components of the blood-brain barrier, in case of damage influence of an acute intranatal asphyxia, and, what is more, it was revealed a dynamic of its changes at the time of the acute as well as earlier recovery period of the hypoxical-ischemical damage of the central nervous system. It was established a degree of the severity as well as character of the cells’ death of macroglyocytes; phases and stages of changing the filling of vessels of the microcirculatory bed, that are appeared in the capillary wall - in basal membranes and in the endothelial lining as well. 

Moreover, according to the correlation analysis, which was also conducted by us, we had disclosed a relationship between the stage of the severity of pathomorphological changes in the blood-brain barrier, from the one side, and the level of the morphofunctional activity of the epiphysis and adrenocorticotropic cells of the pituitary gland, from an other one. It had been revealed various morphological manifestations decompensation phase in these endocrine structures, in case of hypoxic perinatal stress, namely – by depletion of structural and functional resources as well as intensification of processes of the cells’ death by apoptosis. We had emphasized, that the epiphysis of the brain as well as adrenocorticotropic cells of the pituitary gland, in cases with a presence of the chronic intrauterine hypoxia, they have features of decreasing of number of cells, what was obviously, first of all, causes the low rate of the adaptive possibility in such observations, in case of manifestation of the acute hypoxic state.

The scientific research, that was carried by us, allows to form a conception of the unfavorable outcome, in case of various, from the side of etiology or stage of the severity, damages of brain as a failure of formed compensatory-adaptive processes, resources of which are regulated and identified by the potential of endocrine glands, that organize or limit a stress; and, what was demonstrated on the example of the brain’s epiphysis as well as of adrenocorticotropic cells of the pituitary. In case of the violation of the permeability of the blood-brain barrier, with presence of features of the development of vasogenic and cytotoxic edema of the brain, what leads to the lethal outcome, as a morphological marker of the decompensation phase we could name a depletion of the morphological resources of the brain’s epiphysis as well as of adrenocorticotropic cells of pituitary gland, even till to the development of the massive cells’ death development on it. 

Key words: blood-brain barrier, fetus, newborn, perinatal period, hypoxia, stress, epiphysis of the brain, adrenocorticotropic cells.
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ВСТУП

Останні десятиріччя можна охарактеризувати неухильним погіршенням стану здоров'я дітей та підлітків, як на території країн пострадянського простору в цілому, так й зокрема на території України. Концентрованим відображенням рівня та якості здоров'я покоління, що підростає, можна вважати показник інвалідності дітей. За даними Медичної Академії Наук, в країнах, що були членами СНД, за останні десять років кількість дітей - інвалідів збільшилась в середньому в 4 рази [49, 86]. В умовах різкого скорочення народжуваності в Україні та переходу до звуженого відтворювання населення, ще більшу актуальність набула проблема підвищення якості медичної допомоги новонародженим та дітям грудного віку.

За весь період дитинства найбільша кількість втрат припадає на неонатальний та ранній постнатальний періоди розвитку [8, 161, 169, 364, 379, 406]. В цьому ж віковому інтервалі, особливо в період раннього неонатального розвитку, реєструються клінічні прояви захворювань та морфо-функціональних порушень, що виникають в процесі внутрішньоутробного розвитку або під час пологів та в подальшому відіграють велику роль у формуванні здоров'я дитини. Чим точнішим та своєчасним буде розпізнавання патології у періоді раннього постнатального онтогенезу, тим правильнішою та ефективнішою буде тактика лікування та реабілітації, що, в свою чергу, дозволить знизити до мінімуму втрати, а також обмежити формування хронічних захворювань та відхилень в розвитку дітей.

Абсолютно очевидним є факт, що без оптимізації наукових досліджень в галузі неонатології та педіатрії, не можна цілком вирішити жодного завдання практичної охорони здоров'я. В зв'язку з цим, на даному етапі розвитку нашого суспільства, перед медичною наукою повстають завдання, від вирішення яких залежить ефективність всього комплексу профілактичних, організаційних та інших заходів, які скеровані на покращення здоров'я дітей. До переліку цих наукових завдань, в першу чергу, треба віднести ті, що є орієнтованими на вивчення морфо-функціональних закономірностей формування здоров'я дитини. Є очевидним, що вирішення даних проблем вимагає додаткових досліджень більшого обсягу із залученням нових методів та підходів.

Актуальність теми

Інтенсивне вивчення нейроморфології привнесло великі зміни до медичної науки, особливо до тих галузей, де прогрес в значній мірі визначається успіхами нейробіології та розвитком дослідницьких технологій. Успіхи нейроморфології пов'язано, в першу чергу, із впровадженням до практики наукових досліджень кількісних методів оцінки змін нервової тканини, що відбуваються в процесі її розвитку, формування та під впливом патологічних процесів. Кількісні методи дозволяють об'єктивізувати зміни, що відбуваються в структурних компонентах нервової тканини, наближуючи перетворення нейроморфології із дисципліни, що описує, на точну науку. Це є особливо важливим під час вивчення так званої функціональної патології, тобто тих перебудов в нервовій тканині, що характеризують її реакції та захворювання, не пов'язані з грубими органічними змінами. Значення морфометрії з використанням сучасних статистичних підходів та комп'ютерних програм визначається тим, що отримані кількісні ознаки можуть бути корельованими з клінічними показниками хвороби. Значна частина відповідних досліджень відноситься до проблеми пластичності нервової тканини. У нейроморфологічному аспекті під пластичністю розуміють здатність нервової тканини мозку до перебудови її структурних елементів, що забезпечує оптимальне функціонування мозку в фізіологічних та патологічних умовах [256, 375, 389, 401].

Вивчення клітинних та тканинних механізмів перинатального становлення центральної нервової системи відноситься до переліку найбільш актуальних завдань сучасної біології та медицини. У перинатальному періоді онтогенезу не тільки формуються основні структурно-функціональні характеристики дефінітивного головного мозку (ГМ), але й можуть бути закладені підґрунтя різних патологічних станів та нервово-психічних захворювань [376, 391, 392]. Більшість механізмів та структурні прояви цих порушень до сучасних часів є недостатньо вивченими.

Гіпоксично-ішемічна енцефалопатія (ГІЕ) є найчастішим патологічним станом перинатального періоду. Частота появи даної патології, за даними різних авторів, коливається від 40 до 80% [9, 12, 369].

Гіпоксія – це широко розповсюджене явище, що виникає як в умовах дефіциту кисню у зовнішньому середовищі, так і внаслідок різних патологічних станів, що пов'язані з порушенням функції дихальної, серцево-судинної систем, а також транспортної функції крові. В кінцевому рахунку, у всіх випадках відбувається порушення постачання кисню до тканин, до такого рівня, який є недостатнім для підтримки функції метаболізму та структури клітини. До сучасного періоду було накопичено величезний банк даних про фізіологічні, біохімічні та молекулярні механізми гіпоксії [13, 127, 247]. Але, не дивлячись на майже сторічну історію вивчення даної проблеми, й досі залишаються невивченими багато з її патогенетичних аспектів, а також питання, пов'язані з антигіпоксичним захистом організму. Це пояснюється складною динамікою даного процесу, залученням до нього широкого спектру функціонально-метаболічних систем, що контролюють його як на рівні організму, так і на клітинному і молекулярному рівнях, а також чисельністю лімітуючих цей процес ділянок. Все це визначає актуальність проблеми в цілому та її значущість для практичної та теоретичної медицини.

На даний момент, в літературі було накопичено переконливі дані, що свідчать про те, що в перинатальному періоді вплив гіпоксії може помітно змінити фізіологічні та поведінкові реакції на протязі цілого життя після народження. У ранньому постнатальному онтогенезі продовжуються процеси диференціювання різних структурно-функціональних одиниць центральної нервової системи, архітектоніка клітинного складу ГМ та міжнейрональних зв'язків помітно ускладнюється [288, 312, 357, 395]. Гіпоксичне ураження мозку плоду та новонародженого є головним фактором, що сприяє захворюваності та смертності дітей, призводить до розвитку епілепсії та дитячого церебрального паралічу [16, 134, 265].
Було також показано, що гіпоксія у пре- та перинатальному періоді є додатковим фактором ризику розвитку психічних та нейродегенеративних захворювань, призводить до порушення поведінкових реакцій [17, 37, 157]. Морфологічні основи таких змін залишаються до кінця недослідженими. У більш старшому віці основними проявами порушень, після перенесеної в перинатальному періоді гіпоксії, є звуження об'єму сприйняття, утруднення в засвоєнні нової інформації, погіршення якості запам'ятовування, пригнічення мотивації та переключення з одного виду діяльності на інший [67, 82, 158, 387]. 

Більшість сучасних досліджень, присвячених вивченню патологічного впливу перинатальної гіпоксії на становлення структурних та функціональних особливостей центральної нервової системи (ЦНС), акцентовано на питаннях патології нейронів. Дані про шкідливий вплив гіпоксичного перинатального стресу на такий важливий структурний компонент ЦНС як гемато-енцефалічний бар'єр (ГЕБ) є незначними та несистематизованими.

Ушкодження ГЕБ у випадку гіпоксичного перинатального стресу в подальшому постнатальному онтогенезі може бути реалізовано у вигляді більшої його вразливості під час виникнення тих чи інших патологічних станів, що обумовлює необхідність вивчення питань становлення структурних та функціональних компонентів ГЕБ саме у перинатальному періоді.

Особливий інтерес являє собою паралельне вивчення морфо-функціонального стану ГЕБ, епіфізу мозку (ЕМ) та адренокортикотропоцитів (АКТЦ) гіпофізу плодів та новонароджених, які перебували під впливом перинатального гіпоксичного стресу та загиблих, додаючи його вивченням структурних змін ГЕБ, ЕМ та АКТЦ гіпофізу експериментальних тварин, що вижили, з моделлю перинатальної гіпоксії. Погляд на патологічні зміни ГЕБ, у випадку гіпоксично-ішемічного стану ГМ, крізь призму стресового напруження організму дозволить виявити межу між станом компенсації та декомпенсації, а також морфологічні прояви цієї межі, що є надзвичайно важливим для клінічної медицини.

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами

Дисертація є фрагментом науково-дослідницької роботи «Патологічна анатомія окремих систем плоду та новонародженого від матерів з ускладненою вагітністю», що виконувалась в Харківському національному медичному університеті, номер державної реєстрації 0105U002760. В рамках цієї теми автором були особисто вивчені морфо-функціональні особливості гемато-енцефалічного бар'єру плодів, новонароджених та дітей на першому місяці життя у випадку гіпоксичного перинатального стресу.

Мета та завдання дослідження

Мета роботи: виявити патогенетичні ланки розвитку гіпоксично-ішемічної енцефалопатії (ГІЕ) новонароджених на основі комплексного морфологічного дослідження компонентів гемато-енцефалічного бар'єру, розглядаючи гіпоксію як стресовий стан.

Для досягнення мети було поставлено наступні завдання:

1. На архівному матеріалі (протоколи розтинів плодів та новонароджених, історії пологів та історії хвороб іх матерів) вивчити клінічні особливості перебігу вагітності та пологів у випадку перинатальних гіпоксичних уражень.

2. На матеріалі аутопсій вивчити закономірності ембріофетогенезу субепендімарного шару, як джерела макроглиоцитів, та інших компонентів ГЕБ у випадку виношування в умовах фізіологічної вагітності та анте-, інтранатальної загибелі внаслідок впливу тяжкої асфіксії.

3. Вивчити патологоанатомічні зміни компонентів ГЕБ на матеріалі аутопсій новонароджених, що були виношені в умовах вагітності, з фізіологічним перебігом, та загиблих протягом першого місяця життя внаслідок перенесеної гострої анте-, інтранатальної асфіксії (ГАІА).

4. На матеріалі аутопсій вивчити закономірності ембріофетогенезу та патологоанатомічні зміни компонентів ГЕБ у плодів та новонароджених, що були виношені в умовах хронічної внутрішньоутробної гіпоксії (ХВУГ) та загиблих від ГАІА.

5. На основі дослідження експериментального матеріалу вивчити морфологічні закономірності ушкодження компонентів ГЕБ та особливості їх регенерації в динаміці у випадку впливу нелетальної (такої, яку можливо перенести) гострої постнатальної гіпоксії.

6. На основі дослідження експериментального матеріалу вивчити морфологічні закономірності ушкодження компонентів ГЕБ та особливості їх регенерації в динаміці у випадку впливу нелетальної (такої, яку можна перенести) поєднаної гіпоксії (ХВУГ з подальшою гострою постнатальною).

7. На основі дослідження експериментального матеріалу вивчити морфологічні закономірності ушкодження компонентів ГЕБ та особливості їх регенерації в динаміці у випадку впливу важкої поєднаної перинатальної гіпоксії.

8. Розглядаючи летальний та нелетальний результати перинатальної гіпоксії, як різні варіанти адаптаційного процесу, здійснити паралельне вивчення морфо-функціонального стану найважливіших стрес-організуючих гормон-продукуючих структур – епіфізу та комплексу адренокортикотропоцитів в гіпофізі у випадку впливу гострої перинатальної гіпоксії.

9. Розглядаючи летальний та нелетальний результати перинатальної гіпоксії як різні варіанти адаптаційного процесу, здійснити паралельне вивчення морфо-функціонального стану найважливіших стрес-організуючих гормон-продукуючих об'єктів ЕМ та комплексу АКТЦ в гіпофізі у випадку впливу поєднаної перинатальної гіпоксії.

10. Сформулювати концепцію розвитку перинатальних гіпоксичних уражень гемато-енцефалічного бар'єру головного мозку в процесі адаптації особини до гіпоксичних умов, як формування дистресу або еустресу.

Об'єкт дослідження: перинатальна гіпоксія.

Предмет дослідження: патоморфологічні зміни у компонентах гемато-енцефалічного бар'єру, епіфізі мозку та адренокортикотропоцитах гіпофізу плодів, новонароджених та експериментальних тварин.

Методи дослідження: для досягнення поставленої мети та вирішення завдань були використані макроскопічний, органометричний, гістологічний, гістохімічний, морфометричний, цитофотометричний, імуногістохімічний, електронно-мікроскопічний та статистичний методи дослідження; було здійснено моделювання патологічного стану, а саме хронічної внутрішньоутрбної та гострої постнатальної гіпоксії.

Наукова новизна отриманих результатів

Вперше на матеріалі перинатальних аутопсій загиблих плодів та новонароджених, а також на основі даних експерименту в результаті комплексного патоморфологічного дослідження встановлені закономірні зміни, що виникають у компонентах ГЕБ у відповідь на дію гострої анте-, інтранатальної асфіксії та хронічної внутрішньоутробної гіпоксії. Встановлені характер та ступінь важкості змін, що виникають у компонентах ГЕБ в залежності від гестаційного віку, ступеню важкості гіпоксії та часу впливу гіпоксичного фактора.

А саме: встановлені закономірності ембріогенезу ГЕБ у плодів, що виношені в умовах фізіологічної вагітності, а також в умовах ХВУГ. Виявлено, що важка ХВУГ призводить до затримки диференціювання гліального апарату головного мозку (ГМ), до гальмування збільшення відносного обсягу мікроциркуляторного русла (МЦР), до ушкодження капілярної стінки у вигляді потовщення базальних мембран і склерозу, а також до ушкодження ендотелію капілярів з вогнищевою деендотелізацією і надлишковою продукцією ендотеліну, до проліферації перицитів. При гіпоксії легкого та середнього ступеня важкості в динаміці виявлено, що уражені компоненти ГЕБ регенерують (часом надмірно) та компенсуються їх функції за рахунок проліферації глії, ендотелію і перецитів.

Встановлені патоморфологичні зміни, що виникають у компонентах ГЕБ, при впливі гострої анте-, інтранатальної асфіксії й динаміка цих змін у гострому та ранньому відбудовному періодах ішемічно-гіпоксичної енцефалопатії. Встановлено ступінь виразності й характер клітинної загибелі макрогліоцитів, установлені фази та стадії зміни наповнення мозкового кровотока, а саме - судин МЦР; виявлено патологічні зміни, що виникають у капілярній стінці - у базальних мембранах, ендотеліоцитах, перицитах.

Крім цього, шляхом кореляційного аналізу встановлено взаємозв'язок між ступенем виразності патологоанатомічних змін в ГЕБ та рівнем морфофункціональної активності ЕМ і АКТЦ гіпофізу. Виявлено морфологічні прояви фази декомпенсації в даних ендокринних структурах при гіпоксичному перинатальному стресі, а саме - виснаження структурно-функціональних ресурсів і інтенсифікація процесів масової клітинної загибелі шляхом апоптоза. Показано, що ЕМ та АКТЦ гіпофіза у випадках перинатальної гіпоксіі, яка стала летальною, мають ознаки зменшення кількості ендокриноцитів, що, вочевидь обумовлює низькі адаптаційні можливості в таких спостереженнях.

Виявлені кореляційні зв'язки між показниками ушкодження компонентів ГЕБ та морфофункціональним станом ЕМ та АКТЦ гіпофізу дозволяють заключити, що існує пряма залежність між розвитком їх морфофункціональної недостатності в процесі адаптації до перинатальної гіпоксії і некомпенсованим ураженням компонентів ГЕБ.

Практична значимість роботи

Проведене комплексне дослідження патоморфологічних змін компонентів ГЕБ у плодів та новонароджених, що перенесли перинатальний гіпоксичний стресу на різних етапах анте-, інтранатального та вранішнього постнатального онтогенезу, дозволило з'ясувати закономірності формування та патологоанатомічні особливості гіпоксичного ушкодження основних компонентів ГЕБ в період внутрішньоутробного розвитку. 

Виявлено зміни та закономірності, а також нові можливі патогенетичні аспекти механізмів розвитку порушень функцій вищої нервової діяльності у індивідуумів, що були піддані впливові гіпоксії в перинатальному періоді. Встановлені кореляційні зв'язки між показниками ушкодження компонентів ГЕБ та функціональним станом пінеалоцитів епіфізу мозку та адренокортикотропоцитів гіпофізу дозволяють вважати, що дані ендокринні структури приймають найбільш безпосередню участь у формуванні та становленні адаптаційних механізмів у випадку ішемії мозку та їх вичерпаність призводить до летального результату. Було виявлено морфологічні особливості ушкодження та динаміка змін фаз адаптації, компенсації та декомпенсації в структурах, що складають ГЕБ та які корелюють із морфо-функціональним станом ЕМ та АКТЦ гіпофізу.

Дане дослідження дозволило сформулювати концепцію розвитку перинатальних гіпоксичних уражень як зриву компенсаторних механізмів у тканині головного мозку, що мають гормональну регуляцію, що показано на прикладі ЕМ та АКТЦ гіпофізу, а також надати теоретичне підґрунтя для розробки нових можливих методів профілактики, лікування та реабілітації новонароджених з перинатальним гіпоксичним ураженням.

Результати даного дослідження дозволяють створити теоретичну базу для розроблення методів гормональної замісної терапії у новонароджених, що піддавались впливу перинатального гіпоксичного стресу на різних етапах постнатального онтогенезу, що, у свою чергу, підвищить ефективність лікувальних та реабілітаційних заходів у даного контингенту хворих та дозволить у їх випадку максимально зберегти структурні субодиниці центральної нервової системи та, відповідно, функціональні ресурси вищої нервової діяльності.

На основі даного дослідження розроблено та запатентовано метод визначення ступеня тяжкості ХВУГ шляхом оцінювання антропометричних параметрів плодів та новонароджених. У ході даної роботи також було розроблено та запатентовано метод оцінювання ступеня виразності апоптозу на препаратах, забарвлених за Ейнарсоном. Технічний ефект корисної моделі було обумовлено тим, що визначення апоптозу в клітинах біологічного зразка здійснюють простіше, швидше, із значним зниженням собівартості реактивів порівняно із широко застосованими імуногістохімічними методиками. Було також розроблено та запатентовано новий метод кількісної оцінки вмісту різноманітних антигенів у біологічних тканинах при використанні імуногістохімічних методів дослідження із подальшою люмінісцентною мікроскопією. Ефект даного методу полягає в оцінюванні яскравості світіння гістологічних зрізів у люмінісцентному світлі шляхом цитофотометричного дослідження. 
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РОЗДІЛ 1

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1. Нормальна ембріологія, гістологія, анатомія та фізіологія гемато-енцефалічного бар'єру головного мозку

ГЕБ є найважливішим захисним механізмом, опрацьованим в процесі еволюції, що забезпечує стабільність та незалежність функціонування мозку навіть в умовах надзвичайно агресивних впливів на організм. Під терміном ГЕБ умовно об'єднують сукупність анатомічних та функціональних систем, що підтримують стабільність тонкої біохімічної організації мозку та забезпечують необхідні умови для його оптимального функціонування [26, 55].

Ehrlich P. (1885 г.) був першим, хто навів безперечні докази існування бар'єру між кров'ю та мозком. Пізніше його дослідження продовжував Goldman E.E. [296, 297].

Різноманітна будова різних ділянок на шляху проникнення речовин обміну з кров'яного русла до центральної нервової системи та тканинної рідини призвело до деталізації розуміння ГЕБ та розподілу його на гемато-лікворний, гемато-тканинний та лікворно-тканинний бар'єри [62, 63, 165, 234].

Ми, в своєму дослідженні, також дотримуємось загальноприйнятої класифікації та, під поняттям ГЕБ, розуміємо власне гемато-тканинний бар'єр, а саме бар'єр між нейроном та кров'ю. Морфологічним субстратом ГЕБ є анатомічні елементи, розташовані між кров'ю та нейронами: ендотелій капілярів, базальна мембрана, перицити, глія [28, 34, 38, 60, 130, 191, 192, 215] (рис. 1.1).

Багато авторів підкреслюють особливу роль гліальних клітин у забезпеченні функцій ГЕБ [345, 359, 365]. Серед гліальних клітин виділяють макроглію та мікроглію. Серед макрогліоцитів, в свою чергу, за морфологічними та фізіологічними особливостями диференціюють астроцити та олігодендроцити. Мікрогліоцити представлено клітинами Ортега [56, 59, 84, 211].


Рис. 2. Схема ГЕБ [345].

У ході ембріонального розвитку макрогліоцити утворюються з клітин, що виникли з епендими нервової трубки та складових субепіндімарного шару або, так званого, шару гліального паравентрикулярного матриксу [224]. Спочатку, стінка медулярної трубки потовщується, внаслідок повздовжного поділу нейроепітелію; останній, залишаючись одношаровим, стає багаторядним. Внутрішні кінці клітин нейроепітелію звернено до просвіту трубки, назовні вони межують із перимедулярною мезенхімою. Клітини нейроепітелію утворюють поступово широкий шар «матриксу» навколо просвіту трубки, а кінці клітин нейроепітелію, які звернені до мезенхіми, все більш й більш витягуються, утворюючи міелоспонгій. Частина клітин матриксу залишається всім своїм тілом назавжди пов'язаною із внутрішньою поверхнею трубки; своїм довгим відростком, що звернений назовні, вони ще деякий час пов'язані із зовнішньою поверхнею. Це епендимобласти. Потім вони втрачають цей зв'язок та перетворюються на клітини епендими. Друга частина клітин матриксу, з клітинним тілом, відтісненим від внутрішньої поверхні, зберігає ще деякий час зв'язок з останньою своїм витягнутим відростком. Другий такий самий відросток доходить до зовнішньої поверхні. Це біполярні веретеноподібні спонгіобласти [224].

Біполярні спонгіобласти спочатку утворюють в медулярній трубці один шар, з ядрами в один ряд, а потім цей шар стає багаторядним. Далі, у зв'язку з початком повздовжного розподілу біполярних спонгіобластів, утворюються спонгіобласти, пов'язані відростками тільки із зовнішньою поверхнею трубки, але втрачають вони безпосередній зв'язок із внутрішньою поверхнею. Все більше та більше шарів утворюється із біполярних спонгіобластів, що втратили зв'язок із зовнішньою поверхнею мозкової трубки. Утворюється багатошарове розташування спонгіобластів. Відростки спонгіобластів, пов'язані із зовнішньою поверхнею, утворюють широку маргінальну зону – «гліоспонгіум». Вростання судин із перімедулярної мезенхіми до стінки мозкової трубки (у ембріона людини – на 3 тижні) обумовлює розподіл біполярних спонгіобластів вже в різних напрямках, порушує правильне їх розташування по шарах, збільшує кількість їх відростків. Спонгіобласти проліферують та диференціюються на астробласти та олігодендробласти. Внаслідок останнього мітотичного поділу астробластів утворюються астроцити, які, в нормальних умовах, вже не здатні до поділу, а, внаслідок останнього мітотичного поділу олігодендробластів, утворюються олігодендроцити, що не діляться [42, 210, 226].

Ще одним компонентом глії є мікрогліальні клітини або клітини Ортега. Їх походження ще до кінця не відомо. Одностайною залишається думка, що ці клітини розвиваються із клітин крові, можливо шляхом трансформації моноцитів. Однак, щоб проникнути до тканини мозку, вони, мабуть, повинні подолати певну перепону – проникнути крізь базальну мембрану. Можливо після проходження з крові через ендотелій капіляра клітини виявляються ув'язненими під розширенням базальної мембрани, тобто стають перітеліальними. Такі клітини, подібно до мікрогліальних, фарбуються за методом дель Ріо-Ортега. На останок, вони розривають базальну мембрану, що їх оточує, та входять до тканини мозку [26].

Астроцити специфічно фарбуються за допомогою методів імпрегнації. При цьому, завдяки своїм відросткам, вони мають вигляд зірок. Одні відростки можуть доходити до кровоносних судин, інші – до поверхні нейронів. В будь-якому разі, вони розширюються на кінцівці та розпластуються на поверхні капіляру або нейрону, вкриваючи значну її частину та утворюючи так звану астроцитарну ніжку. Ця ніжка розширяється до тих пір, доки вона не наблизиться до іншої, такої самої ніжки, та не увійде з нею у контакт. Тим самим, ніжки астроцитів утворюють майже повну обгортку навколо капіляру, таку, що лише іноді переривається іншими гліальними клітинами або їх відростками. Так вони повністю огортають чисельні нейрони, залишаючи синапси вільними [28, 341, 363, 384, 388].

Астроцити поділяють на два типи – фібрілярні та протоплазматичні. У фібрілярних астроцитів, на препаратах, що пофарбовані за допомогою імпрегнації золотом, можна побачити довгі численні, слабко або зовсім не розгалужені відростки. Протоплазмотичні астроцити мають сильно розгалужені цитоплазматичні відростки, тому, після фарбування за допомогою металів, вони нагадують зарості кущів [243, 362, 368, 385, 393, 403].

Астроцити обох типів мають досить велике та світле ядро. Цитоплазма теж є досить світлою, тому що містить мало рибосом та елементів гранулярного цитоплазматичного ретикулуму [249, 254, 257, 289, 306, 310, 318, 327].

Що стосується олігодендроцитів, то раніше вважалось, що існує тільки один їх вид. Але було виявлено три їх типи:великі світлі клітини, дрібні темні та клітини проміжної величини. На вранішніх етапах постанатального онтогенезу чисельність цих клітин є майже однаковою, але у дорослих індивідуумів зустрічаються лише темні олігодендроцити [328, 350].

Внаслідок останнього мітотичного поділу олігодендробластів утворюються світлі олігодендроцити. Останні мають відносно велике світле ядро з великим ядерцем та рясну цитоплазму. Цитоплазма зазвичай містить велику кількість рівномірно розподілених вільних рибосом та численні органели. Тривалість життя світлих олігодендроцитів є дуже малою (не довшою за кілька тижнів); поступово вони перетворюються на проміжні (між світлими та темними) за величиною та електронною щільністю. За кілька тижнів життя проміжні олігодендроцити знову трансформуються, але тепер вже на темні. Таким чином, темний олігодендроцит – остання клітина цього ряду. За об'ємом вона складає не більш чверті об'єму світлої клітини. Під час світлової мікроскопії темні олігодендроцити можна побачити як дрібні клітини із темним компактним округлим ядром [352].

В нормі, доля астроцитів в білій речовині складає – 19%, олігодендроцитів – 70%, інших клітин – 11% [262, 266, 273].

В умовах глибокого ушкодження відростки гліоцитів видозмінюються, вони утворюють спіралеподібні структури – захисні «обкрутки» навколо синапсів. Картина, що спостерігається, відповідає сучасним уявленням про існування тісної взаємодії нейрону та гліоциту як інтегральної одиниці [195, 272, 294, 353].

Дослідження, проведені наприкінці двадцятого століття, вказують на важливу роль нейроглії у розвитку неврологічних розладів. Зокрема, було встановлено, що при різних патологічних процесах, які супроводжуються переродженням нервових клітин (хвороба Альцгеймера, деменції різноманітної етіології, ішемія головного мозку і т.п.) активовані мікрогліоцити та астроцити продукують нейротоксичні цитокіни (наприклад, інтерлейкін 1β, фактор некрозу пухлини), вільні радикали кисню, окис азоту та інші речовини, які викликають не тільки переродження нейронів, але й вторинну активацію та дедиференціацію астроцитів [295, 355, 360, 372]. В результаті гальмуються найважливіші функції цих клітин – захоплення із екстрацелюлярного простору глутамату та іонів К+ и Са+, вивільнення нейротропних факторів та ін., що, в свою чергу, інтенсифікує патологічний процес та тягне за собою ріст кількості дегенерованих нейронів [286, 303, 356, 398].

Мікроглія – це дрібні клітини, рідко розкидані в сірій та білій речовинах. Вони специфічно фарбуються за допомогою слабкого розчину вуглекислого срібла за методом дель Ріо-Ортега. При цьому відзначаються цитоплазма, ядро та довгі кутоваті відростки. Під час електронної мікроскопії було встановлено, що клітинне тіло та відростки містять невелику кількість гранулярного ендоплазматичного ретикулуму та досить багато щільних тілець [63, 84, 225, 226]. За нормальних умов клітини мікроглії не діляться та не проявляють ознак помітної рухливості або фагоцитарної активності. Однак, за надзвичайних обставин місцевого значення та руйнування речовини мозку (у випадку ішемічного або геморагічного інсультів, черепно-мозкових травм, запаленні, аноксичному ураженні й т.п.), ядро та об'єм мікрогліоцитів зростають, клітини стають рухливими та наповнюються матеріалом, що фагоцитується, подібно до інших макрофагів [91, 210, 211].

Згідно із сучасними уявленнями нейрофізіологів у здійснюванні функції ГЕБ приймають участь усі три типи гліоцитів. Відростки гліальних клітин (кінцеві ніжки астроцитів), що оточують капіляр, стягують його стінку, що зменшує фільтраційну поверхню капіляра, перешкоджають дифузії макромолекул. Крім цього, кінцеві периваскулярні (присоскові) ніжки астроцитів, що прилягають до зовнішньої поверхні капілярів, можуть вибірково екстрагувати з кровообігу речовини, необхідні для живлення нейронів, та повертати знову до крові продукти їх обміну. Різноманітні речовини із крові потрапляють до тканини мозку через перікапілярну гліозну мембрану. На всьому протязі навколосудинної гліозної мембрани під нею між відростками астроцитів розташовано гліозні камери Гельда, виповнені дренажними олігодендрацитами. Потрапляння речовин із крові регулюється їх адсорбцією структурами стінок судин, періваскулярними олігодендроцитами та всією масою клітин Ортега. Періваскулярна гліозна мембрана є специфічним діалізатором [61, 195, 246].

Наступним компонентом ГЕБ є капіляр, а саме його компоненти: базальна мембрана, ендотеліальні клітини та перицити.

Кровоносні судини з'являються в закладці нервової системи дуже рано. Вони закладаються in situ та в перімедулярній мезенхімі, а також в нервовій пластинці і тільки пізніше поєднуються з магістралями, що несуть кров від серця і таким чином включаються до системи циркуляції. Так, у ембріону людини, веретеноподібні клітини із рясно розгалуженою цитоплазмою мезодермального походження спроваджуються до нейроектодерми на досамітній стадії. Вже скоро вони формують каналізовані тяжі та поєднуються із аналогічними тяжами на поверхні нейроектодерми, утворюючи примітивну капілярну сітку [44].

Разом із початком функціонування серця починається наступний період – період циркуляції крові первинною капілярною сіткою. Перші кровоносні судини, через які вже здійснюється кровообіг, розташовано на вентролатеральній поверхні орального відділу закладки нервової системи. Трохи пізніше, ця первинна поверхнева сітка, представлена широкими, лакунарного типу капілярами, оточує з поверхні також інші ділянки нервової трубки. Стінку цих судин представлено одним шаром недиференційованих ендотеліальних клітин. Судини цієї первинної капілярної сітки щільно прилягають до поверхні мозкових бульбашок. Крім цього формується друге внутрішнє перівентрикулярне сплетіння. Із появою перівентрикулярного сплетіння стінка мозкових бульбашок отримує живлення вже не тільки із зовнішнього, але також із внутрішнього боку. Кров потрапляє до первинного капілярного сплетіння примітивними сонними артеріями та направляється у первинну вену голови [44].

Усі подальші перетворення в судинній системі мозку по мірі її росту та розвитку відбуваються за рахунок розмноження та диференціювання клітинних елементів двох судинних сплетінь – первинної капілярної сітки на поверхні мозку та внутрішньомозкових перівентрикулярних сплетінь. На вранішніх етапах розвитку перівентрикулярне сплетіння розповсюджується всією системою шлуночків головного мозку та навколо спиномозкового каналу. Найбільш густа та рясна сітка своєрідних тонкостінних каналів та лакун знаходиться в зоні субепендимарного гермінативного матриксу [26], що свідчить про важливість даної ембріональної структури для розвитку та диференціювання головного мозку в цілому.

На подальших етапах розвитку перетворення в судинній системі полягають на розгалуження мозкових вен та артерій, а також на поступовому відмежуванні артеріальної та венозної систем від первинної капілярної сітки [44].

У численних експериментальних дослідженнях, проведених на експериментальних тваринах, було показано, що кровоносні судини ембріонального типу відрізняються від кровоносних судин зрілого мозку високою проникністю до різноманітних речовин. Дозрівання судин мозку пов'язано з диференціюванням клітин, що утворюють їх стінку, встановленням визначених гліоваскулярних взаємовідносин та формуванням ГЕБ [26].

На вранішньому етапі формування внутрішньо органної судинної сітки відбувається поступове диференціювання стінки кровоносних судин вентрикулярної зони, яка характеризується появою другого шару клітин (перицитів), відкладенням компонентів базальної мембрани, розширенням зони міжендотеліоцитарних контактів та встановленням контактів з біполярними клітинами незрілих ембріональних нейроцитів [26, 42].

Первинні мікросудини типу протокапілярів утворюються шляхом первинного ангіогенезу, тобто формуються внаслідок каналізації міжклітинних щілин в зонах агрегації клітин мезенхіми. Внаслідок первинного ангіогенезу утворюється судинний компартамент системи мікроциркуляції, представлений первинними мікросудинами протокапілярного русла. Процеси первинного ангіогенезу завершуються в ембріональному періоді пренатального онтогенезу. В подальші 2-9 міс. спостерігається вторинний ангіогенез – утворення кровоносних мікросудин шляхом брунькування вже існуючих матричних мікросудин [44].

Мозкові капіляри – головна складова ГЕБ. На відміну від кровоносних судин інших локалізацій фенестри та трансендотеліальні канали в них є нечисленними. Замість цього, міжендотеліальні контакти характеризуються щільними сполученнями, що попереджають обмін між кров'ю та мозком [44].

Ендотеліоцити капілярів мозку відрізняються від ендотеліоцитів інших органів і тканин. Доведено, що в їх цитоплазмі міститься в 5-6 разів більше мітохондрій, що необхідно для здійснення активного транспорту. Товщина стінки мозкового капіляра менше на 39%, в порівнянні з капілярами інших органів [26].

Базальна мембрана або екстрацеллюлярний матрикс – неклітинний компонент, який здійснює механічну підтримку стінки капіляра і відокремлює ендотеліоцит від періендотеліальних структур. Відростки астроцитів і перицитів впроваджені в базальну мембрану [56, 59, 228].

Ще одним важливим компонентом ГЕБ є перицити, які оточують дрібні судини ГМ, включаючи капіляри, венули і дрібні артерії. Основна функція перицитів – здійснення структурної підтримки судинної стінки і участь в вазодінаміці, так як вони містять велику кількість здатного до скорочення білка актину. Перицити також відіграють певну роль в ангіогенезі за рахунок здатності регулювати проліферацію, диференціювання і переміщення ендотеліальних клітин [154, 251].

Велике значення у функціонуванні ГЕБ надається так званому ферментному бар'єру. В стінках мікросудин мозку, які оточує сполучнотканинна строма, а також у судинному сплетінні було відзначено ферменти, що сприяють нейтралізації та руйнуванню речовин, що поступають із крові. Розподіл цих ферментів є неоднаковим в капілярах різних структур мозку, їх активність змінюється з віком, в умовах патології [155]. Крім цього, було встановлено, що ГЕБ забезпечує також імунологічний бар'єр [92, 179, 238].

За допомогою останніх досліджень було встановлено, що ГЕБ проявляє динамічні функції, а не тільки забезпечує функцію статичного непроникного бар'єру. Було доведено, що ГЕБ є проникним односно до цитокінів, опіатних пептидів, а також деяких інших гормонів та білків [29, 207, 241].

Відомо, що цілісність ГЕБ порушують важка артеріальна гіпертензія, пухлини мозку, ЧМТ, інсульт, інфекція, виразна гіперкапнія, гіпоксія, стійка судомна активність, а також хірургічне втручання [24, 282], що призводить до підвищеної проникності ГЕБ [80, 283].

1.2. Роль нейроендокринної та ендокринної систем в регуляції гомеостазу головного мозку

Деякими авторами ГЕБ розглядався в якості системи, що сама регулюється, стан якої залежить від потреб нервових клітин та рівня метаболічних процесів не тільки в самому мозку, але й в інших органах та тканинах організму. Проникність ГЕБ є неоднаковою в різних ділянках мозку, селективною для різних речовин та регулюється нервовими та гуморальними механізмами. Важливу роль у нейрогуморальній регуляції функції ГЕБ відіграє зміна інтенсивності метаболічних процесів у тканині мозку, що може бути підтверджено пригнічуючим впливом інгібіторів метаболічних процесів на швидкість транспорту амінокислот до мозку та стимуляцією їх поглинання субстратами окислення [155, 162, 196].

В той же час, існують дані, що регуляція функцій ГЕБ здійснюється вищими ділянками ЦНС та гуморальними факторами. При цьому, значна роль в регуляції процесів ГЕБ надається гіпоталамо-гіпофізарно-адреналовій системі [83, 245].

Разом з тим, ще нема теорії, що повністю пояснила б закономірність переходу різноманітних речовин із крові до тканини мозку. Належить відмітити, що, окрім регуляції фізіологічних процесів ГЕБ, ендокринна та нейроендокринна системи приймають активну участь у процесах формування та диференціювання не тільки компонентів ГЕБ, але й усього організму в цілому. Було доведено, що епіфіз формує біоритм проліферативної системи, синхронізуючи його із тривалістю фотоперіоду. Синхронізація здійснюється за участю мелатоніну, що пригнічує розмноження клітин. Рівень проліферації є результатом взаємодії всього комплексу регулюючих факторів. Це дозволяє припускати наявність зв'язку біологічно активних речовин епіфізу із тканинними регуляторами зростання. Епіфіз, окрім мелатоніну, продукує групу біологічно активних пептидів. Можливим є те, що формування біоритмів проліферативної системи відбувається при взаємодії мелатоніну та пептидів епіфізу [139, 167, 244].

Крім цього, було встановлено, що один із основних гормонів епіфізу – серотонін впливає на мітотичну активність нейроепітеліальних клітин та диференціювання нейронів в неокортексі, що розвивається. Дефіцит серотоніну в перинатальному періоді розвитку призводить до зниження мітотичної активності нейроепітеліальних клітин [45, 198]. У тварин, що розвивались на фоні дефіциту серотоніну, гальмуються процеси диференціювання астроцитів, мікрогліоцити часто перетворюються на макрофаги. Висока фагоцитарна активність гліальних макрофагів, спровокована значною загибеллю нейронів у всіх шарах неокортексу [220]. Серотонін також приймає участь у формуванні місцевої імунної реакції у речовині мозку, надаючи гальмівного впливу. В експерименті було відзначено зниження місцевих реакцій у речовині мозку (за які відповідають гліоцити) в умовах стресу [138, 181, 218, 219].

1.3. Патологоанатомічні зміни та взаємовідносини нейроендокринної і ендокринної систем та гемато-енцефалічного бар'єру при гіпоксичних станах

1.3.1. Патогенез та морфогенез ішемії мозку

Найважливіші етапи формування мозку відбуваються в період ембріонального розвитку та продовжуються на етапах вранішнього постнатального онтогенеза. Відомо, що вплив патологічних факторів в цей період може призвести до порушення формування нервової системи протягом всього онтогенезу [48, 176, 355, 394].

Гіпоксія плоду та новонародженого супроводжується розладами кровообігу в центральній нервовій системі, внаслідок яких з'являються ішемічні ураження аж до інфарктів речовини мозку та крововиливів. Наслідком перенесеної перинатальної гіпоксії є гіпоксично-ішемічна енцефалопатія. Виразність її клінічних проявів залежить від тривалості та ступеню тяжкості асфіксії [27]. За ступенем тяжкості ГІЕ поділяється на легку (І ступінь), середню (ІІ ступінь) та важку (ІІІ ступінь). Наслідки ГІЕ можуть бути різними: у випадку легкої ішемії відбувається повна компенсація неврологічних відхилень на 1 році життя; у випадку ішемії ІІ ступеню – впродовж першого року життя та пізніше можуть відзначатись неглибокі функціональні порушення; гіпоксичні ураження ІІІ ступеню призводять до тотального або парціального неврологічного дефіциту, що зберігається протягом усього життя індивідууму. В залежності від часу, що минув від моменту впливу гіпоксії протягом ГІЕ, виділяють вранішній період відновлення – 1 життя, пізній відновлювальний період – від 2 місяця життя до року, період віддалених наслідків – у дітей старших від року [168].

Гіпоксично-ішемічна енцефалопатія є найчастішим патологічним станом періоду новонародженості [94, 136]. У розвитку перинатального ушкодження мозку одна з визначних ролей належить стану церебрального кровообігу. У новонароджених із гіпоксично-ішемічною енцефалопатією тяжкого ступеню на 5-7 добу життя спостерігається зниження середньої швидкості кровообігу мозкових судин. Наслідком цих процесів є атрофія. На 24-28 дні життя характерною є наявність гіперфузії в басейнах середніх мозкових артерій [206].

Більшу частину інвалідів дитинства неврологічного профілю складають хворі із перинатальним ішемічним ураженням ЦНС, в тому числі із дитячим церебральним паралічем [141]. Гістологічно в корі у таких дітей відзначаються різні за ступенем виразності дистрофічні ушкодження нейронів. Також виявляється більш рідке розташування тіл нейронів, спостерігаються осередкові випадіння клітин, особливо в шарах ІІІ та ІV, гігантські пірамідні клітини Беца втрачають гніздовий характер угруповання. Кількість клітин Беца є значно зменшеною. У частини хворих спостерігаються гетеротопії (густі групові скупчення нейронів), частіше за все у глибоких шарах кори [404].

Основними проявами порушень після гіпоксії середнього ступеню важкості є звуження обсягу сприйняття, утруднення в засвоюванні нової інформації, погіршення якості запам'ятовування, пригнічення мотивації та перемикання із одного виду діяльності на інший [19, 193].

Виходячи із нозологічного принципу, гіпоксичні стани плоду та новонародженого класифікують таким чином: 1) внутрішньоутробна асфіксія внаслідок гострого припинення матково-плацентарного або плацентарно-плодового кровообігу; 2) симптоматична (хронічна) внутрішньоутробна асфіксія як прояв фетопатії внаслідок захворювань серцево-судинної, дихальної та кровоутворюючої систем вагітної; інтоксикації (професіональних, лікарських); патології вагітності (токсикози, еклампсія); хронічної плацентарної недостатності та недостатності пуповини; інфекційних захворювань плоду; вад розвитку плоду; родової травми плоду [275]. Як видно, етіологічний спектр нозологій, що призводять до гіпоксії в перинатальному періоді, є досить різноманітним.

1.3.1.1. Патогенез та морфогенез ішемії мозку у випадку гострої  анте-, інтранатальної асфіксії

За первинним патогенетичним механізмом гостра перинатальна асфіксія є аноксичною гіпоксією, тому що пов'язана вона із недостатнім надходженням кисню до організму плоду або новонародженого. Пізніше, у зв'язку із приєднанням порушення кровообігу плоду, додається циркулярна гіпоксія. Найважливішою ланкою патогенезу внутрішньоутробної гіпоксії є ушкодження судинної системи мозку. Спочатку відзначається значне підвищення артеріального тиску та зниження частоти серцевих скорочень плоду. Пізніше судинний тонус падає, розвивається загальне венозне повнокров'я, різко зростає судинна проникність. Варто підкреслити, що незворотні зміни в тканині мозку наступають задовго до повної зупинки кровообігу, при його зниженні нижче, ніж 13 мл/100 г/хв [145].

Мозковий кровообіг в нормальних умовах підтримується на адекватному рівні завдяки складній системі ауторегуляції. Остання відзначається рівнем внутрішньосудинного тиску, станом кислотно-лужної рівноваги та напруженням газів крові, вмістом іншим метаболітів та хімічно активних речовин, а також нейрогенними впливами [212]. Під час короткочасної гострої асфіксії у ГМ розвивається важкий парез судин, особливо мікроциркуляторного русла. Формені елементи крові склеюються (сладж-феномен), внаслідок чого деякі судині містять тільки плазму. Розвивається набряк стінок судин, в тому числі їх аргірофільного каркасу [280.

Глибока гіпоксія мозку, крім цього, призводить до порушення проникності гемато-енцефалічного бар'єру, внаслідок чого він стає проникним для макромолекул плазми [21, 267], що призводить до розвитку вазогенного набряку.

На даний момент, загальноприйнятим є розподіл набряку мозку на два основних види – цитотоксичний та вазогенний [200, 252]. У випадку цитотоксичного набряку зміни, характерні для набряку, торкаються, переважно, астроглії та елементів нейронів (внутрішньоклітинна гіпергідратація або набухання), але не торкається елементів гемато-енцефалічного бар'єру. Вазогенний набряк мозку первинно пов'язаний із проривом ГЕБ для компонентів плазми крові, які складають набрякову рідину мозку, та викликають порушення осмотичної рівноваги, а також ушкодження гемато-енцефалічного бар'єру, що розвиваються вторинно. В ході формування до вазогенного набряку приєднуються цитотоксичні зміни, якими обумовлені вторинні, пізніші порушення функцій клітинних мембран [88, 89].

Пізніше, внаслідок порушення мозкового кровообігу, розвивається гіпоксія, яка, в свою чергу, посилює проникність ГЕБ та викликає ішемічне пошкодження нейронів [52, 336]. Наслідком останнього є розвиток цитотоксичного набряку головного мозку [132].

Тривала асфіксія призводить до судинної дистонії. Частина судин є паретично розширеною, інша – звуженою. На фоні стазу в просвіті судин спостерігаються білкові флокулляти та тромби. Стінки судин знаходяться у стані мукоїдного, а іноді й фібріноїдного набухання, аргірофільні волокна набряклі, подекуди зруйновані. Виразним є периваскулярний та періцелюлярний набряк. Судинні порушення та набряк створюють умови для формування вторинної ішемії нервової тканини, що продовжується після ліквідування першопричини гіпоксії. Внаслідок цього, в білій речовині півкуль, та особливо в субепендимарних ділянках ГМ утворюються фокуси інтенсивного набряку, які пізніше можуть перетворитись на осередки пом'якшення та поренцефалії. В окремих, вкрай тяжких випадках, некроз речовини ГМ може бути більш розповсюдженим [25].

Найвразливішими під час гіпоксії виявились дрібні артерії кори великих півкуль мозку та особливо артеріо-артеріальні анастомози, побудовані «стик до стику», тобто найбільш прямолінійні, найчастіше представлені у так званих зонах суміжного кровопостачання між головними гілками артерій мозку. Саме у цих ділянках у випадку гострої гіпоксії, мозковий кровообіг різко збільшується, що призводить до швидкого формування набряку мозку, який, за своєю локалізацією, є плямистим, а за походженням – вазогенним через різке збільшення мікропіноцитозу з переносом вмісту судин до тканини мозку. У випадку різко вираженого процесу може виникати здавлення мікроциркуляторного русла на цих ділянках, іноді до незмірних величин. Накопичення багатої на білок відсічної рідини при цьому відбувається у всіх структурних одиницях гемато-енцефалічного бар'єру: в ендотелії капілярів та периваскулярно, в астроцитах та олігодендроцитах [263, 276, 281].

На даний момент було накопичено вагомий експериментальний матеріал з вивчення ішемічних інсультів у дорослих. Експерименти проводили на тваринах із використанням різноманітних моделей як in vitro, так і in vivo. Результати цих досліджень свідчать про те, що загибель нервової тканини у випадку ішемії мозку відбувається внаслідок складного каскаду патофізіологічних процесів, що мають визначені часові та просторові характеристики. Основні патогенетичні механізми цього каскаду включають ексайтотоксичність, периінфарктну деполяризацію, запалення та апоптоз [164, 269, 302, 390].
Локальне порушення кровообігу обмежує або припиняє постачання до відповідних ділянок мозку необхідних субстратів, зокрема кисню та глюкози, що викликає різке падіння рівня АТФ та інших макроергів, порушення енергозалежного іонного транспорту зі збільшенням екстрацелюлярної концентрацій іонів К+, деполяризацію нейронів та глії, що, в свою чергу, призводить до збільшення вивільнення з нервових клітин амінокислот, що збуджують, в першу чергу, глутомату. Надлишкова активація глутоматних рецепторів, що розвивається внаслідок цього, на дендросомальній поверхні клітинних мембран є тріптером ексайтотоксичних (від англ. exite – збуджувати) механізмів, що відіграють провідну роль у загибелі нейроцитів. Ключовим компонентом цих механізмів є масивний приток до нейронів рівня Са2+. Підвищення внутрішньоклітинного рівня Са2+, який виконує функції вторинного месенджеру, призводить до структурних пошкоджень нервових клітин внаслідок активації протеолітичних ферментів [30, 178, 290].

Необхідно підкреслити, що виразність відмічених змін іонного гомеостазу та внутрішньоклітинного метаболізму є неоднаковою у різних зонах ішемічного ушкодження. В центрі, в ядрі ішемічного осередку, аноксична деполяризація та загибель нервових клітин розвиваються дуже швидко – протягом декількох хвилин після ішемії. Між цим незворотньо пошкодженим ядром та нормальною тканиною мозку знаходиться периінфарктна зона, або так звана ішемічна пенумбра, що характеризується частково збереженим енергетичним метаболізмом та залишається життєздатною. Протягом часу, за відсутності терапевтичного втручання, зміни в пенумбрі можуть прогресувати до розвитку інфаркту в результаті тривалого ексайтотоксичного пошкодження нервової тканини, розповсюдження деполяризації та розвитку вторинних механізмів, таких, як постішемічне запалення та апоптоз [65, 153, 300].

Тривалість збереження життєздатності нервової тканини в ділянці пенумбри визначає розміри так званого терапевтичного вікна – часу, протягом якого лікування ішемічного інсульту можу бути ефективним. На теперішній час накопичено велика кількість даних, які свідчать про те, що пенумбра відзначається не тільки у експериментальних тварин, але й у людини. Однак її розміри та часова динаміка є ще недостатньо вивченими [319].

Важливу роль в патогенезі морфологічних та функціональних змін нервової тканини відіграє реперфузія. Відомо, що ушкодження тканин, внаслідок гострої циркуляторної гіпоксії, посилюються відновленням постачання кисню до гіпоксичної тканини [36, 77, 213, 315].

Очевидними є факти залежності кисневого забезпечення нервових структур від ступеню васкуляризації мозкової тканини. З цієї причини, під час аналізу результатів експериментальних досліджень та клінічних спостережень, проводиться паралельна обсервація змін об'ємної швидкості мозкового кровообігу та напруги кисню в тканинах. В результаті досліджень гіпоксичних уражень в центральній нервовій системі, у випадку шоку та гострої крововтрати, було виявлено, що енергетичний обмін у всіх структурах відрізняється високою стійкістю. При цьому відмічається, що критичною величиною системного АТ, при якій відбувається вірогідне зниження макроергічних сполучень в тканинах головного мозку, є 30-40 мм рт. ст. [10, 23, 317]. Скоріше за все, ключовим механізмом збереження високого рівня обмінних процесів у випадку гострої гіпоксії є перерозподіл органного кровообігу з приорітетом кровозабезпечення структур центральної нервової системи.

У випадку гострої ішемії страждають не тільки нейрони, але й глія. Особливо чуттєвими до гіпоксії є астроцити. Зміни астроцитів на вранішньому періоді (5-10 хв. – 3-7 діб) мають реактивний характер та скеровані на компенсацію порушень обміну в нейронах, виконуючи при цьому нейропротекторну функцію та попереджаючи швидку загибель нейронів (виражаються у вакуолізації цитоплазми). Однак в подальшому (починаючи від 2 тижня постанаксичного періоду) резервні можливості метаболізму в астроцитах виснажуються, відбувається їх несправність, виражена в структурних змінах, максимально виразних на 14-21 добу відновлювального періоду, що призводить до додаткових утруднень метаболізму в нейронах. Це стосується, насамперед, обміну ліпідів, в якому роль гліоцитів є особливо важливою, а деструкція ліпідних комплексів призводить до порушення структури та проникності мембран, що має велике значення в патології ішемії головного мозку [242, 279, 332]. При розвитку репаративних та компенсаторних процесів в ЦНС на пізньому відновлювальному періоді (1-3 міс) ультраструктура астроцитів в значній мірі нормалізується. Однак в них тривалий час зберігаються ознаки активації, про що свідчить збільшення в них кількості мітохондрій, елементів гранулярної ендоплазматичної сітки, вакуолей. Трансформація протоплазмотичних астроцитів на фіброзні в даному періоді утруднює й без того порушений обмін речовин в нейронах, що можна розглянути, як один із структурних проявів перебігу постішемічної енцефалопатії в пізньому відновлювальному періоді [20, 217].

Змінюють свою структуру також мікрогліоцити. При використанні антитіл до астроцитів (GFAP) та мікрогліоцитів (Iba1), було встановлено, що вже на 3 добу після глобальної ішемії, мікрогліоцити трансформувалися із розгалуженої, в стані спокою, форми, на чітко виражену кустисту та амебоїдну. Кількість Iba1-позитивних мікрогліоцитів збільшувалась у всіх шарах СА1 зони гіпокампу. Також збільшувалась кількість GFAP-позитивних астроцитів. Після викликаної короткочасної ішемії можна дослідити зв'язок між ступенем морфологічних змін нейрональних клітин та рівнем активації гліоцитів, що відображає динаміку пошкодження нейронів [152].

На даний момент збільшується кількість даних, які свідчать про те, що загибель нервових клітин, у випадку ішемії мозку, може відбуватись внаслідок як некрозу, так і апоптозу. При цьому, переважний характер загибелі клітин визначається рядом факторів, що включають тяжкість пошкодження, тип клітин, стадію їх розвитку або життєвого циклу, а також наявність трофічних факторів та рівень внутрішньоклітинного Са2+ [22, 31, 349].

Припинення життєдіяльності клітин у випадку некрозу та апоптозу має свої чіткі морфологічні різниці. Для апоптозу характерним є зменшення розміру клітин, конденсація цитоплазми та внутрішньоклітинних органел, поява випинань та фрагментація клітини на апоптозні тільця, що фагоцитуються сусідніми клітинами. Оскільки вміст клітини у випадку апоптозу не виходить назовні, то нема й реакції запалення. Спостерігається міжклеосомне розщеплення ДНК ендонуклеазою. Існує думка про необхідність суїцидної програми для всіх клітин. Однак блокатори макромолекулярного синтезу затримують та попереджають залежну від нейротрофічних факторів смерть нейрону або гліоциту, а також фрагментацію ДНК та загибель клітин за механізмом апоптозу, що вказує на необхідність синтезу спеціальних білків, які вбивають клітину [47, 159]. Вважається, що в процесі ембріогенезу як нейрони, так і клітини нейроглії, гинуть переважно шляхом апоптозу [153, 255, 354].

Після експериментального гіпоксичного ушкодження кінцевого мозку у щурів на вранішньому постнатальному періоді, було виявлено, що, при тяжких формах кисневого голодування, можлива програмована загибель клітин у мозку, що розвивається у зв'язку із внутрішньоядерною фрагментацією. Апоптоз в ембріогенезі носить закономірний, генетично контрольований характер [4, 80, 324].

Некроз – тип клітинної смерті, принципово відмінний від впорядкованого припинення життєдіяльності в процесі апоптозу. Причиною цього процесу можуть бути різні патогенні фактори, та одне з перших місць займає все-таки гіпоксія мозку. У випадку некрозу спостерігається вакуолізація, різкий набряк клітин, який закінчується лізисом. Складається враження, що при некрозі, незалежно від причини, яка його викликала, найважливішим елементом патогенезу є порушення бар'єрної функції мембран. Було показано, що некроз є основним механізмом загибелі нервової тканини у випадку гострої та тяжкої ішемії, в той час як у випадку легкого та відстроченого ушкодження, може превалювати апоптоз [194, 216, 258, 308, 361].

На даний момент особлива роль відводиться вільній радикальній сполуці окису азоту NO, синтез якої з L-арігініну відбувається під дією NO-синтази. Остання активується Са2+ - залежними кальмоделіном при збудженні NMDA-рецепторів глутамату. NO є представником нового класу нейромодуляторів та його значення є остаточним. Будучі сигнальною молекулою, NO приймає участь в процесах пам'яті, мислення. Захисна роль NO проявляється під час формування нітрозоніуму – іону NO+, який пов'язує регуляторний центр NMDA-рецептору, зменшуючи при цьому його збудливість та ексайтотоксичність. На цьому була побудована лікувальна дія нітропрепаратів. Разом з тим, NO, як вільно радикальна сполука, є цитотоксичним та ініціює ряд радикальних ланкових реакцій. Більш того, комплекс NO із супераксидним аніоном О2 – пероксінітрит ONOO є здатним до блокування тірозинкінази, яка входить до активного центру нейротрофічних факторів [98, 383].

В експериментальних методах нейроцеребральної ішемії було відмічено підвищене утворення в мозку індуцибільної NO-синтази – ферменту, що відповідає за продукцію токсичних речовин NO [15, 358]. NO, як вільний радикал, що синтезується на одному з етапів руйнівного глутаматного каскаду, може сильно ушкоджувати нервову тканину, зокрема впливаючи специфічно на клітинні та внутрішньоклітинні мембрани, викликаючи їх розпад [197, 373].

1.3.1.2. Патогенез та морфогенез ішемії мозку у випадку хронічної внутрішньоутробної гіпоксії

Хронічна симптоматична гіпоксія плоду може бути наслідком різних, головним чином, хронічних захворювань вагітної, патології вагітності, багатоплідної вагітності, патології плаценти та пуповини з їх хронічною недостатністю, переношеності. Гіпоксія є також одним з компонентів інтоксикації, інфекційних захворювань та вад розвитку плоду [43, 75, 208]. 

При цьому порушується (зокрема, гальмується) формування різноманітних функціональних систем плоду, а іноді – й загальний розвиток [186, 203]. Внаслідок цього, плід виявляється недостатньо підготовленим для переходу до зовнішньоутробного існування, тяжко переносить пологовий стрес та пов'язані з ним перевантаження. Порушення дихання, які виникають, порушення серцевої діяльності, мікроциркуляції, ендокринної регуляції кровообігу та обміну і інші відхилення, насамперед, проявляються у вигляді зниження забезпечення тканин киснем. Тому, провідною зміною у клініко-морфологічній картині є гіпоксія. Вона відрізняється від внутрішньоутробної гострої асфіксії тим, що супроводжується проявами тривалого порушення внутрішньоутробного розвитку плоду – гіпоксичною фетопатією [150, 183, 374]. Вона виражається різноманітними варіантами незрілості, що зустрічаються у 6,74 % всіх доношених, у 17,95% серед тих, хто народився передчасно, та у 41,9% тих, хто помер в перинатальному періоді. Більш значно, ніж то є характерним для гестаційного віку, у незрілих новонароджених виразними є звичайні ознаки недоношеності [156, 227, 285].

Хронічна внутрішньоутробна (в/у) гіпоксія є стресом для плодового організму, що розвивається, та морфологічно проявляє себе так, як хронічний стрес. Церебральні судинні порушення у випадку хронічного стресу проявляються судинною дистонією, гіпер- та гіпотензивними станами. Гіпотонічні зміни виражаються у порушенні тонусу судин, головним чином, капілярів, та наявністю стінок, що спались, в мікросудинному руслі. Гіпертонічні зміни виражаються в ділятації судин. Відзначаються судини із гомогенізованими потовщеними стінками та з потовщеною базальною мембраною ендотелію, внаслідок гідратації та набрякання, що призводить до порушення як транспортних, так і, особливо, бар'єрних функцій стінки капіляра [188, 405]. Також кровозабезпечення клітин порушується внаслідок інтерстиціального набряку у периваскулярному просторі, який спостерігався, та розширення перікапілярної «муфти» внаслідок набрякання тіл та відростків астроцитів. Всі ці зміни призводять до ультраструктурних пошкоджень нейронів та гліоцитів. Слідом за пошкодженням та загибеллю нейронів залишки останніх фагоцитуються клітинами глії, що на фоні зниження активності лізосомальних ферментів призводить до накопичення в тілах гліоцитів великих вторинних лізосом та ліпофусцинових включень нейронального походження. В подальшому, судячи з усього, гліальні макрофаги можуть мігрувати до кровоносних судин, у стінок яких розташовано відростки та тіла гліоцитів, навантажених шлаками. Внаслідок цього ускладнюється обмін між кров'ю та тканиною мозку, що, в свою чергу, призводить до подальшого погіршення деструктивних змін в нейронах. Таким чином, у випадку хронічного стресу, спостерігаються ультраструктурні зміни компонентів гемато-енцефалічного бар'єру у вигляді: дистрофічних змін ендотелію судин, потовщення базальної мембрани та розширення перікапілярного простору. Відмічені зміни мають дезадаптаційний характер, сприяючи розвитку гіпоксії та подальшим патологічним змінам нейронів та гліоцитів [76, 97, 292].

В моделі хронічного стресу у гіпертензивних тварин у корі великого мозку було відмічено зниження щільності капілярного русла на третину, зниження кількості нейронів на 42% та збільшення кількості гліоцитів на 24%. При цьому, у головному мозку було відмічено різке повнокров'я у всіх ланках мікроциркуляторного русла, розвиток периваскулярного набряку, порушення проникності стінки мікросудин. Кількість капілярів, що функціонують, та таких, що є переповненими кров'ю з ознаками стазу та сладжування еритроцитів, збільшувалось з 8,3±0,4 до 12,9±0,8 (Р>0,02). Значних змін в розташуванні нейронів виявлено не було, однак розміри більшості нейронів зменшилися, під час фарбування за Ніслем проявлявся гіперхроматоз, вакуолізація цитоплазми, серед них з'являлись клітини-тіні, було відмічено перицелюлярний набряк. Дистрофічні пошкодження нейронів супроводжувались збільшенням кількості перинейрональних гліоцитів на 22% [66, 205, 339, 378, 380].

Астроцитарна реакція на будь-який патологічний стан мозку, що супроводжується гіпоксією, частіше початкова, первинна та являє собою компенсаторну реакцію. Чітко виразна реакція глії, у випадку хронічної гіпоксії, проявляється не тільки у вигляді компенсаторної гіпертрофії астроцитарних перінейрональних та периваскулярних відростків, але також її масивною проліферацією із утворенням чисельних недиференційованих, незрілих клітинних елементів гліозу [305].

Питання про роль гліозу є надзвичайно важливим. Більшість дослідників відносять його до патологічних проявів функції глії. Однак, для нас більш переконливою є інша думка. Функції глії є надзвичайно різноманітними. Вона приймає участь у фагоцитозі, впливає на баланс між процесами збудження та гальмування в нейронах, на склад міжклітинного середовища, детоксикацію вільних радикалів та багато інших процесів. Участь в детоксикації належить визнати в контексті проблеми, яку ми розглядаємо, є досить важливою, тому що факт виділення ексайтотоксичних медіаторів та утворення вільних радикалів, у випадку хронічної ішемії, не викликає сумнівів [68, 301, 321, 340].

У ряді робіт було висловлено думку про те, що гліоз – це не тільки пасивний процес «рубцювання», що виникає на місці загибелі нейронів. При патологічних станах мозку одним із способів «самозахисту», що рятує від цитотоксичної дії, є гіпертрофія астроцитарних відростків [261].
Хронічний стрес може бути однією з причин розвитку нейродегенеративних змін в головному мозку. Як вже було вказано вище, останнім часом у розвитку патології нейронів та гліоцитів велике значення надається оксиду азоту (NO). Відомо, що NO приймає участь у багатьох процесах, в тому числі й в тих, що пов'язані з пам'яттю та навчанням. В експерименті було показано, що хронічний стрес викликає посилення продукції NO в різних ділянках головного мозку і в невеликих концентраціях має протекторний ефект. У випадку тривалого спливу стресу спостерігається значне підвищення експресії індуцибільної та нейрональної фракції NO-синтази (NOS), що може бути однією з причин нейротоксичності та подальшої загибелі нейронів, в тому числі, й шляхом апоптозу [239].

В головному мозку білих щурів, які піддавались експериментальному стресові, імунологічно біло вивчено апоптично змінені клітини (метод TUNEL), експресію нейрональної та індуцибільної фракції NO-синтази. Відзначали значене збільшення кількості нейронів із позитивною TUNEL-реакцією. Аналогічну реакцію було відмічено під час аналізу експресії нейрональної та індуцибільної фракції NO-синтази. Збільшення синтезу NO-синтази можна розглядати як один з можливих механізмів розвитку апоптозу. У випадку тривалого стресу було відмічено появу TUNEL-позитивних астроцитів, багато астроцитів починали експресувати індуцибільну NO-синтазу [46, 250].

Належить підкреслити, що механізми ішемічного ураження речовини ГМ, які були описані вище, були отримані внаслідок експериментів на дорослих індивідуумах та на статевозрілих тваринах. Якими ж є механізми пошкодження речовини ГМ, що продовжує своє структурне та функціональне диференціювання в перинатальному періоді, і як ці пошкодження можуть відобразитись на здоров'ї індивідууму в подальшому постнатальному онтогенезі? Саме на пошук відповідей на дані питання і є скерованим пропоноване дослідження.

1.3.2. Взаємовідносини нейроендокринної і ендокринної систем та гемато-енцефалічного бар'єру при гіпоксичних станах

У сучасній літературі, присвяченій внутрішньоутробній ендокринології та фізіології кровообігу, наводяться аферентні механізми нейрогуморальних порушень контролю хемотаксису та барорефлексу під час гіпоксії [69, 72]. Отже, після вивчення патогенезу розладів нервової та ендокринної регуляції плоду, можливою є корекція перелічених вище патологічних змін у новонароджених.

За допомогою методу радіоімуноаналізу було вивчено гормональні зсуви, що виникали у щурів в умовах барокамерної (4000 м) та натуральної (природної) високогірної (перевал Туя-Ашу, 3200 м) гіпоксії. Згідно з цими даними, при впливі гіпоксії під час «підйому» щурів в барокамері на висоту 4000 м відбувається виразне зниження вмісту в плазмі крові адренокортикотропного (АКТГ) гормону. Аналогічні зсуви відбуваються у тварин й в горах на 3-тю добу [58].

Відомо, що секреція АКТГ залежить від концентрації кортикостероїдів на периферії [163, 398]. Зниження АКТГ в період гострого впливу гіпоксії свідчить про, по-перше, посилене виділення гормонів з наднирникових залоз, та, по-друге, про їх підвищене споживання тканинами. Ці факти було переконливо підтверджено за допомогою результатів експериментальних досліджень: різко зростають концентрації кортизолу (більш, ніж в 4 рази) та кортикостерону (більш, ніж в 2 рази) під час «підйому» тварин на висоту 4000 м. Також чітко виразними є гормональні зсуви у щурів, яких було обстежено в період гострого впливу високогірної гіпоксії: кортизол на третю добу перебування тварин у горах перевищував фонові значення у 5 разів, а кортикостерон – у 2 рази [58]. Вказані зміни свідчать про розвиток стрес-реакції у відповідь на вплив барокамерної та природньої високогірної гіпоксії, та скеровані вони є на підвищення стійкості тварин до кисневого голодування.
Досить показною є динаміка концентрації мінералокортикоїду альдостерону. Як в горах, так і при «підйомі» в барокамері у щурів відбувається зниження його в крові, притому значення кратне 5-13. Можливо, це теж одна з найважливіших реакцій суто адаптаційного значення [397].

Перебування тварин у горах протягом тривалого часу змінює картину. Дослідження, проведені на 30 добу від початку впливу високогірної гіпоксії, виявило, що відбувається зниження концентрації глюкокортикоїдів. Рівень АКТГ, в свою чергу, навіть перевищував початкові дані [58]. Це може бути погоджено із уявою про так звану feed-back relation – негативний зворотній зв'язок цих залоз, які взаємно регулюються [140, 386].

Таким чином, у випадку гіпоксичних впливів, гіпофізарно-надниркова система зазнає істотних фазових змін. Перша фаза, зареєстрована в експериментальних дослідженнях, характеризується підвищенням глюкокортикоїдної та зниженням мінералокортикоїдної функцій кори наднирників, а друга – під час тривалого впливу гіпоксії – зворотними змінами глюкокортикоїдної та мінералокортикоїдної функцій та встановленням їх на нових рівнях, що відповідають потребам організму в горах.

Під час морфологічного дослідження адренокортикотропоцитів (АКТЦ) передньої долі гіпофізу було виявлено, що вже за 24 години після підйому щурів на високогір'я ці клітини можна було охарактеризувати наявністю ознак, що свідчать про підвищення їх функціональної активності. При цьому, в клітинах секреторні гранули розташовані були переважно по периферії. Вздовж цитоплазми васкулярного пасу АКТЦ визначались різні стадії екзоцитозу, тобто вихід вмісту секреторних гранул до міжклітинної щілини та периваскулярного простору. На 15 добу після підйому на високогір'я в АКТЦ зберігались ознаки підвищеної морфофункціональної активності. В цитоплазмі відзначались чисельні секреторні гранули, орієнтовані по периферії клітин, а також дифузно розташовані в цитоплазмі. Електронною мікроскопією показано, що щільні секреторні гранули відзначались також серед розширених елементів комплексу Гольджі. Мітохондрії були збільшеними в об'ємі, матрикс їх був просвітленим, з ознаками парціального лізису. До 30 доби після підйому щурів на високогір'я для АКТЦ аденогіпофізу характерними були ознаки деякого зниження функціональної активності. В цитоплазмі було відзначено переважно дрібні секреторні гранули, але в меншій кількості, ніж на попередньому терміні спостереження. Електронно-мікроскопічна картина відрізнялась поліморфізмом. Окрім АКТЦ, що знаходились у стані гіперфункції, відзначались групи клітин, в цитоплазмі яких спостерігались гігантські мітохондрії з невеликою кількістю пухко розташованих крист. Подальше перебування в умовах високогір'я (45-60 дні) характеризувалось накопиченням в АКТЦ дрібних секреторних гранул, дифузно розташованих в цитоплазмі, тих, що концентрувались вздовж цитолеми. Мітохондрії були збільшеними в об'ємі, канальці ендоплазматичного ретикулуму були розширеними [58].

Таким чином, порівняльний аналіз морфо-функціональних змін в АКТЦ аденогіпофізу під час адаптації організму до високогір'я показав, що на вранішніх термінах спостереження (3-я доба перебування в умовах високогір'я) спостерігається підвищення функціональної активності цих клітин. На час 15-ої доби відзначаються перші ознаки гальмування виведення секрету до кровоносного русла. Зниження ознак гормональної активності відмічається на 30 добу перебування в умовах високогір'я [58].

Що стосується гормонів епіфізу, то, в першу чергу, належить відмітити, нейропротекторну дію мелотоніну у випадку ішемії. За даними сучасних авторів, існує декілька механізмів мелатонінової нейропротекції. По-перше, мелатонін робить внесок до обмеження глутаматної активності під час оксидантного стресу, викликано гіпоксією [79, 146, 222]. По-друге, загальновизнана здатність гормону до протидії агресії оксиду азоту (NO), що посилює глутоматну активність. Під час гіпоксії відмічено було надлишкове утворення цієї вільнорадикальної речовини [90, 180]. Мелатонін, вочевидь, входить до системи природного захисту мозку від гіперактивності NO [33]. Ще одним з проявів ноотропної активності мелатоніна належить визнати його гальмуючу дію на процеси нейродегенерації, які супроводжують церебральну ішемію, та при яких, передумовою для ушкодження клітин слугують дефекти мітохондріального окислювального фосфорилювання, як реакція на оксидантний стрес [11, 221].

Одним з місць застосування дії мелатоніну в мозку є серединне піднесення гіпоталамусу, де продукуються ліберини та статини, які регулюють активність передньої долі гіпофізу. Однак, залишається незрозумілим, чи змінюється продукція цих речовин під дією самого мелатоніну, або він модулює активність моноамінергічних нейронів та, таким чином, приймає участь в регуляції продукції рилізінг-факторів [78].

Таким чином, можна дійти висновку, що епіфіз та АКТЦ гіпофізу приймають активну участь в процесах адаптації організму до гіпоксичного стресу різноманітної етіології. Однак, даних про вплив морфо-функціонального стану епіфізу та АКТЦ аденогіпофізу на ступінь ушкодження ГЕБ, у випадку перинатального гіпоксичного пошкодження ГМ, в доступній вітчизняній та закордонній літературі знайдено не було.

ВЛАСНІ ДОСЛІДЖЕННЯ 

РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Під час виконання даної роботи було використано архівний, секційний, та експериментальний матеріал, тобто, було вивчено інформацію протоколів розтинів, історій пологів та історій хвороб, морфологічний секційний матеріал від загиблих плодів та новонароджених, морфологічний секційний матеріал нащадків лабораторних тварин, що були виношеними в умовах як фізіологічного перебігу вагітності, так і в умовах внутрішньоутробної гіпоксії.

Першу частину даного дослідження було присвячено вивченню архівного матеріалу. Було вивчено дані з 834 випадків аутопсії перинатальної загибелі плодів та новонароджених, розтин яких було проведено у відділенні Харківської обласної клінічної лікарні за періоди від 1996 до 2006 років включно. Розподілення кількості та характеру спостережень під час аналізу архівного матеріалу представлено в таблиці 2.1.

Таблиця 2.1

Розподіл архівних спостережень за характером та кількістю

	Характер випадку
	ХВУГ+ГАІА
	ГАІА

	Недоношені
	363
	345

	-мертвонароджені
	333
	327

	-народжені живими
	30
	18

	Доношені
	64
	62

	-мертвонароджені
	41
	44

	-народжені живими
	23
	18

	Усього:
	427
	407


Під час аналізу архівного матеріалу було вивчено історії хвороб та історії пологів, а також протоколи розтинів. При цьому, з боку матерів було зафіксовано та статично оброблено наступні дані:

- вік;

- наявність попередніх вагітностей та пологів, а також їх кількість;

- характер пологів (природні, або шляхом проведення операції кесарів перетин, мимовільні або штучні, тривалість пологів, наявність факту гормонально-медикаментозного збудження пологової діяльності, кількість та характер акушерської допомоги та операцій, ступінь крововтрати протягом пологів, наявність факту ручного відділення плаценти).

Під час аналізу даних про плодів та новонароджених було вивчено та статично оброблено таку інформацію:

- доношеним чи недоношеним був досліджуваний плід або новонароджений;

- чи досліджуваний плід був мертвонародженим або народився живим;

- для тих, що народились живими: стан за шкалою Апгар [232, 233] на першій та п'ятій хвилинах життя;

- тривалість життя дитини, що була народжена живою;

- термін гестації на момент анте-, інтра- та постнатальної загибелі;

- розподіл за статями;

- кількість плодів та новонароджених, що народились від багатоплідної вагітності, а також характер багатоплідної вагітності (двійня, трійня і т.п);

- антропометричні показники плоду та новонародженого (маса тіла, довжина тіла, ростово-ваговий показник).

Крім цього, було проаналізовано етіологічну структуру перинатальних гіпоксичних станів, як у випадку гострої асфіксії, так і для хронічної внутрішньоутробної гіпоксії. При цьому, було проаналізовано та статично опрацьовано дані про плацентарні, материнські, плодові та соціальні фактори, що призводили до тих чи інших гіпоксичних або асфіксичних станів.

Наступну частину роботи присвячено вивченню аутопсійного матеріалу, в якому було окремо виділено випадки антенатальної загибелі плодів та постнатальної загибелі новонароджених протягом першого місяця онтогенезу. Всі плоди та новонароджені, досліджувані в рамках даного розділу роботи, загинули внаслідок летального гіпоксичного впливу.

Під час дослідження плодів, що загинули анте-, інтранатально, для вірогідного морфометричного дослідження, а також для отримання даних про закономірності ембріонального розвитку різноманітних компонентів ГЕБ, всі мертвонароджені досліджувані плоди, було поділено на підгрупи в залежності від терміну гестації (табл. 2.2).

Таблиця 2.2

Розподіл досліджуваних антенатально загиблих плодів за групами, в залежності від терміну гестації

	Термін гестації

(в тижнях)
	Кількість спостережень

	
	ГАІА
	ХВУГ+ГАІА

	16-20
	7
	8

	21-25
	9
	12

	26-30
	11
	11

	31-35
	7
	10

	≥ 36
	9
	8

	Усього:
	43
	49


Для оцінки та порівняння патоморфологічних змін різноманітних компонентів ГЕБ на вранішньому відновлювальному та на відновлювальному періодах гіпоксично-ішемічної енцефалопатії [87, 232, 233], було досліджено новонароджених, що народились живими, та загиблих, внаслідок шкідливої дії інтранатальної асфіксії протягом першого місяця постнатального онтогенезу.

Для виявлення динаміки, стадійності та закономірності розвитку патоморфологічних змін компонентів ГЕБ, в даній частині дослідження всі випадки спостережень також було поділено на підгрупи в залежності від тривалості життя. Розподіл досліджуваних випадків на підгрупи в залежності від тривалості постнатального онтогенезу представлено в таблиці 2.3. Подібний розподіл в залежності від тривалості життя, обумовлений стадійністю змін мозкового кровообігу після перенесеної ішемії, що було описано цілим рядом авторів [77, 216, 370]. Крім дослідженого матеріалу аутопсій плодів та новонароджених, робота включає в себе також дослідження експериментального матеріалу, яке дозволило вивчити випадки нелетального гіпоксичного впливу. Експериментальний матеріал представлений двома частинами.

Таблиця 2.3

Розподіл досліджуваних плодів та новонароджених за групами в залежності від терміну постнатального онтогенезу

	Тривалість життя
	ГАІА
	ХВУГ+ГАІА

	Т ≤1 год.
	5
	8

	1 <Т≥ 24 год.
	5
	8

	24 год. <Т≥4 діб
	8
	14

	4 <Т≥ 7 діб
	8
	12

	Т > 7 діб
	6
	11

	Всього:
	32
	53


Перша частина – це дослідження експериментального матеріалу під час моделювання нелетальної гострої постнатальної гіпоксії (ГПнГ) та моделюванні хронічної внутрішньоутробної гіпоксії в сполученні із гострою постнатальною гіпоксією (ХВУГ+ГПнГ). При цьому, нащадки самок щурів лінії Vistar, які були виношені в умовах фізіологічного перебігу вагітності, склали групу контролю (К). Таким чином, на даному етапі дослідження відзначаються 3 групи: 1 – нащадки самок щурів лінії Wistar, виношених в умовах фізіологічного перебігу вагітності з подальшим моделюванням «високогірної» гіпоксії (в подальшому ця група буде називатись (ГПнГ - гостра постнатальна гіпоксія); 2 – щурята, що народились від самок, які мали підвищений артеріальний тиск, а отже, виношені в умовах хронічної в/у гіпоксії та піддані після народження впливу постнатальної високогірної гіпоксії (в подальшому ця група буде називатись (ХВУГ+ГПнГ); 3 – група контроля.

Хронічну в/у гіпоксію змодельовано наступним чином. З контингенту щурів популяції «чорний капюшон» віварія Харківського національного медичного університету шляхом щоденного, впродовж 2 тижнів, вимірювання артеріального тиску на центральній хвостовій артерії, було відібрано 15 самок у віці 4-5 міс. зі стабільно підвищеним тиском. 5 тварин було виведено з експерименту, та під час патоморфологічного дослідження їх внутрішніх органів, в головному мозку, серці та нирках було відзначено зміни, характерні для артеріальної гіпертензії (гіаліноз дрібних артерій, гіперплазія м'язового шару артерій м'язового типу, еластофіброз артерій м'язово-еластичного типу, дрібноосередковий кардіосклероз, склероз та гіаліноз гломерул й т.п.).

Щурят з груп ГПнГ та ХВУГ+ГПнГ одразу після народження було піддано впливу «високогірної» гіпоксії впродовж 15 хвилин. Для цього щурят поміщали до спеціальної герметичної камери, з якої було викачане повітря, та створювались умови різкого зниження атмосферного тиску (він був еквівалентним до підйому на висоту 3500 метрів над рівнем моря).

Для вивчення морфологічних змін ГЕБ у різних фазах ГІЕ, щурята виводились з експерименту на різних термінах постнатального онтогенезу. Для оцінки морфофункціонального стану компонентів ГЕБ у гострий період, частину нащадків було виведено з експерименту одразу після моделювання в них 15-хвилинного перебування в умовах «високогірної» гіпоксії. Для вивчення морфофункціональних зсувів у структурних компонентах ГЕБ у вранішньому відновлювальному періоді ГІЕ забій тварин було проведено на 14-ту добу постнатального онтогенезу. Для отримання уявлення про морфо-функціональний стан ГЕБ у пізній період гіпоксично-ішемічної енцефалопатії, тварин було виведено з експерименту на 35-ту добу життя. Дані про кількісні характеристики досліджуваних груп на даному етапі експериментального дослідження представлено в таблиці 2.4.

Усього на даному етапі експериментального дослідження було досліджено 123 щурика.

Після морфологічного та морфометричного вивчення матеріалу, отриманого на даному етапі експериментального дослідження, а також детального аналізу отриманих даних, порівняння результатів експерименту із отриманими на матеріалі аутопсій результатами дослідження, ми дійшли висновку, що нами було змодельовано легку «можливу до перенесення» гіпоксію, тобто, використаний експериментальний матеріал дозволив розширити рамки інтенсивного вивчення гіпоксії, а саме: дію летальної гіпоксії було оцінено на секційних випадках, а нелетальної (можливої до перенесення) – постнатальної гіпоксії – на експериментальних випадках. Однак, з'явилась необхідність дослідити сублетальну постнатальну гіпоксію для більш глибокого вивчення її наслідків, зокрема, для епіфізу мозку (ЕМ) та гіпофізу (ГМ), тому що на секційному матеріалі це дослідження виявилось малоінформативним, внаслідок того, що під час інтенсивної терапії та медикаментозного лікування новонародженого із перинатальним гіпоксично-ішемічним ураженням ЦНС, тканина цих залоз пошкоджується додатково. Таким чином, другу частину експериментального дослідження було присвячено вивченню сублетальної та тяжкої гіпоксії.

Таблиця 2.4

Розподіл досліджуваних щурят за групами в залежності від терміну постнатального онтогенезу, під час моделювання легкої перинатальної гіпоксії, яку можна перенести

	Термін виведення з експерименту
	К
	ГПнГ
	ХВУГ+ ГПнГ

	1-ша доба життя
	3
	18
	16

	14-та доба життя
	5
	19
	16

	35-та доба життя
	4
	27
	15

	Усього:
	12
	64
	47


Для формування піддослідної групи тварин, виношених в умовах тяжкої хронічної внутрішньоутробної гіпоксії, із подальшою постнатальної високогірною гіпоксією, (група ХВУГТ+ГПнГ), самки вагітних щурів лінії Wistar, у другій частині вагітності, щоденно поміщались до герметичної камери, з якої було відкачано повітря та створювались умови різко зниженого атмосферного тиску (що було еквівалентним до підйому на 7500 м над рівнем моря) на 20 хв. Високогірну гіпоксію було модельовано за способом, аналогічним до того, який було використано в першій частині експериментального дослідження, щурята, одразу після народження, були піддані впливові гострої постнатальної «високогірної» гіпоксії. Даний спосіб моделювання перинатальної гіпоксії у тварин в експерименті було нами запатентовано, та було отримано патент України на корисну модель [173]. Всіх щурят даної групи було виведено з експерименту на 14-ту добу постнатального онтогенезу для вивчення особливостей компенсаторних та регенеративних реакцій. В якості групи порівняння було використано тварин крупи К з першої частини експериментального дослідження.

Дані про кількісні характеристики груп дослідження у другій частині експериментального дослідження представлено в таблиці 2.5.

Таблиця 2.5

Розподіл досліджуваних щурят за групами відповідно до терміну постнатального онтогенезу під час моделювання важкої сублетальної перинатальної гіпоксії

	Термін виведення з експерименту
	К
	ХВУГ+ГПнГ

	14-та доба
	5
	8


Таким чином, у другій частині експериментального дослідження, було вивчено 13 тварин.

Під час утримання експериментальних тварин, а також під час виведення їх з експерименту, було дотримано міжнародних норм GLP, а також правил Європейської конвенції захисту тварин (Страсбург, 18 березня, 1986 рік) [81].

Для верифікації патоморфологічних змін на ультраструктурному рівні у новонароджених, які перенесли перинатальну гіпоксію, було проведено електронно-мікроскопічне дослідження, як на матеріалі аутопсій, (тяжка, сублетальна гіпоксія), так і на експериментальному матеріалі (легка, з можливістю до перенесення гіпоксія).

В силу об'єктивних труднощів, які існують під час збирання матеріалу для електронної мікроскопії, даний вид дослідження було проведено для 3 випадків аутопсій новонароджених, виношених в умовах ХВУГ та загиблих від інтранатального гіпоксичного ушкодження центральної нервової системи на 4-ту – 7-му добу постнатального онтогенезу (група ХВУГ+ГАІА), тобто, у гострому періоді ГІЕ . Однак, кількість досліджених точок зору дозволяє вважати дану виборку статично вірогідною [202]. Крім того, було досліджено головний мозок 5 експериментальних тварин з легкою змішаною гіпоксією, з можливістю перенесення (група ХВУГ+ ГПнГ).

Під час розтину плодів та новонароджених було встановлено масу та довжину тіла. Було оцінено наявність та частоту лептоменінгальних, внутрішньомозкових та внутрішньошлуночкових крововиливів. Після вилучення головного мозку з черепної порожнини було проведено його зважування та, для подальшого морфологічного дослідження, бралися шматочки головного мозку справа та зліва з паравентрикулярної зони в області проекції центральної звивини. Вибір локалізації для відбору шматочків мозку для дослідження було обумовлено тим, що саме в перивентрикулярній області розташована так звана зона гліального паривентрикулярного матриксу (ЗГПВМ), де під час внутрішньоутробного розвитку проходить формування та диференціювання макроглії (астроцитів та олігодендроцитів), які є невід'ємною частиною ГЕБ. Крім шматочків головного мозку для морфологічного дослідження брались також гіпофіз та епіфіз для оцінки особливостей адаптаційних реакцій плоду та новонародженого до дії перинатальної гіпоксії.

Під час характеризування досліджуваних щурят було враховано їх стать, кількість особин в посліді, соматометричні показники (маса тіла, довжина тіла, довжина хвосту). Причому, соматометрію було проведено як одразу після народження, так і безпосередньо перед виведенням тварин з експерименту.

Під час розтину щурят було проведено зважування їх головного мозку та взяття для морфологічного дослідження головного мозку, епіфізу та гіпофізу.

Весь біологічний матеріал було зафіксовано у 10% розчині нейтрального формаліну. Потім матеріал було піддано стандартному проведенню через спирти, зі зростаючою концентрацією, рідину Нікіфорова (96% спирт та діетиловий ефір у співвідношенні 1:1), хлороформ, після чого його заливали парафіном. Із виготовлених таким чином блоків робились серійні зрізи завтовшки 4–5×10-6 м.
Шматочки головного мозку, епіфізи та гіпофізи у всіх випадках було піддано під рутинні методи фарбування: гематоксилін-еозином та пікрофуксином за ван Гізоном. Крім цього, використовувались наступні гістохімічні методи фарбування: за Фьольгеном-Росенбеком (на ДНК) та за Браше (на РНК). Гістологічні препарати головного мозку, окрім вказаних вище методів фарбування, також додатково фарбували за Ніслем та Гоморі, сумішшю галлоцианін-хромовими галунами за Ейнарсоном (на сумарні нуклеїнові кислоти), було імпрегновано хлорним золотом за Кахалем, було застосовано також PAS-реакцію. Також для фарбування гліальних елементів використовували власно розроблену методику [171]. Препарати епіфізу мозку також додатково було пофарбовано за Ейнарсоном для морфологічної верифікації апоптозу. Методику, що використовувалась для цього дослідження було запатентовано [174]. Для верифікації адренокортикотропоцитів (АКТЦ) було використано метод Малорі, тому що цитоплазма АКТЦ та вміст мікрокіст в зоні найбільшої концентрації пулу цих клітин (задня частина аденогіпофізу, що розташована близько до проміжної долі) [5, 18, 151] при цьому методі фарбування набуває жовтого кольору, що дозволяє оцінити активність продукції адренокортикотропного гормону.

Гістологічні та гістохімічні методики було виконано за прописами, викладеними в керівництвах з гістологічної техніки та гістохімії [35, 64, 137, 147, 148, 149, 177, 189].

При комплексному морфологічному дослідженні шматочків головного мозку, які взято з ЗГПВМ, проводились наступні цитофотометричні та морфометричні дослідження [1, 2, 3, 214].

Для вивчення закономірностей ембріонального розвитку макроглії та оцінки ступеню диференціювання гліального апарату проводились: морфометрія субепіндімарного шару з оцінкою його середньої товщини, щільності розташування клітинних елементів у ньому на обмеженому полі зору, що складає 360×10-12  м2, зміни середнього діаметру ядра спонгіобластів та гліоцитів, що складають даний шар; дисперсійний розподіл відносної кількості гліальних компонентів з різним ядерним діаметром (від 4,0 до 8,0 та більш ×10-6 м) на різних термінах гестації та на етапах вранішнього постанатального онтогенезу.

Для оцінки ступеню розвитку мікросудинного русла, а також для оцінки ступеню виразності вазогенного набряку було проведено визначення: відносної площі судин мікроциркуляторного русла (МЦР) та періваскулярного екстравазату (ПЕВ), а також співвідношення цих двох показників.

Для додаткової оцінки ступеню пошкодження базальних мембран капілярів на препаратах, забарвлених за допомогою методу PAS-реакції, було проведено вимір середньої товщини базальних мембран.

Для оцінки рівня морфофункціональної активності та ступеню ушкодження ендотеліоцитів капілярів мозку було проведено цитофотометричне дослідження з визначенням оптичної щільності ядер ендотеліальних клітин на препаратах, забарвлених за методом Фьольгена-Росенбека, та їх цитоплазми, на препаратах, забарвлених методом Браше.

Під час дослідження епіфізу, перед усім під час проведення оглядової мікроскопії, було оцінено ступінь зрілості залозистої паренхіми, було визначено питому вагу вмісту різних типів пінеалоцитів у загальній клітинній масі пінеальних клітин. Для кожного типу пінеалоцитів було визначено середній діаметр ядра. Крім того, було проведено плоїдометричне дослідження пінеалоцитів із визначенням вмісту хроматину в їх ядрах. При цьму виділяли клітині із нормальним диплоїдним набором хромосом (2 с); клітини, що мають менший, ніж нормальний диплоїдний набір хромосом в ядрах (< 2с); поліплоїдні клітини (> 2с).

В гіпофізі було вивчено тільки пул АКТЦ. Було оцінено тільки ступінь їх присутності, проведено морфометрію АКТЦ з визначенням середнього діаметру ядра, клітини та цитоплазматичного співвідношення. Для оцінки рівня морфо-функціональної активності досліджуваних аденотропоцитів проводилась цитофотометрію з визначенням оптичної щільності їх ядер та цитоплазми.

Матеріал для ультрамікроскопічного дослідження було оброблено згідно зі стандартними електронно-мікроскопічними методиками [307]. Шматочки головного мозку спочатку тримали в глюторальдегідному фіксаторі за Карновським, потім фіксували в 1% розчині тетраоксиду осмію за Палладою. Після зневоднення в етанолі із зростаючою концентрацією матеріал заливали сумішшю епоксидних смол (епон-аралдіт) та полемізували 36 годин при температурі 56 °С.

Ультратонкі зрізи, що було виготовлено на ультрамікротомі УМТП-4 Сумського ПО «Електрон» (Україна), контрастували в насиченому розчині ураніл ацетату та у цитраті свинцю за Рейнальдсом, та аналізували на електронному мікроскопі ЕМ-125 (Сумське ПО «Електрон», Україна). Було використано збільшення: ×8000, ×10000, ×15600, ×16800.

Окрім гістологічних, гістохімічних, морфометричних, електронно-мікроскопічних методів дослідження на експериментальному матеріалі було проведено також імуногістохімічне дослідження з двома способами візуалізації: з пероксидазою хріну та із люмінісценцією.

Імунофлюорисцентне дослідження проводили на парафінових зрізах, завтовшки 5-6×10-6  м, за допомогою непрямого методу Кунса за методикою Brosman [259]. Різні типи колагенів (I, III и IV) було диференційовано за допомогою моноклональних антитіл (МКАТ) до колагенів фірми Serotec, UK. Апоптоз визначали за допомогою МКАТ к CD95 [347, 348], а ендотелін-1-продукуючі клітини було виявлено за допомогою МКАТ до эндотелину-1 (Novocastra Laboratories Ltd. UK). В якості люмінісцентної мітки було використано F(ab)-2 - фрагменти антитіл кроликів проти імуноглобулінів миші, відзначених ФІТЦ. Препарати було вивчено на люмінісцентному мікроскопі Axioscop-10 (Zeiss, Німеччина) з використанням фотокамери Pixera. Інтенсивність люмінісцентного світіння визначали в умовних одиницях в зеленій частині спектру при використанні програми Adobe Fotoshop-7, за використанням методики, на яку, за матеріалами даної дисертації, було отримано патент України на корисну модель [172].

Для постановки імуногістохімічних реакцій із пероксидазою хріну, зрізи, завтовшки 3-5×10-6 м, наносили на адгезивне предметне скло Super Frost Plus та депарафінізували згідно із прийнятими протоколами. У зв'язку з тим, що під час фіксації у формаліні відбувається порушення структури антигенних детермінант, що призводить до зниження їх імуногенності, необхідним етапом імуногістохімічного дослідження було проведення теплової індукції епітопного (антигенного) повернення (HІER – heat іnductіon of epіtope retrіeval), в результаті якого було відновлено антигенні властивості тканини. Ми використовували нагрівання в цитратному буфері з рН=6,0 в автоклаві (8 хвилин при температурі +1210С).

Було досліджено експресію таких імуногістохімічних показників: гліальний фібрілярний кислий протеїн (GFAP) – як маркер астроглії; фактор росту ендотелію (VEGF); рівень проліферації (Ki-67) та ступінь апоптозу (caspase-3) різноманітних клітинних популяцій; було поставлено імуногістохімічну реакцію на 8 фактор системи згортання крові (фактор Вілебрандта), оскільки цій білок синтезується тільки в ендотеліоцитах та добре визначає контур капілярів.

Під час дослідження, для оцінки значення імуногістохімічних маркерів, в якості первинних антитіл було використано спектр антитіл, що включав маркери до GFAP (клон GA-5, LabVision), VEGF (клон VG1), Ki-67 (Ab-4, LabVision), caspase-3 (клон CPP32, LabVision), фактор Віллебрандта (Cell Marque, USA).

Для кожного маркеру було виконано контрольне дослідження з метою виключення помилково позитивних та помилково негативних результатів. Інкубацію зрізів з первинними антитілами проводили у вологих камерах при температурі 23-25 0С протягом 30 хвилин. Титр антитіл було підібрано індивідуально для кожного маркеру з використанням в якості розчинника розчину antіbody dіluent (LabVision). Наступний етап дослідження проводили при використанні системи візуалізації останнього покоління UltraVision LP (LabVision). Вторинні антитіла наносили на зрізи та інкубували в вологих камерах протягом 30 хв. з промиванням у транс-буферному розчині між кожним етапом протягом 10 хвилин. Ідентифікація реакції проводилась при нанесенні хромогену діамінамінобензідину (DAB) під контролем мікроскопу протягом часу від 20 с. до 3 хв., із проявом у вигляді темно-коричневого фарбування.

Для диференціювання структур тканин зрізи додатково було пофарбовано за допомогою гематоксиліну Майеру протягом 1-3 хвилин. Подальша дегідратація та заключення до бальзаму здійснювалось згідно зі стандартами [96, 187]. 

Кількісні та якісні показники експресії маркерів вивчали як мінімум на 8-10 випадково вибраних полях зору мікроскопу гістологічних зрізів при збільшенні ×400 та ×1000.

Оцінка експресії кожного маркеру проводилась з визначенням абсолютної кількості клітин, які експресують даний маркер, цитофотометричною оцінкою оптичної щільності їх ядра або цитоплазми (в залежності від локалізації антигену, який підлягав вивченню) виміром загальної та відносної довжини стінки капіляру (у препаратах із постановкою реакції на 8 фактор згортання крові).

Гістологічні та морфометричні дослідження проводились на мікроскопі Axiostar-plus (Zeiss) при використанні програмного забезпечення «ВідеоТест» (С.-Птб, РФ). 

Весь цифровий масив отриманих в результаті проведеного морфометричного, цитофотометричного, плоїдометричного та імуногістохімічного досліджень, було опрацьовано за допомогою методів математичної статистики при використанні варіаційного, альтернативного, дисперсійного та кореляційного аналізів [32, 51, 95, 184, 202]. Під час визначення ступеню вірогідності було допущено точність р<0,05, що, як відомо, відповідає Р>95,0%. Оцінку взаємозв'язків окремих тканинних та клітинних параметрів у різноманітних гістологічних структурах проводили за допомогою методу кореляційного аналізу. Якщо коефіцієнт кореляції лежав у межах 1,0 – 0,75; 0,74 – 0,50; 0,49 – 0,25; 0,24 та менше, то взаємозв'язок між параметрами, що вивчались, називався сильним, помірним, помітним, та слабким відповідно [135].

По матеріалам даної глави опубліковано наступні печатні роботи, у яких відображено методи дослідження, що проведені.

1. Патент на корисну модель України 37456, МПК А61В 10/02. Спосіб морфологічної верифікації апоптозу / Яковцова А.Ф., Губіна-Вакулик Г.І., Кихтенко О.В., Гаргін В.В., Мирошниченко М.С. №u200808708; заявл. 01.07.2008; опубл. 25.11.2008, Бюл. № 22 [174].
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РОЗДІЛ 3

КЛІНІЧНІ ДАНІ ПРО ПЛОДІВ ТА НОВОНАРОДЖЕНИХ, ЩО ЗАГИНУЛИ ВНАСЛІДОК ГІПОКСІЇ ПІД ЧАС АНТЕ-, ІНТРА- ТА ПОСТНАТАЛЬНОГО ПЕРІОДУ ОНТОГЕНЕЗУ

(ДОСЛІДЖЕННЯ АРХІВНОГО МАТЕРІАЛУ)

Для отримання повніших та статистично більш вірогідних даних про плодів та новонароджених із досліджуваних нами груп, а також про матерів із патологією, яка вивчається, ми, окрім секційних випадків, проаналізували архівний матеріал перинатальних розтинів прозектури Харківської обласної клінічної лікарні за період від 1996 до 2006 рр. включно. Було вивчено 834 випадки загибелі плодів та новонароджених після перенесеної перинатальної гіпоксії. Усі випадки, що були дослідженіі, поділено на дві групи: І група (гостра гіпоксія) – плоди та новонароджені, що загинули внаслідок гострої гіпоксії під час анте-, інтра- або постнатального періоду онтогенезу; ІІ група (змішана гіпоксія) – плоди та новонароджені, що були виношеними в умовах хронічної внутрішньоутробної гіпоксії та загинули внаслідок гострої гіпоксії під час анте-, інтра- або постнатального періоду життя.

Було вивчено історії вагітностей та пологів, протоколи розтинів. Були проаналізовані клінічні дані матері: вік, анамнез життя, наявність генітальної та екстрагенітальної патології, кількість попередніх вагітностей та пологів, ускладнення справжньої вагітності та пологів, враховувався характер проведених операцій. Було вивчено та проаналізовано характер патології плаценти, антропометричні показники плодів, що загинули та причини їх смерті, згідно із міжнародною класифікацією хвороб та травм Х перегляду [50].

3.1. Клінічні дані про плодів та новонароджених, що загинули внаслідок гострої анте-, інтранатальної гіпоксії та були виношені в умовах фізіологічного перебігу вагітності

Дана група складається із 407 випадків аутопсії плодів, причиною смерті яких була гостра анте-, інтранатальна гіпоксія та виношені вони були в умовах фізіологічного перебігу вагітності.

Вік матерів коливається від 13 до 43 років та склає у середньому 24,7±1,3 років. При цьому 130 з них (31,9% від загальної кількості спостережень) до моменту пологів або переривання вагітності мали вік 20 років та менше; 136 (33,4%) були у віці – 21-25 років; 53 жінки (13,0%) – 26-30 років; 53 (13,0%) – 31-35 років; 25 (6,1%) – 36-40 років та 10 досліджуваних жінок (2,5%) були старшими за 40 років. 211 досліджуваних матерів плодів, що загинули внаслідок гострої перинатальної гіпоксії, перебували та виношували вагітність в умовах сільської місцевості, що складає 51,8% від загальної кількості спостережень, 196 жінок (48,2%) – в умовах міста.

У 224 з усіх випадків, що розглядались, (55,0%) вагітність була першою, у 69 випадках (17,0%) – другою, у 36 випадках (8,9%) – третьою, у 12 випадках (3,0%) – четвертою, у 24 випадках (5,9%) – п'ятою, у 24 випадках (5,9%) – шостою, у 12 випадках (3,0%) – сьомою та в інших 6 спостереженнях (1,5%) – восьмою. В середньому чисельний показник вагітностей в даній групі склав 2,14±0,32.

Більшість жінок – 293 випадки, (72,0%) народжували вперше, 54 (13,3%) – другий раз, 18 жінок (4,4%) – втретє, 6 (1,5%) – народжували вчетверте, 12 (3,0%) – вп'яте, у 12 жінок (3,0%) – пологи були шостими, у 6 жінок (1,5%) – сьомими та у 6 (1,5%) – восьмими. Попередні вагітності закінчувались або пологами, або медичним чи мимовільним абортом на вранішніх термінах вагітності. Середня кількість пологів у даній групі склала – 1,5±0,2.

У 37 випадках спостережень (9,4%) пологи здійснювались шляхом проведення операції кесарів перетин, в інших 370 спостереженнях (90,6%) – через природні пологові шляхи. Пологи у 222 випадках (54,6%) були мимовільними, у 185 (45,4%) – штучними. Пологи переважно у 86,5% спостережень (352 випадки) були передчасними, у 13,5% (55 випадках) –у відповідному терміні. Тривалість пологів коливалась від 8 годин 10 хвилин до 22 годин 40 хвилин та в середньому склала 12 годин 00 хвилин ± 0 годин 40 хвилин. У 130-ти породіль (31,9%) була відмічена слабкість пологової діяльності, в зв'язку з чим їм було проведено гормонально-медикаментозне збудження пологової діяльності. У 37 спостереженнях (9,1%) було вказано акушерський посібник за Цов'яновим. Сорок одній жінці (10,1%) було зроблено епізіотомію. У 19 спостереженнях (4,7%) крововтрата в пологах перевищувала фізіологічну норму (більше 400,0×10-3 л). У 53 випадках (13,0%) було проведено ручне відділення плаценти. 

Із 407 випадків, що вивчено, 345 випадків спостережень (84,8%) склали недоношені плоди та новонароджені (із терміном гестації менш, ніж 36 тижнів), 62 (15,2%) – доношені. При цьому, більшість недоношених були мертвонародженими – 327 випадків (94,8% від усіх недоношених, що вивчались в даній групі). Серед доношених 44 (71,0% від усіх доношених) народились мертвими, 18 – живими (29,0%, відповідно). Загибель досліджуваних недоношених у 201 випадку (58,3% від усіх недоношених) відбулась антенатально (до пологів) і саме ці плоди були досліджені; у 126 випадках (36,5% від всієї кількості недоношених) загибель відбулась інтранатально (під час пологів) та у даних випадках досліджувались мертвонароджені новонароджені; у 18 спостереженнях (5,2% від всієї кількості недоношених) спостерігалась постнатальна загибель та, відповідно, було досліджено недоношених новонароджених. З 62 доношених 8 (12,5% від усієї кількості всіх досліджених доношених в даній групі) загинули антенатально, 36 (58,1% від всієї кількості доношених) – загинули інтранатально та 18 (29,0% від всієї кількості доношених) – постнатально.

У народжених живими на 1 хвилині життя, за оцінкою згідно із шкалою Апгар, середній бал склав 2,7±0,09, на 5 – 3,9±0,12 бали, що відповідає церебральній ішемії III (тяжкого) ступеню [232, 233]. Тривалість життя у таких новонароджених та плодів коливалась від 30 хвилин до 21-ї доби та в склала в середньому 94 години 11 хвилин.

Середній термін гестації плодів, що загинули внаслідок гострої гіпоксії, складає 27,34±1,1. При цьому, пік антенатальної летальності при даній патології приходиться на вік 21-25 тижнів гестації (рис. 3.1). Значна кількість плодів гине також внаслідок гострої гіпоксії на теріміні гестації 26-30 тижнів.
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Рис. 3.1. Питома вага плодів, що загинули внаслідок гострої анте-, інтранатальної гіпоксії на різних термінах гестації.

Розподіл плодів за статтю був наступним: у 54,3% випадків народжувались хлопчики, у 45,7% – дівчатка (221 та 186 відповідно).

Серед плодів, що загинули внаслідок гострої гіпоксії, 6,4% (26 випадків) – від багатоплідної вагітності. Причому, 11 з них народжувались першими з двійні, 15 – другими (42,3% та 57,7% всіх плодів від багатоплідної вагітності відповідно).

Середнє значення маси плодів, що загинули внаслідок гострої анте-, інтранатальної гіпоксії – 1391,61±178,0×10-3 кг; середня довжина їх тіла – 36,12±1,65×10-2 м. Маса та довжина тіла плодів під час народження на різних термінах гестації, а також зростові - вагові показники представлено в табл. 3.1.

Під час аналізу етіологічної структури гострих анте-, інтранатальних гіпоксичних станів плодів, встановлено, що у нозологічному спектрі превалюють патологічні стани плаценти (табл. 3.2) – 60,7% від загальної кількості спостережень (247 випадків), а серед них провідне місце займає така патологія, як передчасне відшарування нормально розташованої плаценти – 47,4% (193 випадки). Значну питому вагу мають також гострі порушення пуповинного кровообігу (здавлення петель пуповини, тромбоз судин пуповини та інше) – 11,8% (48 спостережень).

Таблиця 3.1

Антропометричні параметри плодів, що загинули внаслідок анте-, інтранатальної гіпоксії

	Термін гестації

(у тиж.)
	Інтервал коливання маси тіла під час народження (×10-3 кг)
	Середня вага тіла

(×10-3кг)
	Інтервал коливання довжини тіла під час народження

(×10-2 м)
	Середня довжина тіла (×10-2 м)
	Інтервал коливан-ня зростово - вагового показника (кг/м2)
	Середній зростово-ваговий показник

(кг/м2)

	до 20
	520,0 – 800,0
	680,0

±4,33
	23,0 – 29,0
	28,21

±0,66
	7,37 – 9,33
	8,55

±0,33

	21 – 25
	550,0 – 940,0
	686,15

±1,42*
	25,0 – 34,0
	31,0

±0,13*
	7,54 – 8,92
	7,14

±0,27

	26 – 30
	600,0 – 1340,0
	915,83

±2,21*
	27,0 – 40,0
	31,93

±0,48
	7,17 – 10,44
	8,94

±0,37

	31 – 35
	1200,0 – 2350,0
	1885,0

±73,37*
	37,0 – 49,0
	43,0

±0,93*
	8,82 – 14,61
	10,19

±0,42

	36 і більше
	1100,0 – 4020,0
	2890,5

±121,89*
	42,0 – 56,0
	49,95

±0,69*
	12,13 – 13,51
	11,56

±0,44


* – Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах гестації є вірогідною. 

Наступними за частотою є материнські фактори, їх питома вага у загальній етіологічній структурі гострих гіпоксичних станів плоду та новонародженого складає 15,5% (63 випадки). Найчастішим патологічним станом з боку материнського організму, що обумовлює гостру гіпоксію, є фізіологічна незрілість матері (8,4%, 34 випадки спостереження).

Досить частою причиною антенатальної асфіксії плодів є штучне переривання вагітності за соціальними показниками (11,3% або 46 спостережень).

Таблиця 3.2

Етіологічні фактори гострої анте- та інтранатальної асфіксії

	Патологія 
	Питома вага (%)
	Абс.

	Патологія плаценти:
	60,7
	247

	Передчасне відшарування нормально розташованої плаценти
	47,4
	193

	Гостре порушення пуповинного кровообігу (здавлення петель пуповини, тромбоз судин та інше)
	11,8
	48

	Гостра недостатність плаценти (масивні інфаркти)
	1,5
	6

	Патологія матері (штучне переривання вагітності за медичними показниками):
	15,5
	63

	Фізіологічна незрілість (юні породіллі, що народжують вперше)
	8,4
	34

	Контакт із хворим на краснуху
	3,4
	14

	Психічні захворювання
	1,5
	6

	Бронхіальна астма
	1,5
	6

	Несумісні з вагітністю травми та інші патологічні стани
	0,7
	3

	Переривання вагітності за соціальними показниками
	11,3
	46

	Патологія плоду:
	9,8
	40

	Вроджені вади та генетичні аномалії
	9,8
	40

	Штучне переривання вагітності за медичними показниками
	7,4
	30

	Інтранатальна смерть внаслідок розвитку вад, несумісних з життям
	2,5
	10

	Асфіксії неясного генезу
	2,7
	11

	Всього:
	100
	407


На останньому місці серед причин, що призводять до гострої анте-, інтранатальної гіпоксії, знаходяться плодові фактори. Їх питома вага складає всього 9,8% від загальної кількості спостережень (40 випадків). Причому, у всіх випадках причиною загибелі плоду є вроджені вади розвитку та генетичні аномалії, що призводять до загибелі плоду або у антенатальний період внаслідок штучного переривання вагітності за медичними показниками (7,4% або 30 спостережень), або ж в інтранатальному періоді внаслідок несумісності наявних вад розвитку із життям (2,5% або 10 випадків).

3.2. Клінічні дані про плодів та новонароджених, що загинули внаслідок гострої анте-, інтранатальної асфіксії та були виношені в умовах хронічної внутрішньоутробної гіпоксії

До даної групи увійшли 427 випадків аутопсії плодів, що перенесли змішану гіпоксію. А саме, ці плоди були виношені в умовах хронічної внутрішньоутробної гіпоксії та причиною їх загибелі була гостра анте-, та інтранатальна асфіксія. Необхідно зауважити, що до даної групи увійшли плоди та новонароджені, що перебували під впливом тяжкої, неможливої до перенесення, летальної гіпоксії.

Вік породіль у даній групі коливався від 15 до 43 років, та склав в середньому 25,9±1,2 років. Розподіл породіль за віковими категоріями представлено в таблиці 3.3. Як видно, пік антенатальної загибелі плодів зі змішаною гіпоксією приходиться на матерів у віковому інтервалі 21-25 років.

Більша частина матерів плодів, що перенесли змішану гіпоксію, проживали та виношували вагітність в умовах міста – 56,7% (242 випадки), 43,3% (185 випадків) – в умовах сільської місцевості.

Кількість попередніх вагітностей коливалась від 0 до 10. При цьому, у половині випадків, справжня вагітність була першою (217 випадків або 50,8% від загальної кількості спостережень), у 60 з досліджуваних випадків (14,1%) – другою, у 45 випадках (10,5%) – третьою, у 40 випадках (9,4 ) – четвертою, у 15 випадках (3,5%) – п'ятою, у 10 випадках (2,3%) – шостою, в  випадках (4,7%) – сьомою, у 10 випадках (2,3%) – восьмою, у 5 спостереженнях (1,2%) – дев'ятою, у позосталих 5 спостереженнях (1,2%) – десятою. У середньому кількість вагітностей однієї жінки в даній групі склала 2,6±0,4.

Таблиця 3.3

Розподіл матерів плодів та новонароджених, що перенесли змішану гіпоксію, за віковими категоріями

	Віковий інтервал
	Питома вага (%)
	Абс.

	20 та менше
	24,6
	105

	21 – 25
	29,5
	126

	26 – 30
	19,0
	81

	31 – 35
	16,6
	71

	36 – 40
	5,6
	24

	41 та більше
	4,7
	20

	Всього:
	100
	427


Більшість жінок (65,8%, 283 випадки) народжували вперше, 107 (25,1%) – другий раз, 27 жінок (6,3%) – втретє, 5 (1,2%) – вчетверте та 5 (1, %) – в п'яте. Попередні вагітності закінчувались пологами штучними за медичними показниками або мимовільним, абортом на вранішньому терміні вагітності. Середня кількість пологів в даній групі склала – 1,5±0,1.

У 144 випадках (33,7%) пологи відбувались шляхом проведення операції кесарів перетин, у позосталих 283 спостереженнях (66,3%) – через природні пологові шляхи. Пологи у 237 випадках (55,5%) були штучними, у 190 випадках (44,5%) – мимовільними. Пологи, переважно, – у 85,7% спостережень (366 випадків) були передчасним, у 14,3% (61 випадок) – вчасними. Тривалість пологів коливалась від 6 годин 30 хвилин до 24 годин 20 хвилин, та склала в середньому 13 годин 10 хвилин ± 0 годин 25 хвилин. Досить часто, у 173 породіль (40,5%) була відмічена слабкість пологової діяльності, в зв'язку із чим їм було проведено гормонально-медикаментозне збудження пологової діяльності. У 43 спостереженнях (10,1%) була надана акушерська допомога за методом Цов'янова. П'ятдесяти двом жінкам (12,2%) було зроблено епізіотомію. У 27 спостереженнях (6,3%) крововтрата під час пологів перевищувала фізіологічну норму (більш, ніж 400,0х10-3л). у 77 випадках (18,03%) було проведено ручне відділення плаценти.

З 427 вивчених випадків, 363 (85,0%) склали недоношені, 64 (15,0%) – доношені. При цьому, серед недоношених більшість були мертвонародженими – 333 випадки (91,7% з усіх вивчених у даній групі недоношених). Серед доношених 41 (64,1% від усіх доношених) народились мертвими, 23 – живими (35,9% відповідно). Загибель досліджуваних недоношених у більшості випадків (264 спостереження, що складає 72,7% від усіх недоношених у даній групі дослідження) відбулась антенатально, та у всіх випадках було досліджено плоди; 69 недоношених (19,0% від усіх недоношених) загинули під час пологів, тобто інтранатально, та в даних спостереженнях було досліджено мертвонароджених; у 30 випадках (8,3% від усіх недоношених) загибель мала місце вже у постнатальному періоді та у всіх спостереженнях вивчались недоношені новонароджені. З 64 доношених, у 22 випадках (34,4% від усіх доношених у групі) було зареєстровано антенатальну загибель, у 18 випадках (28,1% від загальної кількості доношених) – інтранатальна загибель, та у 23 спостереженнях (35,9% - від загальної кількості доношених) – постнатальна загибель.

У тих, що народились живими, на першій хвилині життя за шкалою Апгар середній бал склав 2,3±0,07, на 5 – 3,7±0,15 бали. Ці показники характерні для церебральної ішемії ІІІ (тяжкого) ступеню [232, 233]. Тривалість життя у таких новонароджених та плодів коливалась від 15 хвилин до 17 діб, та склала в середньому 79 годин 33 хвилини.

Термін гестації плодів, досліджуваних в даній групі, коливався від 18 до 42 тижнів, та склав в середньому 29,0±1,1 тижнів. Пік загибелі плодів у випадку змішаної гіпоксії припадає на вік 21-25 тижнів гестації (рис. 3.2)

У групі зі змішаною гіпоксією плоди чоловічої статі склали 51,3 % (219 випадків), жіночої – 48,7 % (208 спостережень).

Серед плодів, що перенесли змішану гіпоксію, 15,9 % (68 випадків) – є від багатоплідної вагітності. Причому, 56 (82,4 % всіх дітей зі змішаною гіпоксією, що народились від багатоплідної вагітності) з них були з двійні: 24 (35,3 %) народжувались першими з двійні, 32 – другими (47,1 %); 12 (17,7 %) – були з трійні: 5 (7,4 %) – народжувались першими, 4 (5,9 %) – другими, 3 (4,4 %) – третіми.

Середня вага плодів, що загинули внаслідок змішаної анте-, інтранатальної гіпоксії – 1203,4±163,7×10-3 кг; середня довжина їх тіла – 33,9±1,6×10-2 м. Антропометричні показники плодів, що увійшли до даної групи представлено у таблиці 3.4.
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Рис. 3.2. Розподіл плодів та мертвонароджених новонароджених, що загинули внаслідок гострої анте-, інтранатальної гіпоксії та виношених в умовах ХВУГ, за термінами гестації.

Аналіз етіологічної структури хронічної внутрішньоутробної гіпоксії плоду показав, що найчастіше до даної патології призводять плацентарні фактори. Їх питома вага складає 60,2% (257 спостережень) (табл. 3.5). Серед плацентарних факторів провідне місце займає плаценти – 33,7% (144 випадки). Досить часто до хронічної внутрішньоутробної гіпоксії плоду призводять також такі патологічні стани плаценти, як фето-плацентарна недостатність – 15,0% (64 випадки) та порушення ембріогенезу та диференціювання плаценти, морфологічним еквівалентом яких є патологічна незрілість – 1,5% (49 спостережень) [100].

Серед материнських факторів, що обумовлюють хронічну внутрішньоутробну гіпоксію плоду, провідне місце за частотою виникнення займає прееклампсія та еклампсія, а також поєднаний гестоз. Питома вага даної патології 19,0% (81 випадок). Друге місце займає материнська анемія – 8,2% (35 випадків). Досить часто внутрішньоутробна плодова гіпоксія обумовлена гіпертонічною хворобою матері, а також інфікуванням сифілісом на пізньому терміні гестації. Ці патологічні стани за Харківським регіоном зустрічаються однаково часто, їх питома вага складає 3,5% (15 випадків). Наступним за частотою спостережень є ізоімунна несумісність між організмами матері та плоду – 2,8% (12 випадків). На останньому місці знаходяться материнський цукровий діабет та хронічний алкоголізм. На долю цих нозологій припадає по 1,4% (по 6 випадків).

Таблиця 3.4

Антропометричні параметри плодів та новонароджених, що перенесли змішану гіпоксію

	Термін гестації

(у тижнях)


	Інтервал коливання маси тіла під час народ-ження (×10-3кг)
	Середня вага тіла

(×10-3кг)
	Інтервал коливання довжини тіла під час народження (×10-2м)
	Середня довжина тіла (×10-2м)
	Інтервал коливання зростово- вагового показника (кг/м2)
	Середній зросто-во-ваго-вий по-казник

(кг/м2)

	до 20
	300,0 –

600,0
	632,0

±2,76
	18,0 – 28,0
	26,18

±0,56
	7,77 –

9,84
	9,35

±0,34

	21 – 25
	480,0 –

910,0
	667,67

±0,77*
	20,0 – 32,0
	26,73

±0,74
	7,04 – 10,22
	9,34

±0,31

	26 – 30
	620,0 – 1200,0
	893,93

±2,40*
	25,0 – 38,0
	27,4

±0,25
	7,73 – 12,11
	11,90

±0,42

	31 – 35
	1090,0 – 3300,0
	1785,56±61,47*
	37,0 – 52,0
	42,67

±0,66*
	8,48 – 11,26
	9,81

±0,51

	36 і більше
	1300,0 – 3800,0
	2738,06±113,84*
	40,0 – 54,0
	47,74

±0,97*
	11,17 – 13,05
	12,0

±0,37


* – Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах гестації є вірогідною. 

Резюме

Під час аналізу архівного, секційного та клінічного матеріалу встановлено, що матері плодів та новонароджених, виношених в умовах фізіологічного перебігу вагітності та тих, що загинули внаслідок гострої анте-, -інтранатальної асфіксії, мали вік в середньому коло 25 років. Вагітність також в середньому була другою-третьою, пологи – перші-другі. Пологі у більшості випадків відбувались через природні пологові шляхи та їх тривалість складала 12 годин. У невеликої кількості породіль відмічені ускладнення: слабкість пологової діяльності та перевищення фізіологічної крововтрати під час пологів. Також небагатьом було надано акушерську допомогу у вигляді допоміжних заходів і операцій (допомога за методом Цов'янова, епізіотомія).

Таблиця 3.5

Етіологічні фактори хронічної внутрішньоутробної гіпоксії плоду

	Патологія 
	Питома вага (%)
	Акс.

	Патологія плаценти:
	60,2
	257

	Неспецифічний плацентит
	33,7
	144

	Фето-плацентарна недостатність
	15,0
	64

	Патологічна незрілість плаценти
	11,5
	49

	Патологія матері:
	39,8
	170

	Еклампсія та прееклампсія
	19,0
	81

	Анемія
	8,2
	35

	Гіпертонічна хвороба
	3,5
	15

	Сифіліс
	3,5
	15

	Ізоімунна несумісність
	2,8
	12

	Цукровий діабет
	1,4
	6

	Хронічний алкоголізм
	1,4
	6

	Всього:
	100
	427


Провідне місце в етіологічній структурі патологічних станів, що обумовлюють виникнення гострої асфіксії, займає патологія плаценти, на другому місці стоять материнські фактори, на третьому – соціальні, на четвертому – різноманітні патологічні стани плоду.

Середній вік матерів, чиї нащадки були виношеними в умовах ХВУГ та тих, що перенесли тяжку летальну гіпоксію, в середньому склав коло 26 років та більшість з них мешкає в умовах міста. У великої кількості жінок в анамнезі мають місце відомості про попередні вагітності, переривання яких проводилось штучним шляхом. У більшості випадків пологи були штучними та передчасними, часто шляхом проведення операції кесарів перетин. У значної кількості жінок було відмічено слабкість пологової діяльності.

Центральне місце серед етіологічних факторів, що обумовлюють виникнення хронічної внутрішньоутробної гіпоксії, займають різноманітні патологічні стани плаценти. На другому місці стоять різноманітні генітальні та екстрагенітальні патологічні стани материнського організму.

Досліджувані плоди та новонароджені переважно народжувались мертвими та недоношеними. Живі народжувались в стані тяжкої церебральної ішемії (ІІІ ступінь). Термін гестацїї на момент народження склав в середньому 27-29 тижнів.

Дослідження антропометричних показників дозволило виявити в групі ХВУГ+ГАІА значну кількість спостережень із такими патологічними станами, як гіпотрофія або синдром затримки внутрішньоутробного розвитку [53, 54, 101, 170, 175].

За матеріалами даного розділу було опубліковано наступні друковані праці, в яких було відображено методи, результати, обговорення та висновки проведених досліджень.
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РОЗДІЛ 4

КОМПОНЕНТИ ГЕМАТО-ЕНЦЕФАЛІЧНОГО БАР'ЄРУ, ЕПІФІЗ МОЗКУ ТА АДРЕНОКОРТИКОТРОПОЦИТИ ГІПОФІЗУ ПЛОДІВ, ЩО ВИНОШЕНІ В УМОВАХ ФІЗІОЛОГІЧНОГО ПЕРЕБІГУ ВАГІТНОСТІ ТА ЗАГИНУЛИ ВНАСЛІДОК АНТЕ-, ІНТРАНАТАЛЬНОЇ АСФІКСІЇ

(ДОСЛІДЖЕННЯ СЕКЦІЙНОГО МАТЕРІАЛУ)

4.1. Патологічна анатомія гемато-енцефалічного бар'єру

У даному розділі було представлено результати дослідження 43 випадків загибелі плодів, виношених в умовах фізіологічного перебігу вагітності та загиблих внаслідок гострої анте-, інтранатальної асфіксії (група ГАІА).

Під час аутопсії, після розтину черепної коробки та вилучення головного мозку, проводилось його зважування та макроскопічне дослідження. Середні показники абсолютної та відносної ваги головного мозку у плодів на різних термінах гестації представлено в таблиці 4.1. Як видно із наведених даних, найбільш інтенсивно приріст ваги головного мозку можна відзначити після 21-20 тижнів гестації. Відносна вага ГМ є максимальною на терміні 21-20 тижнів гестації.

Макроскопічно у всіх випадках звертає на себе увагу різке повнокров'я судин м'яких мозкових оболонок. У 16 випадках (37,2% від усіх досліджуваних плодів даної групи) відзначались явища лептоменінгіального крововиливу (ЛМК), що являє собою крововилив до двох мозкових оболонок – павутинної та м'якої. Цікавим є розподіл частоти виникнення ЛМК в залежності від терміну гестації.

Як видно з даних, наведених в таблиці 4.2, найбільша частота виникнення даного ураження відзначена в групі глибоко недоношених, та спостерігається зворотна пропорціональна залежність між частотою виникнення ЛМК та ступенем зрілості плоду.

Таблиця 4.1.

Відносна та абсолютна вага ГМ плодів групи ГАІА на різних строках гестації
	Термін гестації (у тиж.)
	Кількість плодів
	Середня вага тіла (×10-3 кг)
	Середня вага головного мозку (×10-3 кг)
	Співвідношення маси тіла та маси головного мозку

	до 20
	7
	680,0±4,33
	80,17±3,12
	0,118

	21 – 25
	9
	686,15±1,42*
	99,19±4,37*
	0,145

	26 – 30
	11
	915,83±2,21*
	131,03±6,27*
	0,143

	31 – 35
	7
	1885,0±73,37*
	237,45±10,64*
	0,126

	≥ 36
	9
	2890,50±121,89*
	333,81±15,89*
	0,115


* – Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах гестації є вірогідною.
Таблиця 4.2

Частота виникнення лептоменінгіальних крововиливів в залежності від терміну гестації

	Термін гестації (у тижнях)
	Кількість плодів
	Кількість випадків із крововиливами

	
	
	абс.
	%

	16-20
	7
	5
	71,4

	21-25
	9
	5
	55,6

	26-30
	11
	4
	36,4

	31-35
	7
	1
	14,3

	≥ 36
	9
	0
	0


В одному випадку ЛМК було крупноосередковим, субарахноїдальним, однобічним та локалізувалось на конвекситальній поверхні правої півкулі у тім'яно-потиличній ділянці. У трьох випадках ЛМК були плямистими, локалізувались на верхівці звивин на конвекситальних поверхнях півкуль у тім'яних ділянках. Під час зняття оболонок мозку вони залишались на поверхні звивин, чим було підтверджено їх субепендимарну локалізацію. У позосталих 12 випадках ЛМК були діапедезними у борознах без чітких границь та локалізувались в 10 випадках на конвекситальних поверхнях тім'яно-потиличних ділянок, а у 2 випадках – на основі скроневих долей.

Півкулі головного мозку у всіх випадках були симетричними. Під час огляду звертала на себе увагу згладженість звивин, що свідчить про наявність набряку. Борозни мали достатню глибину. Під час розрізу речовини мозку ніж прилипав до поверхні розрізу, що також є ознакою набряку речовини мозку. У всіх випадках під час огляду мозочку відзначалась помірно виразна борозна від вклинення мигдалин до великого потиличного отвору, що теж є наслідком набряку.

Шлуночки мозку у більшості випадків не були розширеними, епендима шлуночків була гладенькою та блискучою. В одному випадку у плоду на 23 тижні гестації було відзначено субепендимарний крововилив, який був лівостороннім та локалізувався в ділянці головки хвостатого ядра. Ще в одному випадку у плоду на 27 тижні гестації було виявлено білатеральний внутрішньошлуночковий крововилив. Під час розрізу бічних шлуночків цього плода відзначалась рідка кров у суміші із церебро-спінальною рідиною та помірне розширення шлуночків. Судинне сплетіння бічних шлуночків у всіх спостереженнях було повнокровним.

Під час мікроскопічного дослідження ГМ особлива увага приділялась зоні гліального паривентрикулярного матриксу (ЗГПВМ), тому що це є зона проліферуючих незрілих гліоцитів, які в процесі ембріогенезу, по мірі дозрівання, мігрують вглиб тканини головного мозку, «заселяючи» її. Зону гліального паривентрикулярного матриксу часто теж називають субепендимарним шаром. Цей шар виглядає як скупчення клітин під епендимою шлуночків (рис. 4.1) та представлений, як вже було сказано, незрілими гліоцитами. Причому, на різноманітних термінах гестації, товщина цього шару, щільність розташування клітин, а також клітинний склад сильно відрізняються.

Під час гістологічного дослідження ЗГПВМ звертає на себе увагу великий розкид та різноманіття морфометричних показників в залежності від гестаційного віку плоду або новонародженого.

Під час дослідження показників субепендимарного шару встановлено, що в цілому в групі цей показник різниться від 190,07 до 719,03×10-6 м та складає в середньому 418,94±19,66×10-6 м. Однак, під час підрахунку середньої товщини субепендимарного шару в залежності від терміну гестації, звертає на себе увагу наявність лінійної зворотньо пропорціональної залежності між середньою його товщиною та гестаційним віком досліджуваних плодів (табл. 4.3).

Таблиця 4.3

Морфометричні показники ЗГПВМ у плодів групи ГАІА

	Термін гестації

(у тиж.)
	Кіль-кість плодів
	Товщина судепендимарного шару (×10-6 м)
	Щільність клітин (кількість на 15 ×10-9 м2)
	Середній діаметр ядер клітин гліального ряду

	16 - 20
	7
	718,86±27,03*
	138,71±5,37*
	5,17±0,17

	21 - 25
	9
	629,24±23,17*
	101,17±4,11
	5,33±0,19

	26 – 30
	11
	308,44±12,37*
	95,54±3,75*
	5,37±0,21

	31 - 35
	7
	243,77±9,70*
	77,33±0,33*
	5,44±0,25

	≥ 36
	9
	194,39±7,46
	60,50±0,27
	5,53±0,27


* – Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах гестації є вірогідною.
Те саме можна сказати і про щільність розташування гліоцитів на цій ділянці. Так, абсолютна кількість гліальних елементів на обмеженій площі 360×10-12 м2 (площа фотознімку при збільшенні ×400) коливається від 47 до 144 екземплярів (екз.), в середньому складає 94,7±3,3 екз. Під час підрахунку щільності розташування гліальних клітин у субепендимарному шарі на різних строках гестації (табл. 4.3) стає очевидним, що кількість гліоцитів у цій зоні зменшується по мірі дозрівання плоду, що, скоріше за все, відбувається у зв'язку із міграцією гліоцитів вглиб речовини мозку та відображує процеси внутрішньоутробного дозрівання гліального апарату, як компоненту ЦНС [108].

Згідно із результатами каріометричного дослідження гліоцитів субепендимарного шару плодів, середній діаметр ядер гліальних клітин у значному ступені не різниться на різних строках гестації (табл. 4.3), однак, все-таки спостерігається тенденція до збільшення по мірі дозрівання плоду.

У плодів з крайнім ступенем незрілості, з терміном гестації 20 тижнів, середній діаметр гліоцитів є мінімальним. Ядра клітин глії на даному терміні мономорфні, округлі, невеликі із компактним гетерохромним крупноглибчастим хроматином (рис. 4.2). Цитоплазма виглядає як еозинофільна та помірно рясна. Під час оцінювання ступеню дисперсії діаметру ядер, звертає на себе увагу той факт, що більшість клітин (82,9%) мають діаметр ядра у межах 5,1 – 6,0×10-6 м (табл. 4.4). Також відзначається невелика кількість гліоцитів (99,7%) із діаметром ядра ≤ 5,0×10-6 м та незначна кількість клітин (7,4%) мають діаметр ядра 6,1 – 7,0×10-6 м. Клітин, що мають діаметр ядра 7,1×10-6 м і більше, на даному терміні гестації відзначено не було (рис. 4.3). На цих гестаційних термінах гліальний ряд представлено переважно спонгіобластами [224].

На терміні гестації 21-25 тижнів картина клітинного складу гліоцитів субепендимарного шару особливо не відрізняється від тієї, що була описана вище. Так, клітини глії представлено все такими ж мономорфними клітинами із округлими ядрами з гетерохромним компактним хроматином. Середній діаметр клітин на даному терміні складає 5,33±0,19×10-6 м (табл. 4.3), що більше, ніж у плодів на терміні гестації 20 тижнів і менше. Збільшення показника середнього ядерного діаметру гліоцитів обумовлено збільшенням питомої ваги клітин із діаметром ядра 6,1 – 7,0×10-6 м до 12,4% (табл. 4.4), з одночасним незначним зниженням кількості клітин із діаметром ядра 5,1 – 6,0×10-6 м до 77,1%. [7].

На терміні гестації 26-30 тижнів, окрім вже описаного раніше зменшення товщини зони гліального перивентрикулярного матриксу, зменшенням щільності розташування клітинних елементів у ньому, починає змінюватись клітинний склад гліоцитів. Середній ядерний діаметр клітин глії вірогідно не відрізняється від аналогічного показника у 21-25 тижнів та складає 5,37±0,21×10-6 м (табл. 4.4). При цьому, спостерігається суттєве зниження питомої ваги клітин із діаметром ядра у межах 5,1 – 6,0×10-6 м (до 67,2%) [7, 108].

Таблиця 4.4

Відносна кількість гліоцитів субепендимарного шару із різноманітним діаметром ядер на різних строках гестації (у %)

	Діаметр ядра

(×10-6 м)
	Кіль-

кість плодів
	Гестаційний вік (у тижнях)

	
	
	16-20
	21-25
	26-30
	31-35
	≥ 36

	4,0-5,0
	7
	10,1±3,0
	11,7±3,2
	12,1±3,3
	13,6±3,4
	13,4±3,4

	5,01-6,0
	9
	82,6±3,8
	78,05±4,1*
	66,0±4,8*
	37,0±4,8*
	21,0±4,1

	6,01-7,0
	11
	7,3±2,6
	9,3±3,0
	14,8±3,6
	27,5±4,5
	36,4±4,8

	7,01-8,0
	7
	0
	0
	7,1±2,6
	14,6±3,5
	18,2±3,9

	>8,0
	9
	0
	0
	0
	7,4±2,6
	11,1±3,1


* – Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах гестації є вірогідною.
Крім цього, збільшується кількість клітин із невеликим діаметром ядер (менш, ніж 5,0×10-6 м) до 12,2% та з'являються клітини із діаметром ядра 7,1 – 8,0×10-6 м, які не спостерігались на попередніх термінах гестації (табл. 4.4). Кількість таких клітин у даному гестаційному віці невелика та складає 6,8% від загальної кількості гліоцитів (табл. 4.4). Ці клітини морфологічно є відмінними від спонгіобластів, що було описано вище. Вони мають округлу або овоїдоподібну форму, овальне трошечки витягнуте ядро із дрібнодисперсним еухромним хроматином та рясною еозинофільною цитоплазмою. Ці клітини являють собою якби проміжні форми клітинного диференціювання спонгіобластів – астробласти та олігодендробласти [224].
Гістологічна характеристика субепендимарного шару у плодів, що загинули на терміні гестації 31-35 тижнів, характеризується ще більшим клітинним поліморфізмом. Середній діаметр ядер гліоцитів на цих термінах складає 5,44±0,25×10-6 м, що є недостовірно більшим, ніж у плодів на терміні гестації 26-30 тижнів. Однак, під час дослідження питомої ваги клітин із різноманітною величиною діаметру ядра, звертає на себе увагу незначне збільшення клітин (до 13,9%) із діаметром ядра 5,0×10-6 м та менше, що, скоріше за все, обумовлено появою мікрогліоцитів у себепендимарному шарі (табл.. 4.4). Останні, як припускають, розвиваються з клітин крові, скоріше за все, шляхом трансформації моноцитів [41, 204]. Крім цього, спостерігається подальше зменшення відносної кількості клітин із діаметром ядра 5,1 – 6,0×10-6 м; питома вага таких клітин складає 38,3% (табл. 4.4). Збільшується кількість клітин із великими еухромними ядрами (від 7,1 до 8,0×10-6 м) до 26,7%, а також з'являється невелика кількість клітин із діаметром ядра, що перевищує 8,0×10-6 м. Питома вага останніх складає 7,1% (табл. 4.4). Поліморфізм та строкатість клітинного складу субепендимарного шару на даних термінах гестації відображає етапи дозрівання гліального апарату та процеси перетворення спонгіобластів на астробласти та олігодендробласти, а потім на астроцити та олігодендроцити [7, 108].

Так само виразний поліморфізм серед клітин гліального ряду спостерігається у плодів на терміні гестації 36 тижнів та більше, тобто у зрілих плодів. Середній діаметр ядра гліоцитів на даних термінах є максимальним та складає 5,53±0,27×10-6 м (табл. 4.3). При цьому, значно зменшується питома вага спонгіобластів, які мають невеликий діаметр ядер – питома вага клітин із діаметром ядра 5,1–6,0×10-6 м складає 17,9%, клітин із діаметром ядра 6,1 – 7,0×10-6 м – 20,2% (табл. 4.4). Великою є доля дозріваючих та зрілих клітинних форм гліоцитів із великим діаметром ядра. Так, кількість клітин із діаметром ядра 7,1–8,0×10-6 м складає 36,7% та є превалюючим клітинним пулом на цих термінах гестації (табл. 4.4); також збільшується кількість клітин із діаметром ядра 8,0×10-6 м й більше (до 11,1%), що, скоріше за все, обумовлено збільшенням кількості зрілих диференційованих астробластів [7, 108].

Невід'ємною та важливою частиною ГЕБ є судини мікроциркуляторного русла, тому, у даному дослідженні, проведено вивчення їх морфо-функціонального стану. Під час оглядового мікроскопічного дослідження у судинах МЦР головного мозку досліджуваних плодів, виявлено, що аноксичні зміни переважно проявляються у вигляді феномену непрохідності судин [182, 185, 248] у вигляді зон незаповнення мікросудинної сітки невідновленого кровообігу. У частині полей зору, навпаки, відзначається різка ділятація та повнокров'я капілярів. За даними А.М. Гурвича [77] у постаноксичному періоді може бути виявлено 5 стадій змін мозкового кровообігу: І стадія – первинна гіпоперфузія; ІІ – реактивна гіперемія (первинна гіперперфузія); ІІІ – відстрочена гіпоперфузія; ІV – відстрочена гіперперфузія; V – нормалізація кровообігу. У випадках летальної та сублетальної аноксії (як у даній групі дослідження) морфологічно було виявлено ознаки тільки І та ІІ стадій.

Гістологічно у 7 випадках (16,3%) спостерігаються морфологічні ознаки первинної гіпоперфузії (І стадія); судини МЦР з різко звуженим просвітом і малим кровонаповненням. У всіх інших спостереженнях домінують ознаки реактивної гіперемії (ІІ стадія), у випадку якої, навпаки, спостерігається різка дилатація та повнокров'я судин МЦР.

У всіх досліджуваних спостереженнях, у зонах первинної гіперперфузії, відзначаються ознаки підвищення проникності ГЕБ у вигляді вазогенного набряку. Морфологічно вазогенний набряк в головному мозкові досліджуваних плодів виглядає як скупчення набряклої рідини у периваскулярному просторі. Набряклий екстравазат частіше за все викликає відривання капілярної стінки від прилеглих тканин, зміщення та здавлення капіляру (рис. 4.4).

У плодів на різних строках гестації відносна площа мікроциркуляторного русла, відносна площа периваскулярного екстравазату (ПЕВ) у перикапілярному просторі, а також співвідношення площі мікроциркуляторного русла до площі, що зайнята набряклою рідиною різні (табл. 4.5).

Аналізуючи розвиток мікроциркуляторного русла у внутрішньоутробному періоді, у зоні залягання гліального перивентрикулярного матриксу, належить відзначити, що відносна площа мікросудин рівномірно зростає відповідно до збільшення гестаційного віку. Теж саме, можна сказати й про динаміку змін площі ПЕВ. Однак, судити про ступінь аноксичного ушкодження гемато-енцефалічного бар'єру можна лише за відношенням площин мікроциркуляторного русла та периваскулярного естравазату (табл. 4.5). Як можна побачити, проникність ГЕБ бар'єру є найвищою плодів з крайнім ступенем незрілості (на терміні гестації до 20 тиж.) та у доношених мертвонароджених (терміном гестації 36 тиж. та більше) [109].

Таблиця 4.5

Відносна площа мікроциркуляторного русла, перикапілярного екстравазату, та їх співвідношення у ЗГПВМ у головному мозку плодів групи ГАІА

	Термін гестації
	Кількість плодів
	Відносна площа (у %)
	МЦР/ПЕВ

	
	
	Мікроциркуляторного русла (МЦР)
	Периваскулярного екстравазату (ПЕВ)
	

	≤ 20
	7
	2,2±0,09*
	2,67±0,11*
	1:1,20

	21 – 25
	9
	3,11±0,11
	3,20±0,12*
	1:1,03

	26 – 30
	11
	3,41±0,14*
	3,92±0,15*
	1:1,15

	31 – 35
	7
	4,09±0,17*
	4,59±0,18*
	1:1,12

	≥ 36
	9
	5,02±0,23
	7,11±0,27
	1:1,42


* – Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах гестації є вірогідною.
Стінка капілярів у всіх спостереженнях досліджуваної групи була тонкою, базальні мембрани капілярів, під час фарбування за методом PAS-реакції тонкі, пофарбовані у інтенсивно рожевий колір (рис. 4.5). Осередково базальні мембрани пухкі та бліді, подекуди внаслідок пухкості потовщені, подекуди різко витончені. Саме на цих ділянках, як видно на рис. 4.5, утворюється екстравазат.

Показники середньої товщини базальних мембран капілярів мозку, на різних термінах гестації, практично не відрізняються (табл. 4.6).

Важливим компонентом ГЕБ є ендотеліоцити. Ендотеліоцити капілярів ГМ у плодів на різних строках гестації представлено клітинами із веретеноподібними витягнутими гіперхромними ядрами, та практично оптично неможливим до визначення обідком цитоплазми. Рівень морфофункціональної активності ендотеліоцитів відзначається цитофотометрично, шляхом вимірів оптичної щільності ядер на препаратах, забарвлених за методом Фьольгена-Росенбека, та оптичної щільності цитоплазми на препаратах, пофарбованих за методом Браше. За даними цитофотометричного дослідження, рівень морфо-функціональної активності ендотеліальних клітин можна охарактеризувати як помірний (табл. 7.7).

Таблиця 4.6

Середня товщина базальних мембран капілярів мозку плодів групи ГАІА на різних строках гестації

	Термін гестації (у тижнях)
	Кількість плодів
	Товщина базальної мембрани (×10-6 м)

	16 - 20
	7
	0,0493±0,0019

	21 - 25
	9
	0,0442±0,0012

	26 – 30
	11
	0,0466±0,0012

	31 - 35
	7
	0,0475±0,0015

	≥ 36
	9
	0,0484±0,0017


* – Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах гестації є вірогідною.
Таблиця 4.7

Оптична щільність ядер ендотеліоцитів (фарбування за Фьольгеном-Росенбеком) та іх цитоплазми (фарбування за методом Браше) в капілярах мозку плодів групи ГАІА на різних строках гестації

	Термін гестації (у тижнях)
	Кількість плодів
	Оптична щільність (в ум.од.)

	
	
	ядер
	цитоплазми

	16 - 20
	7
	0,0831±0,0037
	0,536±0,021

	21 - 25
	9
	0,0783±0,0033
	0,529±0,020

	26 – 30
	11
	0,0776±0,0027
	0,538±0,023

	31 - 35
	7
	0,0798±0,0029
	0,533±0,019

	≥ 36
	9
	0,0812±0,0030
	0,527±0,017


Як можна побачити з даних, наведених у таблиці 4.7, середня оптична щільність ядер ендотеліальних клітин на різних строках гестації вірогідно не відрізняється. Теж саме можна сказати й про середні показники оптичної щільності їх цитоплазми.
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Рис. 4.1. Зона гліального паривентрикулярного гермінативного матриксу виглядає як скупчення клітин під епендимою шлуночків. Судини субепендимарного шару різко розширені та повнокровні. Спостереження №18; плід терміном гестації 28 тижнів, група ГАІА. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×100
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Рис. 4.2. Клітинний склад субепендимарного шару у незрілого плоду. Ядра клітин глії більшою частиною мономорфні, округлі, невеликі із компактним гетерохромним хроматином; цитоплазма помірно рясна. Спостереження №1; плід терміном гестації 19 тижнів, група ГАІА. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×400

[image: image5.jpg]



Рис. 4.3. Поліморфізм та строкатість клітинного складу субепендимарного шару в строки гестації 31-35 тижнів. Велика кількість астробластів та олігодендробластів (клітин з великими еухромними ядрами та рясною еозинофільною цитоплазмою). Спостереження №3; плід терміном гестації 33 тижні, група ГАІА. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×400
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Рис. 4.4. Вазогенний набряк головного мозку. У зоні первинної гіперперфузії екстравазат викликає відрив капілярної стінки від прилеглих тканин, зміщення та здавлення капіляру. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×200
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Рис. 4.5. Базальні мембрани капілярів головного мозку тонкі, інтенсивно рожеві, подекуди витонченні до повної відсутні. У місцях їх відсутності відмічається формування рясного екстравазату. Спостереження №11; плід терміном гестації 36 тижнів, група ГАІА. Забарвлення з використанням PAS-реакції, ×1000

4.2. Патологічна анатомія епіфізу мозку та адренокортикотропоцитів гіпофізу

У даному дослідженні як секційний, так і експериментальний матеріал було проаналізовано в контексті двох варіантів можливого розвитку патологічного стану – несприятливого, тобто летального, та сприятливого, тобто виживання. Ми вважаємо за цікаве оцінити у цих двох варіантах морфологічні особливості епіфізу мозку та адренокортикотропоцитів гіпофізу, що мають пряме відношення до гормональної організації та до пристосування організму до впливу шкідливого фактору (у нашому дослідженні – до гіпоксії).

Під час макроскопічного дослідження пінеальних залоз плодів та новонароджених даної групи дослідження виявлено, що відзначаються залози трьох форм – кулеподібної, напівмісячної та шишкоподібної. ЕМ відрізняється від прилеглих тканин мозку темно-сірим, подекуди бурим кольором.

Під час оглядової мікроскопії оцінено ступінь зрілості епіфізарної паренхіми. Як відомо, у процесі ембріонального розвитку, епіфіз проходить декілька стадій. Спочатку пінеальна паренхіма представлена первинною мезенхімою. Потім відбувається перша перебудова і залоза набуває псевдотрабекулярного типу будови. Наступним етапом ембріогенезу ЕМ є друга перебудова залози, внаслідок якої пінеальна паренхіма набуває целюлярного типу будови. І, нарешті, у постнатальному онтогенезі, відбувається третя перебудова із формуванням долькового типу будови шишкоподібної залози із появою псевдоальвеол на фоні загибелі центрально розташованих пінеалоцитів [221].

У плодів та новонароджених до 25 тижнів гестації епіфізарна паренхіма представлена первинною мезенхімою. З 26-30 тижня гестації у центральних відділах залози паренхіма проходить першу перебудову та набуває псевдотрабекулярного типу будови. У субкапсулярних відділах на цих термінах пінеальну паренхіму все ще представлено первинною мезенхімою. У плодів та новонароджених із терміном гестації 31-35 тиж. перша перебудова закінчується повністю та весь паренхіматозний масив Ем стає представленим псевдотрабекулярним типом будови. У групі плодів та новонароджених, що загинули на терміні гестації 36 тиж. та більше, у центральних ділянках залози вже відзначаються ознаки другої перебудови – в цій зоні паренхіма набуває целюлярного типу будови. Морфологічних ознак третьої перебудови ЕМ у плодів та новонароджених даної групи дослідження зовсім не виявлено.

Крім того, під час оглядової мікроскопії встановлено, що пінеальна паренхіма представлена двома типами пінеалоцитів: світлими та темними. Світлі пінеалоцити поділені на дві підгрупи. Перші – це великі клітини, розгалуженої форми зі світлим округлим еухромним ядром, дрібнодисперсним хроматином та рясною цитоплазмою. Вважається, що ці клітини синтезують біологічно активні речовини пептидної природи [39, 40, 143, 144] – петідсинтезуючі пінеалоцити (ПСП). Другим підтипом пінеалоцитів є клітини із багатолопатним, овально-округлим, помірно гетерохромним ядром, що вміщує компактний крупноглибчастий хроматин, та має рясну сильно вакуолізовану цитоплазму. У крайніх випадках вся цитоплазма виглядає як прозора вакуоль. Пінеалоцити даного типу є індоламінпродукуючими та синтезують мелатонін та серотонін, запас яких не сприймається фарбниками – індоламінситезуючі пінеалоцити (ІСП) [199, 221].

Темні пінеалоцити – це порівняно невеликі клітини, що характеризуються підвищеною щільністю ядра та цитоплазми. Дані клітини для плодового епіфізу є незрілими, камбіальними та вважаються гормонально неактивними [199].

Ще одним обов'язковим компонентом клітинного пулу епіфізірної паренхіми є гліальні клітини. Причому, гліальні клітини представлені в ЕМ мікрогліоцитами або клітинами Ортега.

Ми підрахували відносну кількість різноманітних типів пінеалоцитів у епіфізарній паренхимі у плодів на різних строках гестації. Результати даного морфометричного дослідження представлено в таблиці 4.8. Належить відмітити, що диференціювати під час світлової мікроскопії темні пінеалоцити та мікрогліоцити досить важко, тому, ми дані клітинні типи об'єднали, і у таблиці 4.8. вони називаються «темні+глія».

Таблиця 4.8

Відносна кількість різноманітних типів пінеалоцитів у ЕМ плодів групи ГАІА на різних строках гестації (у %)

	Термін геста-ції (в тиж.)
	Кількість плодів
	Тип пінеалоцитів

	
	
	ПСП
	ІСП
	темні+глія

	16 – 20
	7
	41,7±4,9
	20,9±4,1
	37,4±4,8

	21 – 25
	9
	48,6±5,0
	24,3±4,3
	27,1±4,4

	26 – 30
	11
	51,1±5,0
	25,6±4,4
	23,3±4,2

	31 – 35
	7
	57,6±4,9
	27,7±4,5
	14,7±3,5

	≥ 36
	9
	58,8±4,9
	29,4±4,6
	11,8±3,2


Аналізуючі дані, наведені в таблиці 4.8, належить відмітити, що кількість ІСП та ПСП пінеалоцитів повільно зростає по мірі дозрівання плоду. Причому, питома вага клітин, що синтезують біологічно активні пептиди, практично у всіх вікових групах є приблизно вдвічі більшою, ніж така у клітин, що синтезують індоламіни. При цьому, зворотня динаміка відзначається серед темних пінеалоцитів: їх питома вага по мірі зростання гестаційного віку зменшується, що, скоріше за все, обумовлено їх диференціюванням та втягненням до процесу синтезу гормонів по мірі дозрівання плоду.

Було також визначено середній діаметр ядер всіх типів пінеалоцитів. Результати каріометричного дослідження наведено в таблиці 4.9. Як можна побачити, по мірі дозрівання плоду діаметр ядер всіх типів пінеальних клітин має вкрай слабко виразну тенденцію до збільшення.

Для визначення кількості життєздатних клітин, а також клітин, що мають поліплоїдні ядра, було проведено плоїдометричне дослідження (табл. 4.10).

Таблиця 4.9

Середній діаметр ядер різноманітних видів пінеалоцитів у плодів групи ГАІА на різних строках гестації (×10-6 м)

	Термін гестації

(у тиж.)
	Кількість плодів
	Тип пінеалоцитів

	
	
	ПСП
	ІСП
	темні+глія

	16 – 20
	7
	7,33±0,04
	6,53±0,06
	4,57±0,01

	21 – 25
	9
	7,37±0,06
	6,59±0,08
	4,59±0,02

	26 – 30
	11
	7,35±0,03
	6,63±0,10
	4,71±0,04

	31 – 35
	7
	7,38±0,06
	6,71±0,09
	4,69±0,04

	≥ 36
	9
	7,42±0,08
	6,77±0,11
	4,77±0,06


Таблиця 4.10

Результати плоїдометричного дослідження ЕМ плодів групи ГАІА на різних термінах гестації

	Термін плодів (у тиж.)
	Кількість плодів
	Питома вага (%)

	
	
	< 2с
	2с
	> 2с

	16 – 20
	7
	7,1±2,6
	89,6±3,1
	3,3±1,8

	21 – 25
	9
	8,2±2,7
	88,7±3,2
	3,1±1,7

	26 – 30
	11
	10,6±3,1
	86,2±3,4
	3,2±1,8

	31 – 35
	7
	11,4±3,2
	85,1±3,6
	3,5±1,8

	≥ 36
	9
	14,4±3,5
	81,9±3,9
	3,7±1,9


Під час аналізу відносної кількості клітин, що мають гіпоплоїдний набір хромосом (< 2с, де «с» – 23), звертає на себе увагу тенденція неухильного його збільшення по мірі зростання гестаційного віку плоду. При цьому, кількість таких пінеалоцитів у зрілих плодів та новонароджених (36 тиж. та більше) практично у два рази більша за аналогічний показник у незрілих плодів (16-20 тиж.). Такі пінеалоцити можна вважати клітинами, що гинуть у процесі адаптації. Тенденція збільшення кількості пінеалоцитів, що мають поліплоїдні ядра, по мірі зростання гестаційного віку плодів дослідження, є дуже слабкою, а тенденція зменшення відносної кількості пінеалоцитів, що мають нормальний диплоїдний набір хромосом є більш виразною [102].

Під час макроскопічного огляду гіпофізу плодів даної групи дослідження відзначено різке повнокров'я судин.

Під час оглядового мікроскопічного дослідження зрізів аденогіпофізу, пофарбованих за Малорі, було відмічено, що аденокортикотропоцити (АКТЦ) розташовані у задньо-центральних ділянках передньої долі гіпофізу на межі з проміжною долею [5]. АКТЦ – клітини округлої форми, мають червоне (під час фарбування за Малорі) овоїдоподібне або округле, трохи ексцентрично розташоване ядро та виразну цитоплазму насиченого блакитного кольору, що обумовлено високим вмістом пилоподібних гранул гормону в ній (рис. 4.6).

Ми провели каріометричне та цитофотометричне дослідження у плодів на різних строках гестації із визначенням середнього діаметру ядер АКТЦ, діаметру клітин повністю та підрахунком ядерно-цитоплазматичного індексу (ЯЦІ) (табл. 4.11).

Таблиця 4.11

Результати каріо-та цитометричного дослідження АКТЦ аденогіпофізу у плодів групи ГАІА на різних строках гестації

	Термін гестації 

(у тиж.)
	Кіль-кість плодів
	Середній діаметр ядра (×10-6 м)
	Середній діаметр клітини (×10-6 м)
	ЯЦІ

	16 – 20
	7
	6,27±0,25
	9,41±0,37
	0,44

	21 – 25
	9
	6,34±0,27
	9,83±0,43
	0,42

	26 – 30
	11
	6,48±0,29
	10,37±0,47
	0,39

	31 – 35
	7
	6,63±0,31
	10,94±0,51
	0,37

	≥ 36
	9
	6,78±0,33
	11,53±0,55
	0,35


Під час аналізу даних, наведених в таблиці 4.11, відзначається чітка тенденція до збільшення, як середнього ядерного діаметру АКТЦ по мірі збільшення гестаційного віку плодів даної групи дослідження, так і збільшення середнього діаметру ядра повністю. Зворотню динаміку має зміна ядерно-цитоплазматичного індексу. Значення цього показника, навпаки, по мірі дозрівання плоду зменшуються. Це свідчить про те, що збільшення загального об'єму ядер відбувається менш інтенсивними темпами, ніж збільшення об'ємів цитоплазми.

Тенденція до збільшення середнього діаметру ядер АКТЦ по мірі збільшення терміну гестації плодів говорить про підвищення рівня морфофункціональної активності досліджуваних аденоцитів. Це підтверджено результатами цитофотометричного дослідження із визначенням середньої оптичної щільності ДНК в ядрах АКТЦ (на препаратах, забарвлених за методом Фьольгена-Росенбека) та оптичної щільності РНК в їх цитоплазмі (на препаратах, забарвлених за методом Браше). Результати цитофотометрії АКТЦ плодів на різних строках гестації наведені в таблиці 4.12.

Таблиця 4.12

Оптична щільність ядер АКТЦ (фарбування за Фьольгеном-Росенбеком) та їх цитоплазми (фарбування за Браше) у плодів групи ГАІА різноманітного гестаційного віку

	Термін гестації

(у тиж.)
	Кількість плодів
	Оптична щільність (в ум.од.)

	
	
	ядер
	цитоплазми

	16 – 20
	7
	0,5138±0,0131
	0,2412±0,0111

	21 – 25
	9
	0,5077±0,0101
	0,2471±0,0116

	26 – 30
	11
	0,4995±0,0097
	0,2511±0,0118

	31 – 35
	7
	0,4789±0,0090
	0,2666±0,0123

	≥ 36
	9
	0,4691±0,0083
	0,2795±0,0127


Як видно з даних цитофотометричного дослідження (табл. 4.12), по мірі збільшення гестаційного віку досліджуваних плодів, показник середньої оптичної щільності ДНК ядер АКТЦ зменшується, що обумовлено зменшенням щільності хроматину, та й, отже, збільшенням морфофункціональної активності ядра зокрема і клітини в цілому. Зворотня динаміка спостерігається при дослідженні значень середньої оптичної щільності РНК цитоплазми АКТЦ (табл. 4.12). По мірі збільшення ступеню зрілості плоду також збільшуються показники оптичної щільності РНК цитоплазми досліджуваних аденоцитів, що свідчить про збільшення білково-синтетичної активності клітин, та, відповідно, збільшення рівня їх морфофункціональної активності.

Отриманий в результаті морфометричного дослідження цифровий масив даних опрацьовано за допомогою сучасних методів математичної статистики, в тому числі, з проведенням кореляційному аналізу.

У таблиці 4.13. наведено коефіцієнти кореляції між морфометричними показниками ГМ та терміном гестації, а також королювання показників між собою у плодів групи ГАІА. Як можна побачити, відзначаються сильні різнобічно скеровані кореляційні зв'язки (усі коефіцієнти кореляції (r) більші за 0,9) між ступенем зрілості плоду та такими показниками зрілості ЗГПВМ, як її товщина та щільність розташування клітин у ній, а також ступенем розвиненості мікросудинної сітки та вазогенного набряку. Частина з вище перелічених показників мають помітні та помірні кореляційні зв'язки із показниками, що відображують рівень морфофункціональної активності ендотеліальних клітин (оптична щільність ДНК ядер та РНК цитоплазми ендотеліоцитів).

Проведено кореляційний аналіз морфометричних показників епіфізу мозку та морфометричних показників ГМ (табл. 4.14). Звертає на себе увагу наявність сильних та помітних різнобічно скерованих кореляційних зв'язків між показниками, що відображують ступінь зрілості ЗГПВМ та судин МЦР, із показниками, що характеризують ступінь диференціювання пінеальної залози (питома вага всіх різноманітних типів пінеалоцитів). Крім того, зі ступенем зрілості ЗГПВМ та судин МЦР сильно й помітно корелюють показники, що відображають ступінь пошкодження пінеальної залози (питома вага гіпоплоїдних пінеалоцитів, що розглядаються, як ті, що гинуть шляхом апоптозу), а також показники, що опосередковано вказують на напруженість адаптаційно-компенсаторних реакцій в епіфізі (помірна вага поліплоїдних пінеалоцитів).

Аналізуючи ступінь залежності морфометричних показників, що відображують диференціювання та зрілість ЗГПВМ та судин МЦР, від показників, за якими судили про рівень морфофункціональної активності АКТЦ гіпофізу, треба відзначити наявність сильних та помітних кореляційних зв'язків між ними (табл. 4.15).
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Рис. 4.6. Адренокортикотропоцити задньо-центральної долі аденогіпофізу мають округлу форму, овоїдоподібне або округле, трішки ексцентрично розташоване ядро та виразну цитоплазму з високим вмістом пилоподібних гранул гормону в ній. Спостереження №11; плід зі строком гестації 36 тижнів, група ГАІА. Забарвлення за Малорі, ×1000

Таблиця 4.13

Коефіцієнти кореляції між морфометричними показниками ГМ та терміном гестації, а також їх корелювання між собою у плодів групи ГАІА

	Показник
	Питома вага МЦР
	Питома вага ПЕВ
	Товщина ЗГПВМ
	Щільність клітин у ЗГПВМ
	Діаметр ядер гліоцитів
	Товщина базальної мембрани
	Оптична щільністьДНК ендотелію
	Оптична щільність РНК ендотелію

	Термін гестації
	0,94
	0,92
	- 0,93
	- 0,94
	0,49
	0,08
	0,16
	- 0,37

	Питома вага МЦР
	
	0,90
	- 0,87
	0,88
	0,57
	0,03
	0,10
	- 0,39

	Питома вага ПЕВ
	
	
	- 0,84
	- 0,85
	0,47
	0,25
	0,13
	- 0,38

	Товщина ЗГПВМ
	
	
	
	0,90
	0,36
	0,09
	0,24
	0,49

	Щільність клітин в ЗГПВМ
	
	
	
	
	- 0,49
	0,11
	- 0,47
	0,35

	Діаметр ядер гліоцитів
	
	
	
	
	
	0,13
	0,03
	- 0,03


Таблиця 4.13 (продовження)

Коефіцієнти кореляції між морфометричними показниками ГМ та терміном гестації, а також їх корелювання між собою у плодів групи ГАІА

	Показник
	Питома вага МЦР
	Питома вага ПЕВ
	Товщина ЗГПВМ
	Щільність клітин у ЗГПВМ
	Діаметр ядер гліоцитів
	Товщина базальної мембрани
	Оптична щільність ДНК ендотелію
	Оптична щільність РНК ендотелію

	Товщина базальної мембрани
	
	
	
	
	
	
	0,54
	0,02

	Оптична щільністьДНК ендотелію
	
	
	
	
	
	
	
	0,03


[image: image124.bmp]- слабкий кореляційний зв'язок;                - помірний кореляційний зв'язок;

- помітний кореляційний зв'язок;               - сильний кореляційний зв'язок.

Таблиця 4.14

Коефіцієнти кореляції між морфометричними показниками ГМ та морфометричними показниками епіфізу у плодів групи ГАІА

	Показник 
	Питома вага МЦР
	Питома вага ПЕВ
	Товщи-на ЗГПВМ
	Щільність клітин у ЗГПВМ
	Діаметр ядер гліоцитів
	Товщина базальної мембрани
	Оптична щільність ДНК ендотелію
	Оптична щільність РНК ендотелію

	Питома вага ІСП
	0,57
	0,57
	- 0,63
	- 0,64
	0,34
	- 0,03
	- 0,28
	- 0,19

	Питома вага ПСП
	0,78
	0,77
	- 0,86
	- 0,82
	0,32
	- 0,07
	- 0,16
	- 0,44

	Питома вага темних клітин
	- 0,90
	- 0,83
	0,90
	0,91
	- 0,48
	0,05
	0,32
	0,38

	Діаметр ІСП
	0,44
	0,39
	- 0,54
	- 0,40
	0,11
	- 0,03
	- 0,20
	0,05

	Діаметр ПСП
	- 0,28
	- 0,38
	0,32
	0,40
	- 0,20
	- 0,03
	0,02
	0,04

	Діаметр темних клітин
	0,84
	0,84
	- 0,80
	- 0,78
	0,49
	0,15
	- 0,14
	- 0,26

	Питома вага    < 2с
	0,82
	0,92
	0,79
	- 0,80
	0,43
	0,25
	0,19
	0,39

	Питома вага 2с
	- 0,38
	- 0,27
	0,45
	0,53
	0,03
	0,12
	0,51
	0,11


Таблиця 4.14 (продовження)

Коефіцієнти кореляції між морфометричними показниками ГМ та морфометричними показниками епіфізу у плодів групи ГАІА

	Показник 
	Питома вага МЦР
	Питома вага ПЕВ
	Товщина ЗГПВМ
	Щільність клітин у ЗГПВМ
	Діаметр ядер гліоцитів
	Товщина базальної мембрани
	Оптична щільність ДНК ендотелію
	Оптична щільність РНК ендотелію

	Питома вага >2с
	0,70
	0,70
	- 0,66
	- 0,54
	0,34
	0,34
	0,04
	0,44


- слабкий кореляційний зв'язок;        
 - помірний кореляційний зв'язок;

-помітний кореляційний зв'язок                  - сильний кореляційний зв'язок

Таблиця 4.15

Коефіцієнти кореляції між морфометричними показниками ГМ та морфометричними показниками адренокортикотропоцитів передньої долі гіпофізу у плодів групи ГАІА

	Показник 
	Питома вага МЦР
	Питома вага ПЕВ
	Тов-щина ЗГПВМ
	Щільність клітин у ЗГПВМ
	Діаметр ядер гліоцитів
	Товщина базальної мембрани
	Оптична щільність ДНК ендотелію
	Оптична щільність РНК ендотелію

	Питома вага АКТЦ
	0,87
	0,77
	- 0,87
	- 0,90
	0,45
	- 0,20
	- 0,37
	- 0,35

	Середній діаметр ядра
	0,57
	0,63
	- 0,51
	- 0,60
	0,37
	0,18
	0,06
	- 0,24

	Середній діаметр клітини
	0,90
	0,91
	- 0,91
	- 0,90
	0,47
	0,16
	- 0,08
	- 0,40

	Оптична щільністьДНК
	- 0,90
	- 0,88
	0,87
	0,84
	0,38
	- 0,19
	0,08
	0,42

	Оптична щільністьРНК
	0,91
	0,94
	- 0,89
	- 0,91
	0,49
	0,19
	- 0,01
	- 0,41


- слабкий кореляційний зв'язок;                - помірний кореляційний зв'язок;

- помітний кореляційний зв'язок;               - сильний кореляційний зв'язок.

Резюме.

Маса мозку плодів групи ГАІА (ті, що були виношеними в умовах фізіологічного перебігу вагітності та загиблих внаслідок гострої анте-, інтранатальної асфіксії) збільшується прямо пропорційно до терміну гестації; найбільш інтенсивний приріст маси ГМ було зареєстровано на гестаційному терміні 21-30 тиж. Під час макроскопічного дослідження головного мозку у 37,2% випадків було відзначено лептоменінгіальні крововиливи та ознаки набряку головного мозку у 100% випадків.

Товщина ЗГПВМ зменшується по мірі зростання ступеню зрілості плоду, одночасно зареєстровано зменшення щільності розташування гліальних елементів на цій ділянці, що пов'язано із процесом міграції гліоцитів вглиб речовини мозку.

Процеси диференціювання спонгіобластів на астробласти та олігодендробласти, а останніх, в свою чергу, на астроцити та олігодендроцити, відображено морфологічно у зміні початкового мономорфного клітинного складу на все більш і більш виразний поліморфний. Середні діаметри гліоцитів субепендімарного шару мають тенденцію до збільшення по мірі зростання ступеню зрілості плоду, за рахунок збільшення питомої кількості гліоцитів із збільшеним ядром.

Також, по мірі зростання гестаційного віку, збільшується відносна площа капілярів. У всіх досліджуваних плодів зареєстровано порушення проникності ГЕБ у зонах первинної гіперперфузії у вигляді вазогенного набряку мозку. Найбільш вразливими в даному випадку є незрілі плоди (до 20 тиж. гестації) та доношені мертвонароджені (36 тиж. і більше), тому що відносний показник співвідношення площі капілярів до площі набряклого екстравазату на цих термінах є максимальним.

Під впливом летальної аноксії було виявлено морфологічні ознаки перших двох стадій порушення мозкового кровообігу: первинної гіпоперфузії та реактивної гіперемії. Потовщення судинної стінки не спостерігалось, базальні мембрани подекуди із нечіткими контурами, PAS-позитивні, нерівномірної товщини. У зонах різкого витончення базальних мембран формується рясний екстравазат, що частіше за все «відриває» перицити від базальної мембрани капіляру. Оцінювання вмісту ДНК в ядрах та РНК у цитоплазмі ендотеліоцитів шляхом цитофотометрії дозволяє говорити про низький та помірний рівень їх морфофункціональної активності.

Виходячи із загальноприйнятого положення про летальний виник тяжкого захворювання, як про крайній стан дезадаптації хворого організму, у даному дослідженні, паралельно до вивчення патоморфологічних особливостей компонентів ГЕБ загиблих плодів та новонароджених в умовах впливу перинатальної гіпоксії, було також проведено вивчення морфо-функціональних змін в епіфізі мозку та АКТЦ у гіпофізі, як ендокринних компонентів загальної адаптаційної системи.

У плодів, виношених в умовах фізіологічного перебігу вагітності, та тих, що загинули на різних термінах анте- або інтранатально внаслідок гострої асфіксії, епіфіз «проходить» декілька стадій внутрішньоутробного розвитку: від первинної мезенхіми до І перебудови та псевдодолькового типу будови; а потім, під кінець антенатального періоду, у центральних ділянках залози – до ІІ перебудови та, відповідно, до целюлярного типу будови.

По мірі зростання гестаційного віку, збільшується відносна кількість як індоламінпродукуючих пінеалоцитів, так і пептидпродукуючих пінеальних клітин. Одночасно зменшується кількість недиференційованих клітин. Зі зростанням ступеню зрілості плоду спостерігається підвищення рівня морфо-функціональної активності пінеалоцитів обох видів, що морфологічно проявляється у вигляді збільшення діаметру їх ядер. Окрім того, відмічено збільшення відносної кількості поліплоїдних пінеалоцитів, а також гіпоплоїдних пінеалоцитів. Динаміка поліплоїдизації ядер слабко виражена. По мірі зростання гестаційного віку нащадків, у незначному ступені знижується питома вага клітин із диплоїдним набором хромосом [125]. На фоні впливу гострої гіпоксії посилюються процеси апоптозу, про що свідчить встановлене нами вільне розташування апоптозних тілець.

Водночас із цим, відзначено тенденцію до зростання рівня морфо-функціональної активності АКТЦ із спустошенням їх цитоплазми, «розрідженістю» їх розташування у задній та задньо-бічній ділянках аденогіпофізу.

Таким чином, встановлення в епіфізі мозку та аденогіпофізі ознак зростання морфофункціональної активності пінеалоцитів та АКТЦ із явищем масової їх загибелі, вказує на те, що летальний виник, під час розвитку гострої перинатальної гіпоксії, може залежати напряму від функціональної недостатності ЕМ та гіпофізарно-надниркової системи, що формується.

Для демонстрації даних, що були описані вище, наводимо спостереження № 11 – випадку аутопсії плоду терміном гестації 36 тижнів, що був виношеним в умовах фізіологічного перебігу вагітності та такого, що загинув антенатально внаслідок гострої асфіксії [див. додаток В].
За матеріалами даного розділу було опубліковано наступні друковані праці, в яких було відображено методи, результати, обговорення та висновки проведених досліджень.
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РОЗДІЛ 5

КОМПОНЕНТИ ГЕМАТО-ЕНЦЕФАЛІЧНОГО БАР'ЄРУ, ЕПІФІЗ МОЗКУ ТА АДРЕНОКОРТИКОТРОПОЦИТИ ГІПОФІЗУ ПЛОДІВ, ЩО ВИНОШЕНІ В УМОВАХ ХРОНІЧНОЇ ВНУТРІШНЬОУТРОБНОЇ ГІПОКСІЇ ТА ЗАГИНУЛИ ВНАСЛІДОК АНТЕ-, ІНТРАНАТАЛЬНОЇ АСФІКСІЇ

(ДОСЛІДЖЕННЯ СЕКЦІЙНОГО МАТЕРІАЛУ).

5.1. Патологічна анатомія гемато-енцефалічного бар'єру

У даному розділі було вивчено плоди, що виношені в умовах хронічної внутрішньоутробної гіпоксії та загинули внаслідок гострої анте- або інтранатальної асфіксії (ХВУГ+ГАІА). Всього було вивчено 49 випадків.

Після розтину черепної коробки та вилучення головного мозку, останній у всіх випадках було зважено. У таблиці 5.1. наведено дані про середню та абсолютну масу ГМ плодів, що увійшли до даної групи дослідження. Встановлено, що найбільший показник відносної маси головного мозку реєструється у віці 21-30 тиж.

Таблиця 5.1
Середня абсолютна та відносна маса головного мозку плодів групи ХВУГ+ГАІА різноманітних термінів гестації

	Термін гестації

(у тиж.)
	Кіль-

кість плодів
	Середня вага тіла (×10-3 кг)
	Середня маса головного мозку (×10-3 кг)
	Відносна маса ГМ

	до 20
	8
	632,0±2,76*
	74,88±3,27*
	0,118

	21 – 25
	12
	667,67±0,77*
	94,70±4,35*
	0,142

	26 – 30
	11
	893,93±2,40*
	121,95±5,72*
	0,136

	31 – 35
	10
	1785,56±61,47*
	218,55±9,15*
	0,122

	≥ 36
	8
	2738,06±113,84
	312,21±14,08
	0,114


* – Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах гестації є вірогідною.
Під час макроскопічного дослідження, так само, як й у першій досліджуваній групі, у всіх спостереженнях було зареєстровано помірну набряклість та різке повнокров'я м'яких мозкових оболонок. У 22 випадках (44,9% від всієї кількості досліджуваних плодів та новонароджених даної групи) було відзначено лептоменінгіальні крововиливи. Частоту виникнення лептоменінгіальних крововиливів на різноманітних гестаційних термінах представлено в таблиці 5.2.

Таблиця 5.2
Частота виникнення лептоменінгіальних крововиливів в залежності від терміну гестації

	Термін гестації (у тижнях)
	Кількість плодів
	Кількість випадків із крововиливами

	
	
	абс.
	%

	16-20
	8
	6
	75,0

	21-25
	12
	7
	58,3

	26-30
	11
	5
	45,5

	31-35
	10
	3
	30,0

	≥ 36
	8
	1
	12,5


Як можна зауважити із представлених в таблиці 5.2. даних, частота виникнення лептоменінгіальних крововиливів є зворотньо пропорційною відносно до терміну гестації. У двох випадках крововиливи крупноосередкові, субарахноїдальні, були розташовані на конвекситальних поверхнях великих півкуль у тім'яно-потиличній ділянці. Ще у двох випадках лептоменінгіальні крововиливи були встановлені у тім'яних ділянках на верхівці звивин, плямисті та субпіальні (під час зняття оболонок мозку залишаються на поверхні звивин). В інших 18 випадках лептоменінгіальні крововиливи представлено крововиливами у борознах конвекситальних поверхонь, без чітких окреслених границь та локалізовані у 5 спостереженнях у основи скроневих ділянок, а у 13 спостереженнях – у тім'яно-потиличних ділянках.

Під час макроскопічного дослідження головного мозку, у всіх випадках звертала на себе увагу наявність ознак набряку. Виявлено згладженість звивин; під час розрізу речовини мозку ніж прилипав до поверхні розрізу; на мигдалинах мозочку було відзначено борозну того чи іншого ступеню виразності, внаслідок вклинення останніх до великого потиличного отвору.

У трьох випадках, у плодів із терміном гестації 16-25 тиж., було виявлено внутрішньошлуночкові крововиливи. Під час розтину бічні шлуночки у цих спостереженнях були незначно розширеними, вміщували ліквор із домішками рідкої крові, епендима шлуночків була гладенькою, блискучою. В одному випадку у плоду із терміном гестації 17 тиж. було виявлено субепендимарний лівосторонній крововилив. У цьому спостереженні та в інших випадках, в яких було відзначено внутрішньошлуночкові та субепендимарні крововиливи, шлуночки мозку розширеними не були, їх було вистелено гладенькою та блискучою епендимою. У всіх спостереженнях відзначалось помірне або різко виражене повнокров'я хоріоїдальних сплетінь.

При оглядовій мікроскопії у білій речовині мозку, латеральніше субепендимарного шару, у більшості випадків можна відзначити фокуси замінного гліозу, що свідчить про внутрішньоутробну загибель нейроцитів та внутрішньоутробну регенерацію тканини головного мозку за типом субституції, що відбулась. Осередки гліозу невеликі, мають округлу форму, а превалюючим клітинним пулом в них є астроцити із домішками олігодендроцитів та мікрогліоцитів (рис. 5.1, 5.2, 5.3, 5.4). Також, в поодиноких спостереженнях відзначено феномен сателітозу нейронів (рис. 5.5) та нечисленні псамомні тільця (рис. 5.6).

Під час морфометричного дослідження шару гліального паравентрикулярного матриксу, звертає на себе увагу його поступове витончення по мірі дозрівання плоду та збільшення гестаційного віку (табл. 5.3) [107]. Особливо зменшення товщини субепендимарного шару виражено у більш старших плодів (із терміном гестації 31 тиж. та більше), тому що в них різниця між двома сусідніми віковими групами є вірогідною. У незрілих плодів звертає на себе увагу нерівномірна товщина ЗГПВМ (рис. 5.7). Товщина ЗГПВМ коливалась у межах 237,3–727,8×10-6 м та склала в середньому 533,2±23,1×10-6 м.

Таблиця 5.3

Товщина субепендимарного шару, а також щільність розміщення клітин гліального ряду у ньому та середній діаметр їх ядер у плодів групи ХВУГ+ГАІА різного гестаційного віку

	Термін гестації

(у тиж.)
	Кількість плодів
	Товщина ЗГПВМ

(×10-6 м)
	Щільність клітин (кількість на 360×10-12 м2)
	Середній діаметр ядер клітин гліального ряду

	16 - 20
	8
	722,6±25,8
	147,1±5,7*
	5,19±0,16

	21 - 25
	12
	677,3±22,1
	119,8±5,2
	5,23±0,15

	26 – 30
	11
	633,3±22,6*
	107,2±4,2*
	5,27±0,17

	31 - 35
	10
	443,8±17,0*
	85,5±3,5*
	5,34±0,20

	≥ 36
	8
	241, 9±8,9
	68,2±3,0
	5,47±0,23


* – Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах гестації є вірогідною.
Під час підрахунку кількості гліальних елементів на обмеженому полі зору (360×10-12 м2) встановлено, що кількість клітин коливається у межах від 55 до 157 та складає в середньому 103,15±4,43 екземплярів. По мірі дозрівання плоду, внаслідок диференціювання спонгіобластів та міграції їх вглиб речовини мозку, кількість клітин гліального ряду у субепендимарному шарі поступово зменшується (табл. 5.3), особливо швидко – починаючи від 31 тижня гестації [104].

В результаті каріометричного дослідження клітин гліального ряду у ЗГПВМ встановлено наявність тенденції до збільшення показника середнього діаметру ядер на різних строках гестації (табл. 5.3). У плодів строком гестації 16-20 тиж., 21-25 тиж., а також 26-30 тиж., морфологічна картина клітинного складу гліальних клітин, що являють собою субепендимарний шар, є приблизно однаковою. Це дрібні, округлі, мономорфні клітини із гетерохромним ядром та помірно виразним, еозинофільним обідком цитоплазми. Основну клітинну масу представлено гліобластами із діаметром ядер 5,1-6,0×10-6 м (табл. 5.4), їх відносна кількість у цих вікових групах коливається від 78,3±4,1% до 81,9±3,9%. У невеликій кількості виявляються клітини з ядерним діаметром 5,0×10-6 м та менше. Середня відносна кількість їх у незрілих плодів склала 11,0±3,1–12,0±3,3%. та зовсім у невеликій кількості від 7,1±2,6% до 9,8±3,0% можна відзначити наявність клітин гліального ряду із діаметром ядра 6,1-7,0×10-6 м. Примітним є факт, що у цих вікових категоріях клітини із діаметром ядер більш, ніж 7,0×10-6 м відсутні взагалі.

Таблиця 5.4

Відносна кількість гліоцитів субепендимарного шару із різноманітним діаметром ядер на різних строках гестації (у %)

	Діаметр ядра

(×10-6 м)
	Гестаційний вік (у тижнях)

	
	16-20
	21-25
	26-30
	31-35
	≥ 36

	4,0-5,0
	11,0±3,1
	11,3±3,2
	12,0±3,3
	12,0±3,3
	13,9±3,5

	5,01-6,0
	82,0±3,9
	81,6±3,9
	78,3±4,1
	64,2±4,8
	43,3±5,0*

	6,01-7,0
	7,1±2,6
	7,2±2,6
	9,8±3,0
	15,5±3,6
	23,8±4,3

	7,01-8,0
	0
	0
	0
	8,2±2,7
	12,1±3,3

	>8,0
	0
	0
	0
	0
	7,0±2,5


* – Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах гестації є вірогідною.
У плодів та новонароджених у віці 31-35 тиж. гестації зменшується відносна кількість клітин із діаметром ядер 5,1-6,0×10-6 м до 64,2±4,8% (табл. 5.4). Одночасно збільшується кількість клітин більшого діаметру – із діаметром ядер 6,1-7,0×10-6 м до 15,5±3,6%, а також з'являються клітини із діаметром ядер 7,1-7,0×10-6 м. Кількість останніх, однак, не є великою, їх відносна кількість у плодів даної вікової категорії складає 8,2±2,7%. Ці клітини мають світле ядро із еухромним хроматином та помірну виразну цитоплазму. Поява останніх, скоріше за все, відображає процеси диференціювання гліобластів на астробласти та олігодендробласти.

Крім того, відмічено виразне та достовірне зменшення кількості «середніх» клітин, що мають діаметр ядра від 5,1 до 6,0×10-6 м. Їх відносна кількість знижується до 43,3±5,0%. Паралельно збільшується до 23,8±4,3% кількість клітин із діаметром ядра 6,1-6,0×10-6 м і до 12,1±3,3% кількість клітин із діаметром ядра 7,1-8,0×10-6 м. Та, нарешті, з'являються найбільші клітини, із діаметром ядра 8,1×10-6 м та більше, їх кількість є невеликою та складає 7,0±2,6% від усієї клітинної маси субепендимарного шару. Тобто, спостерігається збільшення відносної кількості дозріваючих та диференційованих форм макроглії. Внаслідок цього картина на даних термінах є досить поліморфною. Серед відносно невеликих гліобластів із гетерохромним ядром, які все ще збереглись, з'являється велика кількість як проміжних форм їх дозрівання (астробластів та олігодендробластів), так і остаточно диференційовані астроцити та олігодендроцити (рис. 5.9). Як проміжні, так й остаточні форми диференціювання гліобластів мають великий діаметр ядра та еухромний хроматин.

При гістологічному дослідженні у субепендимарному шарі другого компоненту ГЕБ – судинного, відзначено, що стан мікросудин відповідає І та ІІ стадії постаноксичних змін мозкового кровообігу. Причому, у більшості полів зору зміни МЦР проявляються у вигляді феномену непрохідності судин у вигляді зон незаповнення, що за Гурвичем А.М. [77] відповідає першій стадії постаноксичних змін мікросудин, тобто стадії первинної гіпоперфузії. У частині препаратів відзначено ознаки реактивної гіперемії (рис. 5.9, 5.10), тобто другої стадії.

Під час визначення площі мікросудин у ЗГПВМ встановлено, що в умовах хронічної внутрішньоутробної гіпоксії в динаміці гестації спочатку відбувається інтенсивний неоангіогенез та об'єм МЦР зростає по мірі збільшення гестаційного віку (табл. 5.5). Максимуму дана крива сягає до 25-30 тижнів гестації. Після цього відзначається вірогідне зниження питомої ваги мікросудин на площі мікропрепарату, що, скоріше за все, може пояснюватись зривом компенсаторно-адаптаційних реакцій, частковою редукцією МЦР та превалюванням процесів загибелі капілярів над процесами їх зростання у випадку важкої внутрішньоутробної гіпоксії [109, 236, 237].

У невеликій кількості спостережень (у 5 випадках, що складає 10,2% від усіх досліджуваних в даній групі плодів та новонароджених) у просвіті дрібних судин відзначаються вже організовані, а частіше за все, й реваскуляризовані мікротромби (рис. 5.11).

Таблиця 5.5

Відносна площа мікроциркуляторного русла, перикапілярного екстравазату та їх співвідношення у ЗГПВМ плодів групи ХВУГ+ГАІА різного ступеню зрілості

	Термін гестації
	Кіль-

кість плодів
	Відносна площа (у %)
	МЦР/ПЕВ

	
	
	МЦР
	ПЭВ
	

	≤ 20
	8
	2,3±0,1*
	2,8±0,1*
	1:1,20

	21 – 25
	12
	4,7±0,2*
	5,4±0,2*
	1:1,15

	26 – 30
	11
	8,7±0,4*
	9,2±0,5*
	1:1,06


	31 – 35
	10
	6,3±0,3*
	7,3±0,3*
	1:1,15

	≥ 36
	8
	3,9±0,1
	5,9±0,3
	1:1,51


* – Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах гестації є вірогідною.
У всіх випадках спостерігається помірний або різко виражений вазогенний набряк речовини мозку, морфологічним еквівалентом якого є наявність периваскулярного екстравазату (рис. 5.12, 5.13, 5.14). Під час аналізу динаміки змін відносної площі периваскулярного екстравазату відзначено закономірності, що є аналогічними до закономірностей змін відносної площі судин МЦР. Тобто, на вранішніх термінах гестації (від 30 тиж. внутрішньоутробного періоду) спостерігається зростання показника об'єму периваскулярного екстравазату, що є прямо пропорційним до ступеню зрілості плоду та гестаційного віку, після чого починається вірогідне зниження даного показника (табл. 5.5) [114]. Подібна динаміка може бути пояснена відповідними змінами відносної площі мікросудин, що були описані вище.

Однак, розрахунок показника МЦР/ПЕВ свідчить про те, що проникність капілярів є максимальною у глибоко недоношених, та, особливо, у зрілих плодів та новонароджених (табл. 5.5).

Під час дослідження стану судинної стінки в частині мікросудин відзначено її потовщення. Причини потовщення стінки судин МЦР є різноманітними. В артеріолах частіше за все це склероз. На другому місці серед причин, що обумовлюють потовщення судинної стінки артеріол, за частотою стоїть гіперплазія гладеньком'язового шару (рис. 5.13). Це явище відзначається у випадках наявності у матері гіпертонічної хвороби, гестозу або артеріальної гіпертензії іншого генезу. На останньому місці, за частотою, серед причин, що викликають потовщення стінки артеріол, стоїть гіаліноз (рис. 5.14, 5.15).

Базальна мембрана капілярів – це важлива структура ГЕБ, під час фарбування за допомогою PAS-реакції частіше за все виглядає розмитою, без чітких контурів, нерівномірно потовщеною та зафарбованою на інтенсивно рожевий колір (рис. 5.17). Подекуди відмічено пухкість мембран, різке витончення, аж до цілковитого зникнення. Показники середньої товщини базальних мембран капілярів мозку на різних термінах гестації наведені в таблиці 5.6. Аналізуючи дані, представлені в даній таблиці, належить відмітити, що показники середньої товщини базальних мембран капілярів головного мозку прогресивно зростають по мірі збільшення терміну гестації.

Таблиця 5.6
Середня товщина базальних мембран капілярів мозку у плодів групи ХВУГ+ГАІА різного строку гестації

	Термін гестації

(у тиж.)
	Кількість плодів
	Товщина базальної мембрани 

(×10-6 м)

	16 - 20
	8
	0,0477±0,0017

	21 - 25
	12
	0,0483±0,0019

	26 – 30
	11
	0,0522±0,0021

	31 - 35
	10
	0,0601±0,0025*

	≥ 36
	8
	0,0659±0,0027


* – Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах гестації є вірогідною.
Ендотеліоцити капілярів головного мозку у незрілих плодів та новонароджених (20 тиж. гестації та менше) представлено клітинами із веретеноподібними, пласкими, витягнутими гіперхромними ядрами та із практично неможливим до оптичного визначення обідком цитоплазми. Рівень морфофункціональної активності ендотеліоцитів на даних термінах, за даними цитофотометричного дослідження, можна охарактеризувати як помірний (табл. 5.7).

Таблиця 5.7
Оптична щільність ядер ендотеліоцитів на препаратах, забарвлених за Фьольгеном-Росенбеком, та їх цитоплазми на препаратах, забарвлених за Браше, капілярів мозку плодів групи ХВУГ+ГАІА різного строку гестації

	Термін гестації

(у тижнях)
	Оптична щільність (в ум.од.)

	
	ДНК ядер
	РНК цитоплазми

	16 - 20
	0,0821±0,0037
	0,533±0,022

	21 - 25
	0,0773±0,0033*
	0,544±0,020*

	26 – 30
	0,0660±0,0029
	0,594±0,018*

	31 - 35
	0,0583±0,0026*
	0,538±0,015

	≥ 36
	0,0694±0,0027
	0,532±0,017


* – Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах гестації є вірогідною.
У наступні віковій групі (21-25 тиж. гестації), під час оглядової мікроскопії, відзначено наявність нечисленних ділянок деендотелізації капілярної стінки. Одночасно, було відмічено наявність фокусів ендотеліоцитів, рівень морфофункціональної активності яких, трохи збільшується. Ядра таких ендотеліальних клітин стають округлими, а хроматин більш дрібно дисперсним, еухромним. Під час цитофотометрії зменшується оптична щільність ядер ендотеліоцитів, на препаратах, забарвлених за методом Фьольгена-Росенбека, зростає показник білковосинтезуючої активності їх цитоплазми, про що свідчить збільшення оптичної щільності їх цитоплазми, на препаратах, забарвлених за Браше (табл. 5.7). Все це говорить про компенсаторне зростання морфофункціональної активності непошкоджених ендотеліоцитів, оскільки значна частина ендотеліоцитів, скоріше за все, загинула.

У плодів та новонароджених зі строком гестації 26-30 тиж., процеси зростання морфофункціональної активності ендотеліоцитів мікросудин мозку виражено максимально. У цьому віці мінімальна оптична щільність ядер ендотеліальних клітин (на препаратах, забарвлених за Фьольгеном-Росенбеком) та максимальні середні показники оптичної щільності їх цитоплазми (на препаратах, забарвлених за Браше) (табл. 5.7). У наступній віковій категорії рівень їх морфофункціональної активності поступово знижується, що може вказувати на зниження на цьому гестаційному терміні регенераторних можливостей ендотеліоцитів, що, можливо, обумовлено, тяжкою хронічною внутрішньоутробною гіпоксією.

Перицити, що також приймають участь у формуванні ГЕБ, у групі ХВУГ+ГАІТ, помітно численніші (рис. 5.17). У більшості капілярів вони відсунуті від базальної мембрани периваскулярним набряком, але така картина формується, скоріше за все, тільки під час загибелі плоду (новонародженого). Збільшення кількості перицитів також можна вважати компенсаторною реакцією на внутрішньоутробне гіпоксичне ушкодження ендотелію та базальної мембрани капілярів.
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Рис. 5.1. Виразна проліферація мікрогліоцитів у субепендимарному шарі. Спостереження №38; мертвонароджений строком гестації 20 тижнів, група ХВУГ+ГАІА. Забарвлення за Ніслем, ×200
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Рис. 5.2. Поодинокі фокуси проліферації гліоцитів. Спостереження №14; мертвонароджений строком гестації 39 тижнів, група ХВУГ+ГАІА. Забарвлення за Ніслем, ×200
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Рис. 5.3. Велика кількість осередків гліозу в субепендимарному шарі. Спостереження №28; мертвонароджений строком гестації 26 тижнів, група ХВУГ+ГАІА. Забарвлення за Ніслем, ×200
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Рис. 5.4. Фокус гліозу, що складається переважно з мікрогліоцитів із домішками поодиноких клітин макроглії. Спостереження №14; мертвонароджений строком гестації 39 тижнів, група ХВУГ+ГАІА. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×400

[image: image13.jpg]



Рис. 5.5. Феномен сателітозу нейронів. Спостереження №18; мертвонароджений строком гестації 26 тижнів, група ХВУГ+ГАІА. Забарвлення за Ніслем, ×1000
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Рис. 5.6. Псамомні тільця на ділянці гліального перивентрикулярного матриксу. Спостереження №18; мертвонароджений строком гестації 37 тижнів, група ХВУГ+ГАІА. Забарвлення за Ніслем, ×200
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Рис. 5.7. Нерівномірна товщина зони гліального перивентрикулярного матриксу у незрілого плоду. Спостереження № 28; мертвонароджений строком гестації 19 тижнів, група ХВУГ+ГАІА. Забарвлення за Ніслем, ×200
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Рис. 5.8. Субепендимарний шар. Серед відносно невеликих гліобластів із гетерохромним ядром з'являється велика кількість як проміжних форм їх дозрівання, так і остаточно диференційовані астроцити та олігодендроцити. Спостереження №8; мертвонароджений строком гестації 36 тижнів, група ХВУГ+ГАІА. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×1000
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Рис. 5.9. Різка дилатація та повнокров'я дрібної вени – ІІ стадія постаноксичних змін (реактивна гіперемія). Спостереження №37; плід строком гестації 29 тижнів, група ХВУГ+ГАІА. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×200
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Рис. 5.10. Розширення та повнокров'я судин субепендимарного шару. Спостереження №27; плід строком гестації 27 тижнів, група ХВУГ+ГАІА. Забарвлення за Гоморі, ×200
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Рис. 5.11. В просвіті венул субепендимарного шару організовані та частково реваскуляризовані тромби. Стінки однієї з артеріол в незначній мірі потовщені за рахунок склерозу. Спостереження №23; мертвонароджений строком гестації 39 тижнів, група ХВУГ+ГАІА. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×200
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Рис. 5.12. Потовщення стінки венули за рахунок помірно виразного склерозу. Різко виразний вазогенний набряк – рясний периваскулярний екстравазат, що відриває перицити від речовини ГМ. Спостереження №43; мертвонароджений строком гестації 35 тижнів, група ХВУГ+ГАІА. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×200
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Рис. 5.13. Потовщення стінки артеріоли за рахунок гіперплазії гладеньком'язового шару. Різко виразний вазогенний набряк – рясний периваскулярний екстравазат. Спостереження №18; мертвонароджений строком гестації 35 тижнів, група ХВУГ+ГАІА. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×200
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Рис. 5.14. Потовщення стінки артеріоли у ЗГПВМ за рахунок гіалінозу. Помірно виразний вазогенний набряк. Спостереження №11; мертвонароджений строком гестації 34 тижні, група ХВУГ+ГАІА. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×200
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Рис. 5.15. Потовщені стінки артеріоли у ЗГПВМ за рахунок гіалінозу. Маси гіаліну пофарбовано на інтенсивно рожевий колір, різко PAS-позитивні. Спостереження №11; мертвонароджений строком гестації 34 тижні, група ХВУГ+ГАІА. Забарвлення за методом PAS-реакції, ×1000
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Рис. 5.16. Базальні мембрани капілярів головного мозку нерівномірно потовщені, мають «розмиті» контури, нерівномірно PAS-позитивні, подекуди витончені аж до повного зникнення. Спостереження №18; мертвонароджений строком гестації 35 тижнів, група ХВУГ+ГАІА. Забарвлення за методом PAS-реакції, ×1000
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Рис. 5.17. Добре помітні перицити та виразний периваскулярний набряк. Ультратонкі зрізи, забарвлені за допомогою тетраоксиду осмію за Палладою, ×1000

5.2. Патологічна анатомія епіфізу мозку та адренокортикотропоцитів гіпофізу

Макроскопічна оцінка форми шишкоподібних залоз плодів та новонароджених даної групи дослідження дозволила виявити наявність епіфізів трьох форм: кулеподібної, півмісячної та шишкоподібної. Епіфіз мозку має темно-бурий колір.

Оцінка зрілості пінелеальної паренхіми, на різних строках гестації, під час оглядового мікроскопічного дослідження, дозволила отримати наступні результати. У незрілих плодів із терміном гестації 16-20 тиж. паренхіма ЕМ представлена первинною мезенхімою. У наступної вікової категорії (плоди із терміном гестації 21-25 тиж.) з'являються морфологічні ознаки І перебудови: у центрі, залоза має псевдотрабекулярний тип будови, але у субкапсулярних ділянках паренхіма все ще представлена первинною мезенхімою [221]. У випадках плодів із терміном гестації 26-30 тиж., у субкапсулярних ділянках відзначено псевдотрабекулярний тип будови, у центрі залоз – відмічаються ознаки ІІ перебудови та, відповідно, целюлярний тип будови. Епіфіз плодів, що загинули на терміні 31-35 тиж., має повністю целюлярний тип будови. У найбільш зрілих плодів (тих, що загинули на терміні 36 тиж. та більше) у субкапсулярних ділянках паренхіму представлено целюлярним типом будови, а в центральних відділах відзначено явища ІІІ перебудови та псевдоальвеолярний тип будови.
Під час підрахунку відносної кількості пінеалоцитів різноманітних видів у епіфізах плодів різного гестаційного віку, отримані дані, що наведені в таблиці 5.8.

Аналіз даних, наведених в таблиці 5.8, дозволяє виявити помітну, але невірогідну тенденцію до збільшення питомої ваги пептидпродукуючих пінеалоцитів по мірі дозрівання плоду в умовах ХВУГ. Аналогічну тенденцію відзначено й у динаміці зміни відносної кількості пінеалоцитів, що продукують мелатонін та серотонін. Належить відзначити, що кількість останніх на момент народження у даній групі дослідження плодів збільшується більш, ніж у два рази. Кількість клітин, що являють собою недиференційовані, так звані «темні» пінеалоцити, а також мікроглії, по мірі зростання показника гестаційного віку, неухильно зменшується. Так, наприклад, у групі незрілих плодів із терміном гестації 16-20 тиж., відносна кількість останніх складає 37,7±4,8%. А у зрілих плодів (із терміном гестації 36 тиж. та більше) темних пінеалоцитів та гліальних клітин відзначено в середньому всього 5,0±2,2% від загального клітинного масиву пінеальної паренхіми.

Таблиця 5.8

Відносна кількість різноманітних типпів пінеалоцитів в ЕМ плодів групи ХВУГ+ГАІА на різних гестаційних термінах (у %)

	Термін гестації

(у тиж.)
	Тип пінеалоцитів

	
	ПСП
	ІСП
	темні+глія

	16 – 20
	42,5±4,9
	19,8±4,0
	37,7±4,8

	21 – 25
	49,5±5,0
	30,2±4,6
	20,3±4,0*

	26 – 30
	49,3±5,0
	35,3±4,8
	15,4±3,6

	31 – 35
	50,2±5,0
	42,1±4,9
	7,7±2,7

	≥ 36
	49,5±5,0
	45,5±5,0
	5,0±2,2


* – Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах гестації є вірогідною.

Після проведеного каріометричного дослідження різноманітних типів пінеалоцитів отримано наступні показники (табл. 5.9).

Аналізуючи результати каріометричного дослідження, наведених в таблиці 5.9, можна дійти висновку про те, що, по мірі дозрівання плоду в умовах ХВУГ, середні діаметр ядер, як ПСП, так і ІСП, збільшується. Причому, можливість різниці двох середніх на сусідніх термінах гестації є вірогідною (Р ≥ 95 %, р ≤ 0,95). Середній ядерний діаметр групи клітин, до якої ввійшли темні пінеалоцити та клітини глії, також зростає по мірі збільшення показника гестаційного віку досліджуваних плодів. Однак, можливість різниці двох середніх у цій групі клітин є невірогідною і тому ми можемо говорити лише про тенденцію [103].

Також проведно плоїдометричне дослідження всього клітинного масиву пінеальної паренхіми на різних строках гестації, та, як наслідок, визначено показник відносної кількості гіпо-, ді- та поліплоїдних пінеалоцитів. Результати даного дослідження наведено в таблиці 5.10 [105, 106, 112, 125].

Таблиця 5.9

Середній діаметр ядер різних типів пінеалоцитів у групі ХВУГ+ГАІА на різних строках гестації (×10-6 м)

	Термін гестації

(у тиж.)
	Тип пінеалоцитів

	
	ПСП
	ІСП
	темні + глія

	16 – 20
	7,44±0,06
	6,72±0,07
	4,54±0,01

	21 – 25
	7,48±0,08*
	6,82±0,09*
	4,60±0,04

	26 – 30
	7,79±0,10*
	7,08±0,09*
	4,73±0,04

	31 – 35
	8,11±0,03*
	7,35±0,07*
	4,74±0,05

	≥ 36
	8,44±0,14*
	7,72±0,09*
	4,73±0,04


* – Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах гестації є вірогідною.

Таблиця 5.10

Результати плоїдометричного дослідження пінеалоцитів ЕМ плодів групи ХВУГ+ГАІА на різних строках гестації

	Термін гестації

(у тиж.)
	Питома вага (%)

	
	< 2с
	2с
	> 2с

	16 – 20
	7,4±2,6
	89,3±3,1
	3,3±1,8

	21 – 25
	12,9±3,4
	83,8±3,7
	3,3±1,8

	26 – 30
	19,0±3,9
	76,6±4,2
	4,4±2,1

	31 – 35
	27,7±4,8
	65,5±4,8
	6,8±2,5

	≥ 36
	30,3±4,6
	62,1±4,9
	7,6±2,5


* – Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах гестації є вірогідною.

Як можна зауважити, відносна кількість гіпоплоїдних клітин, по мірі дозрівання плоду, зростає. Так, у незрілих плодів із терміном гестації до 20 тиж., відносна кількість таких клітин складає 7,4±2,6% від загальної клітинної маси. На момент народження, у плодів, що загинули на гестаційному терміні 36 тиж. та більше, відносна кількість гіпоплоїдних клітин складає вже 30,3±4,6%. Такі клітини розцінені різними авторами, як такі, що гинуть або шляхом некрозу, або шляхом апоптозу [314].

Про те, що в епіфізі плодів даної групи дослідження інтенсивно відбуваються процеси масової клітинної загибелі, свідчать також дані оглядового мікроскопічного дослідження. У старшій досліджуваній групі частіше за все відзначаються порожні, безклітинні поля, та звертає на себе увагу також явище проліферації мікроглії. На препаратах, забарвлених за Ейнарсоном на сумарні нуклеїнові кислоти, відзначено поодинокі апоптозні тільця з фрагментів ядер та цитоплазми.

Аналогічну тенденцію відзначено також й у динаміці змін відносної кількості поліплоїдних клітин, тобто тих, що мають більший, ніж диплоїдний набір хромосом. Так, у вкрай незрілих плодів, що загинули на строках гестації 16-20 тиж., відносна кількість поліплоїдних клітин у ЕМ складає 3,3±1,8% (табл. 5.10). На момент закінчення гестації їх відносна кількість більш, ніж подвоюється та складає 7,6±2,5% від загальної клітинної маси. Відповідно відносна кількість пінеальних клітин, що мають диплоїдний набір хромосом у ядрах, по мірі зростання показника терміну гестації зменшується, та на момент народження їх відносна кількість складає всього 62,1±4,9%.

Макроскопічне дослідження аденогіпофізів плодів даної групи дослідження дозволило виявити наявність різкого повнокров'я судин у всіх випадках.

Під час оглядової мікроскопії пошарових зрізів аденогіпофізу, АКТЦ відзначено у задньо-центральній зоні та вони мають вигляд округлих клітин із овоїдоподібним ексцентричним ядром та базофільною рясною цитоплазмою, під час фарбування гематоксиліном та еозином. Під час фарбування за методом Малорі, ядра АКТЦ набувають оранжевий або рубіново-червоний колір, а цитоплазма – блакитний.

Проведено каріо- та цитофотометричне дослідження АКТЦ, та визначено показники середніх діаметрів ядер клітин у різних вікових категоріях досліджуваних плодів, а також підраховано ядерно-цитоплазматичний індекс (табл. 5.11) [115, 117].

Аналіз змін показника середнього діаметру АКТЦ дозволяє виявити подібну тенденцію до тієї, яку виявлено під час визначення питомої ваги даного клітинного пулу аденогіпофізу. Тобто, спочатку ядерний діаметр збільшується аж до віку 26-30 тиж., коли він складає 7,18±0,34×10-6 м (табл. 5.11). Вже у віковій групі 31-35 тиж. середній діаметр АКТЦ зменшується до 6,58±0,30х10-6 м. А у зрілих плодів – до 5,17±0,19×10-6 м, що є вірогідно меншим показником, ніж на попередньому гестаційному терміні, та значно меншим одночасно, порівняно із групою найбільш незрілих плодів (16-20 тиж.).

Таблиця 5.11

Результати каріо- та цитофотометричного дослідження АКТЦ аденогіпофізу у плодів групи ХВУГ+ГАІА на різних гестаційних термінах

	Термін гестації

(у тиж.)
	Середній діаметр ядра (×10-6 м)
	Середній діаметр клітини (×10-6 м)
	ЯЦІ

	16 – 20
	6,23±0,27
	9,34±0,38
	0,44

	21 – 25
	6,44±0,28
	10,31±0,43
	0,39

	26 – 30
	7,18±0,34
	12,21±0,50*
	0,34

	31 – 35
	6,58±0,30
	10,53±0,46*
	0,39

	≥ 36
	5,17±0,19*
	7,76±0,23*
	0,44


* – Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах гестації є вірогідною.

Аналогічно поводить себе і крива динаміки змін середнього клітинного діаметру досліджуваних аденоцитів. Так, на самому початку, до гестаційного терміну 26-20 тиж., діаметр клітин збільшується, та складає в цьому віці в середньому 12,21±0,50×10-6 м. А потім він починає прогресивно й вірогідно зменшуватись. Так, у віці 31-35 тижнів він складає в середньому 10,53±0,46х10-6 м, а на терміні 36 тиж. та більше – 7,76±0,23×10-6 м. Причому, останній показник є значно нижчим, ніж аналогічний показник у групі вкрай незрілих плодів (16-20 тиж. гестації).

Описані зміни середнього ядерного та клітинного діаметру АКТЦ на різних термінах гестації можна трактувати таким чином. На самому початку шкідливого впливу хронічної в/у гіпоксії відбувається компенсаторне зростання рівня морфофункціональної активності АКТЦ та фаза адаптації продовжується аж до 30 тиж. гестації. Після чого відбувається зрив адаптаційних механізмів, фаза декомпенсації, під час якої настає вичерпність функцій АКТЦ, що морфологічно проявляється у вигляді різкого зменшення діаметру, як самих аденоцитів, так і їх ядер.

Зворотню реакцію можна прослідити під час аналізу змін ЯЦІ (табл. 5.11). Так, спочатку ядерно-цитоплазматичний індекс зменшується від 0,44 на терміні 16-20 тиж. до 0,34 на терміні 26-30 тиж. гестації. Подібні зміни ЯЦІ свідчать про більш інтенсивне збільшення об'єму цитоплазми АКТЦ порівняно із збільшенням об'єму їх ядер. Потім показник ЯЦІ починає зростати. У групі плодів 31-35 тиж. гестації він складає 0,39, а на терміні 36 тиж. та більше, вже – 0,44. Описана динаміка свідчить про те, що об'єм цитоплазми АКТЦ знижується набагато виразніше, ніж об'єм їх ядер.

Про всі зміни морфофункціональної активності АКТЦ, які описані вище, свідчать також дані, отримані в результаті проведеного цитофотометричного дослідження із визначенням середньої оптичної щільності ДНК їх ядер (на препаратах, забарвлених за Фьольгеном-Росенбеком) та РНК цитоплазми (на препаратах, забарвлених за Браше). Результати цитофотометрії наведено в таблиці 5.12.

Таблиця 5.12

Оптична щільність ДНК в ядрах АКТЦ (на препаратах, що забарвлені за Фьольгеном-Росенбеком) та РНК в їх цитоплазмі (на препаратах, забарвлених за Браше) у плодів групи ХВУГ+ГАІА на різних строках гестації

	Термін гестації

(у тиж.)
	Оптична щільність (ум. од.)

	
	ДНК
	РНК

	16 – 20
	0,5277±0,0122
	0,2387±0,0982

	21 – 25
	0,4886±0,0098
	0,2483±0,0115

	26 – 30
	0,4593±0,0079*
	0,2784±0,0123

	31 – 35
	0,4997±0,0086*
	0,2618±0,0120

	≥ 36
	0,5033±0,0089
	0,2522±0,0117


* – Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах гестації є вірогідною.

Крива змін оптичної щільності ДНК ядер АКТЦ має вигляд зворотньо розгорнутої параболи (рис. 5.18). Спочатку середня оптична щільність знижується, починаючи із показника 0,5277±0,0122 ум. од. на терміні гестації 16-20 тижнів до 0,4593±0,0079 ум. од. на терміні – 26-30 тижнів. У плодів на 26-30 тиж. ядра АКТЦ світлі, містять еухромний пилеподібний хроматин, що свідчить про високий рівень показника їх морфофункціональної активності. У подальшому оптична щільність ДНК ядер досліджуваних аденоцитів починає зростати до 0,4997±0,0086 ум. од. у групі плодів, що загинули у віці 31-35 тиж. й до 0,5033±0,0089 ум. од. у плодів, що загинули на терміні 36 тиж. та більше. В останні віковій групі ядра АКТЦ ущільнені, містять гетерохромний глибчастий хроматин, що відображує вичерпність його функцій.

Зворотню динаміку відзначено під час змін оптичної щільності РНК цитоплазми АКТЦ (рис. 5.19). Спочатку оптична щільність зростає від середньої позначки 0,2387±0,0982 ум. од. у віці 16-20 тижнів до 0,2784±0,0123 ум. од. у плодів строком гестації 26-30 тиж. Така динаміка відображає процеси інтенсифікації білково-синтетичної клітинної активності. Вже на терміні 31-35 тиж. середня оптична щільність РНК цитоплазми АКТЦ зменшується до 0,2618±0,0120 ум. од., а у зрілих плодів до 0,2522±0,0117 ум. од., що також говорить про зниження рівня морфофункціональної активності досліджуваних клітин.

Морфометричні показники, отримані під час проведення досліджень з даного розділу, оброблено за допомогою методів математичної статистики із використанням кореляційного аналізу. Встановлено наявність сильних різнобічно скерованих кореляційних зв'язків між гестаційним віком плоду та показниками зрілості субепендимарного шару (товщиною ЗГПВМ та щільністю розташування клітин у ній). Виявлено, що ступінь диференціювання ЗГПВМ та ступінь розвиненості судин МЦР сильно корелюють із показниками рівня морфофункціональної активності ендотелію (табл. 5.13). Крім того, ступінь зрілості ЗГПВМ та мікросудинного русла сильно корелює із показником, що опосередковано відображає ступінь пошкодження судин МЦР, а саме із товщиною базальної мембрани. Практично всі показники, як ті, що характеризують рівень зрілості субепендимарного шару та мікросудинної сітки, так і показники, що відображають ступінь пошкодження мікросудин, мають сильні кореляційні зв'язки зі ступенем зрілості плодів групи ХВУГ+ГАІА.
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Рис. 5.18. Динаміка змін показника середньої оптичної щільності ДНК ядер АКТЦ у плодів групи ХВУГ+ГАІА на різних строках гестації.

Проведено кореляційний аналіз морфометричних показників епіфізу мозку та морфометричних показників ГМ (табл. 5.14). Виявлено наявність сильних та помітних різнобічно скерованих кореляційних зв'язків між показниками, що відображають ступінь зрілості ЗГПВМ та судин МЦР, із показниками, що характеризують ступінь диференціювання пінеальної залози (питома вага різноманітних типів пінеалоцитів). У групі плодів із ХВУГ+ГАІА показники, що відображають ступінь ушкодження судин МЦР субепендимарного шару (товщина базальної мембрани капілярів та оптична щільність ДНК ядер ендотеліоцитів), мають сильні та помітні кореляційні зв'язки із показниками ступеню диференціювання епіфізарної паренхіми, інтенсивності апоптотичних процесів та виразності процесів адаптації та компенсації.

[image: image27.png]ONTUYHA LWNBHICTb B YM.OA,.

0,29

0,28

027

0,26

025

024

023

0,22

021

£020

8in 218025

811,26 A0 30
CTPOK recral

8in 318035

367a Ginblwe




Рис. 5. 19. Динаміка змін показника середньої оптичної щільності РНК цитоплазми АКТЦ у плодів групи ХВУГ+ГАІА на різних гестаційних термінах.

Аналізуючи ступінь залежності морфометричних показників, що відображають диференціювання та зрілість ЗГПВМ та судин МЦР, від показників, за якими оцінювали рівень морфофункціональної активності АКТЦ гіпофізу, належить відзначити наявність сильних та помітних кореляційних зв'язків. Окрім того, у плодів, виношених в умовах хронічної внутрішньоутробної гіпоксії, показники ушкодження судин МЦР сильно й помітно корелюють із показниками морфофункціональної активності АКТЦ гіпофізу (табл. 5.15).

Таблиця 5.13

Коефіцієнти кореляції між морфометричними показниками ГМ та терміном гестації, а також їх корелювання між собою у плодів групи ХВУГ+ГАІА

	Показник 
	Питома вага МЦР
	Питома вага ПЭВ
	Товщина ЗГПВМ
	Щільність клітин у ЗГПВМ
	Діаметр ядер гліоцитів
	Товщина базальної мембрани
	Оптична щільністьядер ендотелію
	Оптична щільністьцитоплазми ендотелію

	Термін гестації
	0,32
	0,56
	- 0,95
	- 0,99
	0,78
	0,96
	- 0,73
	- 0,11

	Питома вага МЦР
	
	0,94
	- 0,02
	- 0,34
	- 0,01
	0,11
	- 0,71
	0,80

	Питома вага ПЕВ
	
	
	- 0,28
	- 0,57
	0,22
	0,35
	- 0,79
	0,67

	Товщина ЗГПВМ
	
	
	
	0,93
	- 0,83
	- 0,98
	0,53
	0,36

	Щільність клітин у ЗГПВМ
	
	
	
	
	- 0,78
	- 0,94
	0,73
	0,08

	Діаметр ядер гліоцитів
	
	
	
	
	
	0,80
	- 0,34
	- 0,28


Таблиця 5.13 (
Таблиця 5.13 (продовження)

Коефіцієнти кореляції між морфометричними показниками ГМ та терміном гестації, а також їх корелювання між собою у плодів групи ХВУГ+ГАІА

	Показник
	Питома вага МЦР
	Питома вага ПЭВ
	Товщина ЗГПВМ
	Щільність клітин у ЗГПВМ
	Діаметр ядер гліоцитів
	Товщина базальної мембрани
	Оптична щільність ДНК ендотелію
	Оптична щільність РНК ендотелію

	Товщина базальної мембрани 
	
	
	
	
	
	
	- 0,60
	- 0,29

	Оптична щільністьДНК ендотелію
	
	
	
	
	
	
	
	- 0,27




- слабкий кореляційний зв'язок;            - помірний кореляційний зв'язок;

- помітний кореляційний зв'язок            - сильний кореляційний зв'язок.

Таблиця 5.14
Коефіцієнти кореляції між морфометричними показниками ГМ та морфометричними показниками епіфізу у плодів групи ХВУГ+ГАІА

	Показник 
	Питома вага МЦР
	Питома вага ПЭВ
	Товщина ЗГПВМ
	Щільність клітин у ЗГПВМ
	Діаметр ядер гліоцитів
	Товщина базальної мембрани
	Оптична щільністьДНК ендотелію
	Оптична щільність РНК ендотелію

	Питома вага ІСП
	0,24
	0,39
	- 0,61
	- 0,66
	0,49
	0,62
	- 0,52
	- 0,13

	Питома вага ПСП
	0,40
	0,59
	- 0,81
	- 0,88
	0,68
	0,81
	- 0,70
	- 0,04

	Питома вага темних клітин
	- 0,40
	- 0,62
	0,88
	0,97
	- 0,72
	- 0,88
	0,75
	0,04

	Діаметр ІСП
	0,13
	0,20
	- 0,46
	- 0,45
	0,37
	0,47
	- 0,34
	- 0,14

	Діаметр ПСП
	0,26
	0,24
	0,05
	- 0,01
	- 0,04
	- 0,03
	- 0,20
	0,20

	Діаметр темних клітин
	0,12
	0,12
	- 0,38
	- 0,35
	0,24
	0,40
	- 0,14
	0,11


Таблиця 5.14 (продовження)

Коефіцієнти кореляції між морфометричними показниками ГМ та морфометричними показниками епіфізу у плодів групи ХВУГ+ГАІА

	Показник
	Питома вагаМЦР
	Питома вага ПЕВ
	Товщина ЗГПВМ
	Щільність клітин у ЗГПВМ
	Діаметр ядер гліоцитів
	Товщина базальної мембрани
	Оптична щільність ДНК ендотелію
	Оптична щільністьРНК ендотелію

	Питома вага < 2с
	0,37
	0,58
	- 0,90
	- 0,96
	0,77
	0,91
	- 0,79
	- 0,04

	Питома вага 2с
	- 0,32
	- 0,54
	0,90
	0,94
	- 0,71
	- 0,92
	0,78
	0,09

	Питома вага >2с
	0,12
	0,34
	- 0,95
	- 0, 92
	0,77
	0,97
	- 0,70
	- 0,30


- слабкий кореляційний зв'язок;            - помірний кореляційний зв'язок;

- помітний кореляційний зв'язок;           - сильний кореляційний зв'язок.
Таблиця 5.15

Коефіцієнти кореляції між морфометричними показниками ГМ та морфометричними показниками адренокортикотропоцитів передньої долі гіпофізу у плодів групи ХВУГ+ГАІА

	Показник 
	Питома вага МЦР
	Питома вага ПЕВ
	Товщина ЗГПВМ
	Щільність клітин у ЗГПВМ
	Діаметр ядер гліоцитів
	Товщина базальної мембрани
	Оптична щільність ДНК ендотелію
	Оптична щільність РНК ендотелію

	Питома вага АКТЦ
	0,91
	0,86
	0,06
	- 0,28
	- 0,03
	- 0,01
	- 0,59
	0,70

	Середній  діаметр ядра
	- 0,61
	- 0,63
	0,04
	0,19
	- 0,13
	- 0,09
	0,15
	- 0,71

	Середній діаметр клітини
	0,78
	0,57
	0,58
	0,28
	- 0,52
	- 0,48
	- 0,32
	0,82

	Оптична щільність ДНК
	- 0,90
	- 0,89
	0,02
	0,33
	- 0,05
	- 0,07
	0,49
	- 0,77

	Оптична щільністьРНК
	0,97
	0,95
	- 0,15
	- 0,43
	0,12
	0,23
	- 0,73
	0,80


- слабкий кореляційний зв'язок;             - помірний кореляційний зв'язок;

- помітний кореляційний зв'язок            - сильний кореляційний зв'язок.
Резюме

Маса мозку плодів групи ХВУГ+ГАІА збільшується по мірі збільшення ступеню зрілості нащадків. Максимальний приріст маси головного мозку реєструється на термінах 21-30 тижнів гестації. Під час макроскопічного дослідження в 44,9% спостережень відмічено наявність лептоменінгальних крововиливів. Частота виникнення ЛМК є зворотньо пропорційною стосовно ступеню зрілості плоду.

Товщина субепіндімарного шару зменшується по мірі збільшення терміну гестації, паралельно зменшується щільність розташування гліальних компонентів в даній зоні. Не дивлячись на те, що середній ядерний діаметр гліоцитів є практично однаковим у всіх вікових категоріях, по мірі збільшення ступеню зрілості нащадків, картина змінюється із відносно мономорфної у незрілих плодів на виразний клітинний поліморфізм у випадку доношених плодів.

У всіх випадках відзначається порушення проникливості ГЕБ в зонах первинної гіперперфузії у вигляді вазогенного набряку. Крива динаміки змін відносної площини судин МЦР відносно до терміну гестації має вигляд параболи з піком у віці 26-30 тижнів. Аналогічно виглядає також крива відносного об'єму периваскулярного екстравазату. Відношення МЦР/ПЕВ є максимальним у найбільш зрілих плодів у групі ХВУГ+ГАІА, що свідчить про максимальну проникність гемато-енцефалічного бар'єру в них.

Судинна стінка у плодів та новонароджених цієї групи часто потовщена за рахунок явищ склерозу та гіалінозу, гладеньком'язовий шар артеріол гіперплазований. Базальні мембрани мікросудин теж нерівномірно потовщені, мають нерівні контури. Ендотелій місцями десквамований, подекуди у стані проліферації з високим рівнем морфофункціональної активності. В просвіті частини мікросудин відзначаються мікротромби з ознаками організації, реканалізації та реваскуляризації. Перицити є набагато більш чисельними порівняно до групи ГАІА, частіше вони відірвані від базальної мембрани набряковим екстравазатом.

У плодів, виношених в умовах хронічної в/у гіпоксії, та таких, що загинули анте- або інтранатально внаслідок аноксії мозку, з 26-го тижня відзначається прискорення дозрівання епіфізарної паренхіми. На момент народження пінеальні залози нащадків даної групи дослідження мають у центрі альвеолярний тип будови, що є характерним для дітей наприкінці першого року життя.

По мірі внутрішньоутробного дозрівання епіфізу мозку, відзначається тенденція до збільшення відносної кількості як пептидсинтезуючих, так й індоламінсинтезуючих пінеалоцитів за рахунок прогресивного зменшення відносної кількості темних недиференційованих пінеальних клітин. При цьому, особливо інтенсивно проходить процес диференціювання пінеалоцитів у бік індоламінопродукуючих. Паралельно, в світлих пінеальних клітинах, відзначається вірогідне підвищення позначки середнього діаметру ядра по мірі збільшення гестаційного віку, що свідчить про збільшення рівня їх морфофункціональної активності.

В ході гестації плодів в умовах ХВУГ зростає ступінь поліплоїдизації пінеалоцитів. Під час порівняння показників незрілих плодів (16-20 тиж.) та доношених мертвонароджених, було відмічено збільшення відносної кількості пінеалоцитів із поліплоїдними ядрами більш, ніж у два рази [102]. Кількість пінеалоцитів із гіпоплоїдним набором хромосом на момент кінця терміну гестації перебільшує показники незрілих плодів більш, ніж в чотири рази. Натомість, кількість клітин, що містять нормальний диплоїдний набор хроматину різко зменшується по мірі дозрівання плоду.

В АКТЦ гіпофізу до 26- 30 тиж. гестації інтенсивно зростає рівень морфофункціональної активності, потім відбувається значне його зниження.

Для демонстрації вищевказаних даних наводимо спостереження №13 – випадку аутопсії плоду із терміном гестації 37 тижнів, виношеного в умовах хронічної внутрішньоутробної гіпоксії та загиблого антенатально внаслідок гострої асфіксії (див. додаток Г).

За матеріалами даного розділу було опубліковано наступні друковані праці, в яких було відображено методи, результати, обговорення та висновки проведених досліджень. 
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РОЗДІЛ 6

КОМПОНЕНТИ ГЕМАТО-ЕНЦЕФАЛІЧНОГО БАР'ЄРУ, ЕПІФІЗ МОЗКУ ТА АДРЕНОКОРТИКОТРОПОЦИТИ ГІПОФІЗУ НОВОНАРОДЖЕНИХ, ЩО ВИНОШЕНІ В УМОВАХ ФІЗІОЛОГІЧНОГО ПЕРЕБІГУ ВАГІТНОСТІ ТА ЗАГИНУЛИ ВПРОДОВЖ ПЕРШОГО МІСЯЦЯ ЖИТТЯ ВНАСЛІДОК ІНТРАНАТАЛЬНОЇ АСФІКСІЇ

(ДОСЛІДЖЕННЯ СЕКЦІЙНОГО МАТЕРІАЛУ)

6.1. Патологічна анатомія гемато-енцефалічного бар'єру

В даному розділі представлено результати досліджень 36 випадків загибелі новонароджених (терміном гестації 34-37 тижнів), що виношені в умовах фізіологічного перебігу вагітності та інтранатально перенесли важку асфіксію, яка відповідає церебральній ішемії ІІІ ступеню [232, 233], та таких, що загинули впродовж першого місяця життя на ранніх етапах онтогенезу – група – ГАІА.

Під час розтину черепної коробки проведено зважування ГМ та його макроскопічне дослідження. Середня вага ГМ новонароджених даної групи дослідження, на різних термінах постнатального онтогенезу, середня вага тіла, а також співвідношення між масою тіла та масою мозку представлено в таблиці 6.1. Як можна відмітити, максимальну масу головного мозку мають новонароджені, що загинули протягом перших 60 хвилин постнатального онтогенезу, що безпосередньо обумовлено явищами набряку речовини мозку. Потім починається поступове зниження маси ГМ. Однак, після 5-ї – 7-ї доби після народження реєструється друга хвиля тенденції збільшення маси ГМ, про що свідчить визначення відносної маси головного мозку (табл. 6.1).

Макроскопічно, у всіх випадках відзначено помірне повнокров'я та набряклість судин м'яких мозкових оболонок. Борозни правильно розташовані, достатньої глибини у всіх спостереженнях. За рахунок набряку відмічена згладженість звивин. Головний мозок у всіх випадках представлено симетричними півкулями. Під час розрізу речовини мозку ніж прилипав до поверхні розрізу. Судини білої речовини були повнокровними. Ступінь повнокров'я макроскопічно оцінювався від помірного до виразного. Структури сірої та білої речовини на розрізі добре диференціювались. На гемісферах мозочку відзначалась виразна борозна від вклинення у великий потиличний отвір. Максимально макроскопічні ознаки набряку (згладженість звивин, прилипання ножу до поверхні розрізу, борозна на гемісферах мозочку) було зареєстровано в групі новонароджених, що загинули протягом першої доби постнатального отногенезу, а також у новонароджених, що померли протягом від 5-ти до 7-ми діб життя.

Таблиця 6.1

Середня вага тіла, відносна та абсолютна маса головного мозку у новонароджених групи ГАІА, що загинули на ранніх етапах постнатального онтогенезу

	Час загибелі

(Т)
	Кількістьспосте-

режень
	Середня вага

тіла (×10-3 кг)
	Середня ма-

са головного мозку

(×10-3 кг)
	Відносна маса ГМ

	Т ≤1 год.
	5
	2694,4±256,1
	417,3±22,9
	0,155

	1 <Т≥ 24 год.
	5
	2745,5±233,7
	377,4±33,1
	0,137

	24 год. <Т≥4 діб
	8
	2756,0±270,1
	334,3±27,2
	0,121

	4 <Т≥ 7 діб
	8
	2812,7±360,2
	385,7±29,4
	0,137

	Т > 7 діб
	6
	3100,3±377,5
	337,5±37,9
	0,109


Шлуночки мозку не розширені, виповнені цереброспінальною опалесцюючою рідиною. Епендима шлуночків у всіх випадках – гладенька, блискуча, сплетіння шлуночків – повнокровне.

Під час гістологічного оглядового дослідження зони гліального паравентрикулярного матриксу, звертає на себе увагу невелика її товщина та незначна щільність розташування клітинних гліальних компонентів у неї. В частині спостережень ЗГПВМ відсутня, що свідчить про закінчення диференціювання гліального апарату (рис. 6.1). Середня товщина субепендимарного шару та середня щільність розташування його клітинних елементів вірогідно не змінюються (табл. 6.2). У тих випадках, де відзначається ще наявність субепендимарного шару, відмічено, що вже протягом перших кількох діб після народження, послідовно зменшуються показник як його товщини, так і показник щільності розташування клітинних компонентів у ньому, що свідчить про тривання процесів диференціювання та міграції гліальних елементів. Про це також свідчить зміна питомої ваги гліоцитів із різним діаметром ядра, на різних періодах вранішнього постнатального онтогенезу (табл. 6.3).

Таблиця 6.2

Товщина субепендимарного шару, а також щільність клітин гліального ряду в ньому у новонароджених з ГАІА на різних термінах життя

	Час загибелі

(Т)
	Кількість спос-

тережень
	Товщина субепенді-

марного шару

(×10-6м)
	Щільність клітин

(кількість на 15×10-9 м2)

	Т ≤1 год.
	5
	190,50±7,11
	64,12±2,77

	1 <Т≥ 24 год.
	5
	189,56±9,15
	59,34±2,60

	24 год. <Т≥4 діб
	8
	175,14±8,56
	57,56±2,55

	4 <Т≥ 7 діб
	8
	177,89±6,23
	49,89±2,33

	Т > 7 діб
	6
	156,55±5,14
	45,44±2,17


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

З даних, наведених в таблиці 6.3, видно, що по мірі збільшення тривалості життя, відзначається тенденція до зменшення кількості дрібних клітинних форм (з маленьким діаметром ядер до 6,0×10-6м) із одночасним збільшенням кількості більших клітин, що являють собою проміжні та кінцеві варіанти диференціювання ембріональних спонгіобластів – астробласти, олігодендробласти, астроцити, олігодендроцити. При цьому, на оглядовій мікроскопії відзначено, що зрілі клітинні форми, тобто астроцити та олігодендроцити превалюють над проміжними гліальними елементами та камбіальними клітинами.

Компоненти ГЕБ на різних термінах постнатального життя, після перенесеної інтранатальної асфіксії, мають неоднозначні зміни [118, 120, 124, 126].

Таблиця 6.3

Відносна кількість клітин гліального ряду субепендимарного шару із різним діаметром ядер на різних термінах життя новонароджених з ГАІА (у %)

	Діаметр

ядра

(×10-6м)
	Тривалість постнатального онтогенезу

	
	Т ≤1 год.
	1 <Т≥

24 год.
	24 год. <Т≥4 діб
	4 <Т≥ 

7 діб
	Т > 7 діб

	4,0-5,0
	12,7±3,3
	11,2±3,2
	10,1±3,0
	10,2±3,0
	9, 6±2,9

	5,01-6,0
	19,1±3,9
	18,1±3,9
	18,4±3,9
	17,9±3,8
	16,5±3,7

	6,01-7,0
	36,0±4,8
	37, 8±4,9
	37,3±4,8
	39,0±4,9
	38,6±4,9

	7,01-8,0
	20,7±4,1
	20,7±4,1
	21,1±4,1
	20,7±4,6
	21,5±4,1

	>8,0
	11,5±3,2
	12,1±3,3
	13,0±3,4
	12,2±3,3
	13,8±3,4


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

Так, у новонароджених, що померли протягом першої години постнатального онтогенезу, у поодиноких астроцитах, на препаратах, забарвлених за Кахалем, відзначаються явища клазмотодендрозу. Клазмотодендроз являє собою набрякання відростків астроцитів та він передує каріо- та плазморексису клітини внаслідок її різкого набрякання [182, 201].

Судини МЦР в цій групі різко розширені, повнокровні, із рясно периваскулярними екстравазатами. Загальна картина різкого повнокров'я та набряку відповідає стадії первинної гіперемії, яка змінює стадію первинної непрохідності судин (останню ми спостерігали в групі летальної асфіксії) [77]. Різко збільшується відносна площа мікросудин, та в середньому цей показник складає 9,2±2,9% (табл. 6.4). Нагадаємо, що аналогічний показник у мертвонароджених новонароджених склав 5,0±0,2%. Також збільшується відносна площа периваскулярного екстравазату, що свідчить про різке підвищення проникності ГЕБ. Середня питома вага ПЕВ склала 13,7±3,4% (у групі летальної асфіксії цей показник склав 7,1±0,3%). Співвідношення питомої ваги судин МЦР/ПЕВ – 1:1,4.

Таблиця 6.4

Відносна площа мікроциркуляторного русла, перикапілярного екстравазату, та їх співвідношення у зоні паравентрикулярного гліального матриксу у головному мозку новонароджених з ГАІА на різних термінах життя

	Час загибелі

(Т)
	Кількість

спосте-

режень

	Відносна площа (у %)
	МЦР/ПЕВ

	
	
	МЦР
	ПЕВ
	

	Т ≤1 год.
	5
	9,2±2,9
	13,1±3,4
	1:1,4

	1 <Т≥ 24 год.
	5
	8,6±2,8
	14,2±3,5
	1:1,7

	24 год. <Т≥4 діб
	8
	4,5±2,1
	6,4±2,4
	1:1,4

	4 <Т≥ 7 діб
	8
	7,8±2,7
	12,6±3,3
	1:1,6

	Т > 7 діб
	6
	6,6±2,5
	8,7±2,8
	1:1,3


Наступним важливим компонентом ГЕБ, який було оцінено – є базальна мембрана капілярів. Базальна мембрана мікросудин подекуди розпушена, нерівномірно потовщена. Під час фарбування за методом PAS-реакції базальні мембрани із нечіткими, «розмитими» контурами, нерівномірно пофарбовані на інтенсивно рожевий колір. Середня товщина базальних мембран капілярів склала в середньому 0,0476±0,0015×10-6м та по мірі збільшення тривалості терміну постнатального онтогенезу цей показник збільшується (табл. 6.5) [6].

Ендотеліоцити капілярів головного мозку у новонароджених даної групи представлені клітинами із веретеноподібними гіперхромними ядрами та з найтоншим, практично неможливим до оптичного визначення, шаром цитоплазми, що лежить на базальній мембрані. На деяких ділянках інтими базальна мембрана не має ендотеліального покриття, тобто ендотеліоцити на цих ділянках загинули. Крім того, у просвіті великих судин відзначено десквамовані ендотеліоцити, що є морфологічним показником шкідливої дії перинатальної асфіксії на такий важливий компонент ГМ, яким є ендотелій. Рівень морфофункціональної активності ендотеліоцитів, за даними цитоморфометричного дослідження, можна охарактеризувати, як невисокий, що підтверджено за допомогою даних цитоморфометричного дослідження (табл. 6.6). Так, оптична щільність ДНК ядер ендотеліоцитів на препаратах, пофарбованих за Фьольгеном-Росенбеком, в середньому склала 0,0799±0,0027 ум. од. в зеленій частині спектру, а оптична щільність РНК їх цитоплазми, на препаратах, пофарбованих за Браше, 0,517±0,016) ум. од. В динаміці, по мірі збільшення терміну тривалості життя, спостерігається збільшення еухроматизації ядер ендотеліальних клітин та збільшення вмісту РНК в їх цитоплазмі.

Таблиця 6.5

Середня товщина базальних мембран капілярів мозку новонароджених групи ГАІА на різних етапах постнатального онтогенезу

	Час загибелі 

(Т)
	Кількість спос-

тережень
	Товщина базальної мембрани (×10-6 м)

	Т ≤1 год.
	5
	0,0476±0,0015

	1 <Т≥ 24 год.
	5
	0,0480±0,0016

	24 год. <Т≥4 діб
	8
	0,0491±0,0018

	4 <Т≥ 7 діб
	8
	0,0501±0,0017

	Т > 7 діб
	6
	0,0577±0,0019*


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

У групі новонароджених, чия смерть настала у проміжку більше 1-ї і до 24-х годин постнатального онтогенезу, явища клазмотодендрозу в астроцитах більш виразні. З'являються ознаки цитотоксичного набряку мозку. Відмічено набрякання астроцитів з ознаками плазморексису на початкових стадіях. В поодиноких олігодендроцитах відмічено ущільнення хроматину та зменшення розміру ядер – каріопікноз. У тих макрогліоцитах, де подібні патологічні явища відмічено не було, реєструється збільшення ядер з їх просвітленням та еухроматизацією, що говорить про підвищення рівня морфофункціональної активності цих клітин.

Капіляри мозку продовжують залишатись різко ділятованими, переповненими кров'ю, із ознаками сладжування еритроцитів. Однак, де-не-де, проявляються фокуси спадання просвітів капілярів, що говорить про вторинну гіпоперфузію у стадії початку [77]. Це також підтверджено невірогідним зменшенням відносної площі МЦР на даних термінах (табл. 6.4). Цей показник в середньому сягнув 8,6±2,8%. Однак, відносна площа периваскулярного екстравазату продовжує залишатись досить великою та навіть невірогідно збільшується, що свідчить про триваюче збільшення проникності ГЕБ та наростання явищ вазогенного набряку. Питома вага периваскулярного екстравазату у новонароджених, що загинули на даних термінах, складає в середньому 14,2±3,5%.

Таблиця 6.6

Оптична щільність ДНК в ядрах (на препаратах, забарвлених за Фьольгеном-Росенбеком) та РНК в цитоплазмі (на препаратах, забарвлених за Браше) ендотеліоцитів капілярів мозку новонароджених групи ГАІА, що загинули різних етапах раннього постнатального онтогенезу

	Час загибелі

(Т)
	Кількість спостере-

жень
	Оптична щільність (в ум.од.)

	
	
	ядер
	цитоплазми

	Т ≤1 год.
	5
	0,0799±0,0027
	0,517±0,016

	1 <Т≥ 24 год.
	5
	0,0775±0,0025
	0,521±0,016

	24 год. <Т≥4 діб
	8
	0,0747±0,0023
	0,533±0,017

	4 <Т≥ 7 діб
	8
	0,0633±0,0017*
	0,631±0,019*

	Т > 7 діб
	6
	0,0649±0,0019
	0,647±0,018


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

Під час фарбування за методом PAS-реакції – базальні мембрани мікросудин мають нечіткі, «розмиті» контури. Осередково відзначено витончення базальних мембран, навіть до повного їх зникнення. Саме в цих зонах відзначається найбільше скупчення периваскулярного екстравазату. Товщина базальної мембрани 0,0480±0,0016х10-6 м (табл. 6.5).

У клітинах ендотеліального вистілання капілярів відзначаються ознаки набрякання ядер. Однак, показники оптичної щільності ядер ендотеліоцитів та їх цитоплазми продовжують залишатись на тогочасному рівні (табл. 6.6).
Наступна група, яку ми досліджували, була групою новонароджених, що загинули у проміжку від 24 години та більше і до 4-х діб від моменту народження.

В астроцитах продовжують наростати явища клазматодендрозу, набрякання, каріо- та плазморексису. Рівень морфофункціональної активності життєздатних астроцитів є різко підвищеним, ядра їх – мають різко просвітлений хроматин. У поодиноких астроцитарних клітинах центр ядра виглядає оптично порожнім, а хроматин конденсується під нуклеолемою. Подібне явище називається феноменом маргінації хроматина, що, як відомо, є оптичним свідоцтвом апоптозу [274, 316]. Крім того, з'являються ознаки проліферації макроглії. Проліферати представлено фокусами із невеликою кількістю клітин (6-8). Останні розташовуються навколо облітерованих капілярів із просвітами, що спались (див. далі). Їх відзначено у поодиноких полях зору в даній групі. У частині мікрогліоцитів відзначаються ознаки коагуляційного некрозу із каріпікнозом та каріорексисом. Збережені клітини мають також збільшені просвітлені ядра. Клітини Ортега декілька збільшені в розмірах, що свідчить про початок процесів фагоцитозу омертвілих біологічних об'єктів у стадії розпаду.

Стан мікросудинного русла у субепендимарному шарі на даному етапі можна охарактеризувати як стан вторинної гіперфункції [77]. Більшість капілярів у стані спадіння, крові не містять. Лише в поодиноких полях зору відзначаються нечисленні повнокровні мікросудини. Відносна площа об'єму МЦР різко падає та складає в середньому 4,5±2,1% (табл. 6.4). Також зменшується проникність ГЕБ, про що свідчить різке зменшення відносної площі ПЕВ та зниження показника співвідношення МЦР/ПЕВ. Відносна площа ПЕВ склала в середньому 6,4±2,4% (табл. 6.4). Співвідношення МЦР/ПЕВ сягає 1:1,4.

Стінки мікросудин є тонкими, їх базальні мембрани також мають нечіткі контури та є пухкими. Подекуди відзначено різке витончення базальних мембран. Середня товщина базальних мембран 0,0491±0,0018×10-6 м (табл. 6.5), що демонструє тенденцію їх потовщення по мірі подовження тривалості постнатального онтогенезу.

Ядра ендотелію набряклі, осередкова десквамація ендотеліоцитів прогресує. Цитофотометричні показники, що свідчать про рівень морфофункціональної активності, не є вірогідно зміненими, однак спостерігається тенденція до їх збільшення (табл. 6.6). Середня оптична щільність ядер ендотеліоцитів на препаратах, пофарбованих за Фьольгеном-Росенбеком, складає 0,0747±0,0023 ум. од.; оптична щільність їх цитоплазми на препаратах, забарвлених за Браше, склала 0,533±0,017 ум. од.

Інша картина проявляється під час дослідження компонентів ГЕБ в ділянці гліального паравентрикулярного гермінативного матриксу у новонароджених, що померли у термін більше 4-х діб життя та до 7-ї доби від моменту народження.

Інтенсивність загибелі астроцитів трохи зменшується. Однак, явища клазматодендрозу, каріо- та плазморексису й надалі продовжують реєструватись. Інтенсифікуються процеси загибелі астроцитарних клітин шляхом запрограмованої клітинної смерті – апоптозу, про що свідчить велика кількість клітин із феноменом маргінації хроматину у ядрах. Життєздатні астроцити мають підвищений рівень морфофункціональної активності. Окрім ознак клітинної загибелі, відзначено явища проліферації та гіперплазії гліоцитів. Як вже було вказано вище, здебільшого проліферують астроцити навколо облітерованих капілярів. Мікрогліоцити також проліферують. Часто реєструється явище сателітозу нейронів або, так званого, феномену нейронофагії (рис. 6.2). Поодинокі мікрогліоцити збільшені в об'ємі, вочевидь, це пов'язано із активним фагоцитозом фрагментів тканини ГМ, яка розпадається.

На цих термінах у мозковому кровообігу реєструється друга хвиля повнокров'я – так звана стадія вторинної гіперфункції [77]. Більшість мікросудин мають різко дилятовані просвіти, переповнені кров'ю. Відносна площа МЦР збільшується, а в середньому по групі складає – 7,8±2,7% (табл. 6.4). Паралельно збільшується відносна площа ПЕВ, що свідчить про збільшення проникності ГЕБ на цих термінах постнатального онтогенезу внаслідок перенесеної інтранатальної асфіксії. Цей показник в середньому складає 12,6±3,3% (табл. 6.4). Співвідношення відносної площі мікроциркуляторного русла до відносної площі периваскулярного екстравазату складає 1:1,6, що є вищим, за аналогічний показник на попередньому етапі постнатального онтогенезу.

Стінки мікросудин тонкі, їх базальні мембрани мають нерівномірну товщину, вони пухкі, не мають рівних та чітких контурів. Середня товщина базальних мембран складає 0,0501±0,0017×10-6 м (табл. 6.5). Належить відмітити, що зареєстровано тенденцію до поступового збільшення середнього показника товщини базальних мембран капілярів (табл. 6.5), що, скоріше за все, обумовлено явищами її колагенізації.

У препаратах було відзначено численні мікрофокуси деендотелізації мікросудин. В ендотеліоцитах збережених судин МЦР мають місце чіткі ознаки проліферації. Їх ядра збільшені за розмірами, виступають до просвіту капілярів із різко еухромним дрібнодисперсним хроматином. Рівень морфофункціональної активності ендотеліальних клітин дуже високий, про що свідчить вірогідна зміна цитофотометричних показників (табл. 6.6). Середня оптична щільність ядер ендотеліоцитів складає 0,0633±0,0017 ум. од.; оптична щільність їх цитоплазми – 0,631±0,019 ум. од.

Під час дослідження ГМ новонароджених, постнатальний онтогенез яких склав більше, ніж 7 діб, та таких, що загинули протягом першого місяця життя внаслідок гіпоксично-ішемічної енцефалопатії, у субепіндімарному шарі відзначено наступну морфологічну картину.

Ознаки загибелі макрогліальних клітин, як шляхом некрозу, так і шляхом апоптозу, зареєстровано, але тільки в поодиноких полях зору. На цьому етапі проявляються компенсаторні та адаптаційні механізмі, а над процесами загибелі починають превалювати процеси проліферації та гіперплазії. Частіше можна відзначити явище сателітозу нейронів (рис. 6.2). Рівень морфофункціональної активності як астроцитів, так і олігодендроцитів залишається високим. Мікрогліоцити мають збільшені за розмірами світлі еухромні ядра із дрібнодисперсним хроматином. Деякі з них є збільшеними за розмірами, інтенсивно здійснюють фагоцитарну функцію.

На тому самому етапі, в частині спостережень, насамперед, в периваскулярній зоні, відзначено поодинокі псамомні тільця (рис. 6.3) та нечисленні дрібні осередки дрібногрудочкового звапніння, як прояв дистрофічного звапніння (рис. 6.4).

Картина стану прохідності МЦР є досить строкатою. Осередки невідновленого кровообігу переминаються із зонами гіперфункції. Окрім капілярів із облітерованим просвітом відзначаються фокуси неоангіогенезу із формуванням судинних бруньок. Показник відносної площі мікросудин складає 6,6±2,5% (табл. 6.4). Зменшується відносна площа периваскулярного екстравазату, що свідчить про зниження проникності ГЕБ. Показник середньої відносної площі ПЕВ сягає 8,7±2,8% (табл. 6.4). Співвідношення МЦР/ПЕВ складає 1:1,3.

На цьому етапі в частині артеріол стінки потовщуються за рахунок склерозування. У капілярах, під час фарбування за методом PAS-реакції, базальні мембрани мають розмиті нечіткі контури. Вірогідно збільшується товщина базальних мембран, в цій групі товщина базальних мембран складає 0,0577±0,0019×10-6 м (табл. 6.5). Продовжуються процеси неоангіогенезу.

Проліферативна активність ендотеліоцитів висока. Світлооптичні ендотеліальні клітини мають збільшені еухромні ядра. Цитофотометричні показники білковосинтезуючої активності ендотеліоцитів МЦР свідчать про високий рівень морфофункціональної активності останніх. Середня оптична щільність ядер ендотеліоцитів склала (0,0649±0,0019) ум. од. в зеленій частині спектру, оптична щільність їх цитоплазми – 0,647±0,018 ум. од. (табл. 6.6).
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Рис. 6.1. Відсутність ЗГПВМ у зрілого новонародженого. Спостереження №27; новонароджений із ГАІА, із терміном гестації 37 тижнів, що загинув на 3-тю добу після народження. Забарвлення за Ніслем, збільшення ×200.
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Рис. 6.2. Явище сателітозу нейронів олігодендроцитами. Спостереження №4, новонароджений із ГАІА, із терміном гестації 35 тижнів, що помер на 11-ту добу. Забарвлення гематоксиліном та еозином, збільшення ×1000.
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Рис. 6.3. Псамомне тільце у периваскулярній зоні – округле, велике гомогенне базофільне ядро. Спостереження №26. Новонароджений із ГАІА, із терміном гестації 37 тижнів, що загинув на 9-ту добу після народження. Забарвлення я гематоксиліном та еозином, збільшення ×1000.
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Рис. 6.4. Осередок дрібноглибчастого звапнення у периваскулярній зоні. Спостереження №21. Новонароджений із ГАІА, із терміном гестації 36 тижнів, що загинув на 10-ту добу після народження. Забарвлення гематоксиліном та еозином, збільшення ×200.
6.2. Патологічна анатомія епіфізу мозку та адренокортикотропоцитів гіпофізу

Вищеописані патологічні зміни компонентів ГЕБ у померлих новонароджених із постгіпоксичною енцефалопатією, супроводжуються змінами у ЕМ та АКТЦ гіпофізу, у зв’язку із їх участю у процесах адаптації до гіпоксичних ушкоджень. Макроскопічне дослідження епіфізів даної групи показало, що у новонароджених зустрічаються епіфізи трьох груп: найчастіше – у формі полумісяця, рідше – шишкоподібні, ще рідше – шароподібні. Колір залоз різниться від темно-сірого до інтенсивного бурого, майже чорного.

Під час оглядової мікроскопії відзначено, що пінеальні залози у всіх групах дослідження, знаходяться на етапі другої перебудови [221]. При цьому, більш зрілі ділянки целюлярного типу відзначаються у центрі залоз, а у субкапсулярних ділянках відзначаються структури, що відповідають псевдотрабекулярному типу будови. У випадку недоношених новонароджених ділянки целюлярного типу будови є менш об'ємними. Крім того, відзначено наявність невеликих «порожнин» в епіфізарній паренхімі, що свідчить про наявність процесів масової клітинної загибелі. При цьому, описані «порожнини» збільшуються за площею і за частотою відзначення, по мірі збільшення терміну тривалості постнатального онтогенезу.

Пінеальна паренхіма представлена двома типами пінеалоцитів, які умовно названі світлими та темними. Серед світлих пінеальних клітин можна добре розрізнити пінеалоцити із домінуванням індоламіпродукції та пінеалоцити із домінуванням пептидпродукції. У випадку новонароджених, що загинули на різних етапах вранішнього постнатального онтогенезу, відносна кількість клітин всіх трьох типів є різною (табл. 6.7). Так, відносна кількість ППС, у групі новонароджених, що померли протягом першої години після народження, складає 60,3±4,9%. В наступних трьох групах (новонароджені, що померли у першу добу; ті, що померли у проміжку від 1-ї до 4-ї доби; та ті, що померли після 4-ї і до 7-ї доби) даний показник майже не змінюється та складає, відповідно, 60,7±4,7%, 61,0±4,8% та 60,5±4,9%. А от у групі новонароджених, що прожили більш, ніж 7 діб, частина ПСП знижається та складає в середньому 51,3±4,7% від загальної клітинної маси пінеальної паренхіми.

Таблиця 6.7

Відносна кількість різноманітних пінеалоцитів у ЕМ новонароджених із ГАІА, що загинули на різних термінах життя (%)

	Час загибелі

(Т)
	Кількість

спосте-режень
	Тип пинеалоцитів

	
	
	ПСП
	ІСП
	темні+глія

	Т ≤1 год.
	5
	60,3±4,9
	28,7±4,3
	10,7±3,1

	1 <Т≥ 24 год.
	5
	60,7±4,7
	29,2±4,5
	10,2±3,0

	24 год. <Т≥4 діб
	8
	61,0±4,8
	30,3±4,6
	8,4±2,8

	4 <Т≥ 7 діб
	8
	60,5±4,9
	32,8±4,7
	6,6±2,5

	Т > 7 діб
	6
	51,3±4,7
	44,4±5,0
	4,5±2,1


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

Що стосується індоламінпродукуючих пінеалоцитів, то у перших трьох груп новонароджених (ті, що прожили не більше 1 години; ті, що померли протягом першої доби після народження та; ті, що померли у проміжку від  1-ї і до 4-х діб після народження) відносна кількість клітин даного типу є більш-менш однаковою – 28,7±4,3%, 29,2±4,5% та 30,3±4,6%. У подальшому, у випадку новонароджених, що померли в інтервалі більше 4-х і до 7-ї доби, відмічено деяке збільшення долі ІСП. А ось у нащадків, що прожили довше, ніж 7 діб, та померли протягом першого місяця життя, відносна кількість індоламінсинтезуючих пінеалоцитів значно зростає та сягає 44,4±5,0%, від усіх клітин, що складають пінеальну паренхіму (табл. 6.7).

Останнім клітинним типом, представленим у паренхімі ЕМ, є темні клітини. Серед них можна відзначити як камбіальні недиференційовані пінеалоцити, так і клітини мікроглії (клітини Ортега). Відрізнити їх під час світлової мікроскопії, без використання імуногістохімічних методів дослідження, неможливо. У перших двох групах (новонароджені, що прожили не довше години; та новонароджені, що прожили потягом від 1-ї години до 24-х годин) відносна кількість дрібних темних клітин є приблизно однаковою – 10,7±3,1 і 10,2±3,0%, відповідно. У подальшому спостерігалось прогресуюче зменшення часточки даних клітин. Так, у новонароджених, що загинули у проміжку 1-ша – 4-та доба, їх питома вага склала 8,4±2,8%. У наступній групі (новонароджені, що загинули у проміжку більше 4-х і до 7-ї доби) їх ще менше, та в середньому їх відносна кількість складає 6,6±2,5%. Новонароджені, що прожили довше за 7 діб та загинули протягом першого місяця постнатального онтогенезу, було відзначено найменший вміст темних клітин в епіфізах. Відносна кількість даних клітин у підгрупах склала 4,5±2,1%, що є більш ніж у два рази менше, ніж аналогічний показник під час народження (табл. 6.7). Подібне зменшення кількості темних пінеалоцитів, що прогресує, насамперед, обумовлено зменшенням недиференційованих камбіальних клітин. Скоріше за все, у відповідь на стресовий шкідливий вплив гострої асфіксії, а потом важкої постгіпоксичної енцефалопатії, недиференційовані пінеальні клітини починають процес диференціювання у бік індоламінпродукції (табл. 6.7).

Для того, щоб оцінити рівень морфофункціональної активності пінеальних клітин, ми провели каріометрію всіх видів пінеалоцитів. Результати даного дослідження представлено в таблиці 6.8.

Як бачимо, рівень морфофункціональної активності пептидпродукуючих пінеалоцитів, по мірі збільшення терміну постнатального онтогенезу, збільшується, про що свідчить збільшення середніх показників діаметру їх ядер. Так, у новонароджених, що загинули протягом першої години життя, а також у новонароджених, що загинули у проміжку від 1-ї години до 24-х годин постнатального онтогенезу, середній діаметр ядер ПСП практично не відрізняється та складає, відповідно 7,38±0,28 та 7,37±0,26×10-6 м. В подальшому (у загиблих протягом від 1-ї до 4-ї доби) відбувається незначне підвищення даного показника до 7,45±0,25×10-6 м. У новонароджених, що загинули у проміжку більше 4-х і до 7-ми діб вранішнього постнатального онтогенезу, діаметр ядер пептидсинтезуючих пінеалоцитів збільшується ще більше та складає в середньому 7,58±0,27×10ˉ6 м. На цих етапах ядерний хроматин є різко еухромним, дрібнодисперсним. Частина ядер, під час фарбування за Фьольгеном-Росенбеком та за Ейнарсоном, мають абсолютно оптично прозорий центр та конденсований у вигляді стрічки хроматин під нуклеомою, тобто, в частині пінеалоцитів відзначено апоптотичні зміни у вигляді феномену маргінації хроматину.

Таблиця 6.8

Середні діаметри ядер різноманітних відів пінеалоцитів у новонароджених із ГАІА на різних термінах життя (х10-6 м)

	Час загибелі

(Т)
	Кількість

спосте-режень
	Тип пінеалоцитів

	
	
	ПСП
	ІСП
	темні+ глія

	Т ≤1 год.
	5
	7,38±0,28
	6,72±0,31
	4,75±0,17

	1 <Т≥ 24 год.
	5
	7,37±0,26
	6,73±0,29
	4,69±0,15

	24 год. <Т≥4 діб
	8
	7,45±0,25
	6,85±0,32
	4,70±0,19

	4 <Т≥ 7 діб
	8
	7,58±0,27
	7,07±0,33
	4,72±0,14

	Т > 7 діб
	6
	7,89±0,30
	7,68±0,35
	4,74±0,17


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

Як бачимо, рівень морфофункціональної активності ППС, по мірі збільшення терміну постнатального онтогенезу, підвищується, про що свідчить збільшення середніх показників діаметру їх ядер. Так, у новонароджених, що загинули протягом першої години життя, а також у тих, що загинули у проміжку від 1-ї до 24-х годин постнатального онтогенезу середній діаметр ядер пінеалоцитів даного типу практично не відрізняється та складає, відповідно, 7,38±0,28 та 7,37±0,26×10-6 м. В подальшому, у тих, що загинули протягом 1-ї – 4-ї доби, відбувається незначне збільшення даного показника до 7,45±0,25×10ˉ6 м. у випадку новонароджених, що загинули в інтервалі більше 4-х та до 7-ї доби вранішнього постанатального онтогенезу, діаметр ядер пептидсинтезуючих пінеалоцитів збільшується ще більше та складає в середньому 7,58±0,27×10ˉ6 м. На цих термінах ядерний хроматин є різко еухромним, дрібнодисперсним. Частина ядер під час фарбування за Фьольгеном-Росенбеком та Ейнарсоном має абсолютно оптично прозорий центр та конденсований у вигляді стрічки хроматин під нуклеолемою, тобто, у частині пінеалоцитів відзначаються зміни у вигляді феномену маргінації хроматину.

Найбільший діаметр ядер ПСП, і, як наслідок, й найбільший рівень морфофункціональної активності зареєстровано в епіфізах новонароджених, які гинули у терміні більше 4-х та до 7-ми діб. Середній діаметр ядра світлих пептидпродукуючих пінеальних клітин у цій групі склав 7,89±0,30×10ˉ6 м. У цій групі, окрім вже описаних вище апоптотичних змін у вигляді феномену маргінації хроматину, також відзначено явні ознаки апоптозу у вигляді зморщування ядер за типом тутових ядер та вільно розташованих апоптотичних тілець на препаратах пофарбованих за Ейнарсоном.

Аналогічну, але більш виразну, динаміку зареєстровано також у випадку каріометрії індоламінсинтезуючих пінеалоцитів (табл. 6.8). Так, у випадку новонароджених, що померли протягом першої години життя, та, тих, що загинули в інтервалі від 1-ї до 24-х годин, дані показники не відрізняються та складають відповідно 6,72±0,31 і 6,73±0,29×10ˉ6 м. У тих, що загинули в інтервалі більше 1-ї доби і до 4-х діб постнатального онтогенезу, середній діаметр ядер ІСП в деякій мірі збільшується та складає 6,85±0,32×10ˉ6 м. Ще більшим середній діаметр ядер є у новонароджених, що загинули на терміні більше 4-х і до 7-ми діб життя – 7,07±0,33×10ˉ6 м. У частині ІСП, також можемо відзначити феномен маргінації хроматину, що свідчить про вичерпність функцій та апоптотичні змін у даному пулі пінеальних клітин. Максимальним середній ядерний діаметр ІСП є у новонароджених, що прожили довше за 7 діб, так цей показник складає 7,68±0,35×10ˉ6 м. На цьому ж терміні відзначено вже явні ознаки апоптозу у вигляді зморщування ядер за типом тутових клітин та винайдення вільно розташованих апоптозних тілець під час фарбування препаратів епіфізу за Ейнарсоном [323, 330].

Середній діаметр ядер темних клітин, що включають до себе недиференційовані камбіальні клітини та клітини мікроглії, протягом всього етапу вранішнього постнатального онтогенезу, практично не змінюється (табл. 6.8).

Для оцінки життєздатності пінеальних клітин, а також для виявлення мофологічних ознак компенсаторно-адаптаційних процесів у вигляді поліплоїдизації їх ядер, ми провели плоїдометричне дослідження. Результати даного дослідження наведені в таблиці 6.9.

Таблиця 6.9

Відносна кількість пінеалоцитів із різноманітним вмістом хроматина в ядрах епіфізу новонароджених із ГАІА, що загинули протягом першого місяця життя (у%)

	Час загибелі

(Т)
	Кількість

спосте-режень
	Вміст хроматину в ядрах

	
	
	< 2 с
	2 с
	> 2 с

	Т ≤1 год.
	5
	13,8±3,4
	82,9±3,8
	3,5±1,7

	1 <Т≥ 24 год.
	5
	14,2±3,5
	81,5±3,9
	3,8±1,8

	24 год. <Т≥4 діб
	8
	16,9±3,7
	78,7±4,1
	4,1±2,0

	4 <Т≥ 7 діб
	8
	21,2±4,1
	73,6±4,4
	5,0±2,2

	Т > 7 діб
	6
	28,7±4,5
	63,6±4,8
	7,7±2,7


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

Аналізуючи отримані результати, треба відмітити, що відносна кількість гіпоплоїдних клітин зростає по мірі збільшення тривалості життя. При цьому, якщо порівняти дані показники у тих, що загинули протягом першої години життя, та тих, що прожили найдовше (більше, ніж 7 діб), то відзначається збільшення більш, ніж у два рази (з 13,8±3,4% до 28,7±4,5%). Це ще раз підтверджує факт посилення морфофункціональної активності пінеалоцитів по мірі збільшення терміну постнатального онтогенезу аж до вичерпності функцій та розвитку процесів масової клітинної загибелі за типом форсованого апоптозу.

Говорячи про динаміку змін відносної кількості пінеалоцитів із поліплоїдними ядрами, також треба звернути увагу на факт їх збільшення по мірі тривалості життя досліджуваних новонароджених. Це, в свою чергу, свідчить про те, що організм намагається компенсувати втрачений структурний резерв загиблих та знурених пінеалоцитів [284, 366, 396]. При цьому, даний показник у новонароджених, що загинули протягом першої години життя, складає 3,5±1,7%,а у тих, що прожили довше за всіх, (більше 7 діб) – 7,7±2,7%, тобто, більш, ніж у два рази.

На фоні збільшення відносної кількості як поліплоїдних клітин, так і гіпоплоїдних клітин, кількість пінеалоцитів із диплоїдним набором хромосом зменшується по мірі збільшення тривалості вранішнього постнатального онтогенезу [70].

Таким чином, вивчення морфофункціонального стану ЕМ плодів, що загинули внаслідок розвитку анте- та інтранатальної асфіксії, виявило морфологічні ознаки різкої активації продукції індоламінів, апоптозу пінеалоцитів та їх компенсаторної поліплоїдизації.

Іншою ендокринною залозою, яку ми вивчали, що забезпечує розвиток адаптаційного процесу, є аденогіпофіз, а саме його адренокортикотропоцити. Задньо-центральна зона аденогіпофізу, в якій зазвичай сконцентровані АКТЦ, у загиблих новонароджених із ГІЕ, виглядає трохи розрідженою. У кожному випадку спостерігається 1-2 та більше дрібних кістоподібних утворювань, як порожніх, так і заповнених рідиною, що під час ідентифікації АКТЦ, фарбується на колір, аналогічний до кольору їх цитоплазми (рис. 6.5). Формується уява, що дані кистоподібні утворення, формуються внаслідок переходу АКТЦ на галокринний тип секреції в умовах високої функціональної напруги.

Говорячи про морфофункціональну активність АКТЦ, яку опосередковано встановлювали за діаметром ядра, то по мірі збільшення тривалості життя, середній діаметр клітин, що вивчались, підвищувався, отже, рівень їх морфофункціональної активності росте (табл. 6.10).

Дані цитофотометричного дослідження, яке дозволило визначити оптичну щільність ДНК в ядрах, на препаратах, пофарбованих за Фьольгеном-Росенбеком, та РНК у цитоплазмі АКТЦ, на препаратах, пофарбованих за Браше (табл. 6.11), частково підтверджуються результати каріометрії. По мірі збільшення терміну постнатального онтогенезу новонароджених, ядра досліджуваних стають все більш еухромними, що призводить до зменшення їх оптичної щільності, під час фарбування препаратів за методом Фьольгена-Росенбека, ознак достовірної різниці виявити нам не вдалось.

Таблиця 6.10

Середній діаметр ядер АКТЦ гіпофізу у новонароджених із ГАІА на різних термінах життя

	Час загибелі

(Т)
	Кількість

спостережень
	Середній діаметр ядер

(×10-6 м)

	Т ≤1 год.
	5
	6,76±0,27

	1 <Т≥ 24 год.
	5
	6,73±0,25

	24 год. <Т≥4 діб
	8
	6,81±0,26

	4 <Т≥ 7 діб
	8
	7,03±0,30

	Т > 7 діб
	6
	7,33±0,33


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

Таблиця 6.11

Середня оптична щільність ядер (на препаратах, пофарбованих за методом Фьольгена-Росенбека) та цитоплазми (на препаратах, пофарбованих за методом Браше) АКТЦ новонароджених із ГАІА на різних термінах життя (в ум. од.)

	Час загибелі

(Т)
	Кількість

спостережень
	Оптична щільність ядер
	Оптична щільність цитоплазми

	Т ≤1 год.
	5
	0,4677±0,0171
	0,2789±0,0117

	1 <Т≥ 24 год.
	5
	0,4669±0,0161
	0,2791±0,0119

	24 год. <Т≥4 діб
	8
	0,4557±0,0150
	0,2814±0,0122

	4 <Т≥ 7 діб
	8
	0,4333±0,0147
	0,2785±0,0115

	Т > 7 діб
	6
	0,4552±0,0151
	0,2770±0,0127


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

Так, у загиблих протягом першої години життя, даний показник складає 0,4677±0,0171 ум. од., у загиблих в інтервалі 1-на – 24-ри години – 0,4669±0,0161 ум. од., у тих, що прожили більше 24-х годин і до 4-х діб – 0,4557±0,0150 ум. од. Найменша оптична щільність ДНК ядер АКТЦ реєструється у новонароджених, що загинули в інтервалі більше 4-х і до 7-ї доби життя – 0,4333±0,0147 ум. од. Відмічено тенденцію до збільшення даного показника. Оптична щільність ДНК ядер АКТЦ у новонароджених, чия загибель настала після 7 доби життя, в середньому складає 0,4552±0,0151 ум. од.

Що стосується оптичної щільності РНК цитоплазми АКТЦ, то спочатку даний показник зростає, що також свідчить про підвищення морфофункціональної активності даних ендокриноцитів. У загиблих протягом першої години життя оптична щільність РНК цитоплазми АКТЦ складає в середньому 0,2789±0,0117 ум. од., у померлих в інтервалі від 1-ї до 24-х години – 0,2791±0,0119 ум. од., у тих, що прожили від 1-ї до 4-х діб – 0,2814±0,0122 ум. од. А ось у групі новонароджених, чия загибель настала в інтервалі більше 4-х і до 7-ї доби життя, цей показник починає знижуватись та складає в середньому 0,2785±0,0115 ум. од. У тих, що прожили довше 7 діб, він ще нижчий – 0,2770±0,0127 ум. од.

Під час проведення кореляційного аналізу морфометричних показників, отриманих в результаті дослідження ГМ, епіфізу та АКТЦ гіпофізу народжених живими плодів та новонароджених, що виношені в умовах фізіологічного перебігу вагітності та померли протягом першого місяця життя внаслідок перенесеної анте- та інтранатальної асфіксії, нами було відмічено наступне.

Тривалість постнатального онтогенезу сильно корелює із показниками, що відображують рівень диференціювання гліального апарату, а також із показниками, за якими судили про виразність пошкодження судин МЦР (табл. 6.12). Крім того, ступінь диференціювання ЗГПВМ сильно й помітно корелює, як із показниками товщини базальної мембрани, так й з показниками рівня морфофункціональної активності ендотеліальної вистілки мікросудинного русла субепіндімарного шару. Що стосується показника відносного об'єму судин МЦР, то варто відзначити, що виразність кореляційних зв'язків з іншими досліджуваними морфометричними показниками ЗГПВМ відзначено не було.

Під час аналізу кореляції між показниками, що відображають ступінь диференціювання епіфізу (відносна кількість пінеалоцитів різних типів) та ступінь його пошкодження на різних етапах постнатального онтогенезу (відносна кількість гіпо- та поліплоїдних пінеалоцитів), та показниками диференціювання субепіндімарного шару та пошкодження судин МЦР, також було відзначено сильні негативні та позитивні зв'язки (табл. 6.13).

У таблиці 6.14. наведено коефіцієнти кореляції між морфометричними показниками ЗГПВМ та показниками рівня морфо-функціональної активності АКТЦ гіпофізу у постнатальному онтогенезі. Звертає на себе увагу наявність сильної залежності ступеню зрілості ЗГПВМ та морфо-функціональної активності ендотелію від функціональної активності АКТЦ аденогіпофізу.
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Рис. 6.5. АКТЦ задньо-центральної зони гіпофізу та велике кистоподібне утворення. Спостереження №21; новонароджений із ГІА, терміном гестації 36 тижнів, що загинув на 10-ту добу після народження. Забарвлення за Малорі, збільшення ×400.
Таблиця 6.12

Коефіцієнти корелювання між морфометричними показниками ГМ та тривалістю життя, а також їх корелювання між собою у новонароджених із ГАІА

	Показник


	Питома вага МЦР
	Питома вага ПЕВ
	Товщина ЗГПВМ
	Щільність клітин у ЗГПВМ
	Товщина базальної мембрани
	Оптична щільність  ДНК ендотелію
	Оптична щільність  РНК ендотелію

	Тривалість життя
	- 0,31
	- 0,36
	- 0,88
	- 0,98
	0,86
	- 0,90
	0,92

	Питома вага МЦР
	
	0,81
	0,44
	0,16
	- 0,21
	0,04
	0,01

	Питома вага ПЕВ
	
	
	0,53
	0,21
	- 0,34
	0,08
	- 0,07

	Товщина ЗГПВМ
	
	
	
	0,83
	- 0,91
	0,68
	- 0,74

	Щільність клітин у ЗГПВМ
	
	
	
	
	- 0,87
	0,93
	- 0,96

	Товщина базальної мембрани
	
	
	
	
	
	- 0,72
	0,81

	Оптична щільність ДНК ендотелію
	
	
	
	
	
	
	- 0,96


- слабкий кореляційний зв'язок;        -  - помірний кореляційний зв'язок;

- помітний кореляційний зв'язок        - - сильний кореляційний зв'язок

Таблиця 6.13

Коефіцієнти кореляції між морфометричними показниками ГМ та морфометричними показниками епіфізу мозку у плодів групи ГАІА

	Показник 
	Питома вага МЦР
	Питома вага ПЭВ
	Товщина ЗГПВМ
	Щільність клітин у ЗГПВМ
	Діаметр ядер гліоцитів
	Товщина базальної мембрани
	Оптична щільністьДНК ендотелію

	Питома вага ІСП
	- 0,09
	- 0,24
	- 0,84
	- 0,83
	0,91
	- 0,71
	0,79

	Питома вага ПСП
	0,13
	0,22
	0,80
	0,68
	0,85
	0,51
	0,61

	Питома вага темних клітин
	0,26
	0,31
	0,88
	0,90
	0,83
	0,83
	- 0,86

	Діаметр ІСП
	- 0,10
	- 0,23
	- 0,86
	- 0,89
	0,93
	- 0,78
	0,86

	Діаметр ПСП
	0,34
	0,27
	0,17
	0,21
	- 0,11
	0,26
	- 0,14

	Діаметр темних клітин
	0,08
	0,12
	- 0,06
	- 0,05
	0,17
	- 0,01
	0,09

	Питома вага < 2с
	- 0,18
	- 0,29
	- 0,86
	- 0,92
	0,91
	- 0,83
	0,89

	Питома вага 2с
	0,14
	0,24
	0,89
	0,88
	- 0,91
	0,76
	- 0,86


Таблица 6.13 (продовження)

Коефіцієнти кореляції між морфометричними показниками ГМ та морфометричними показниками епіфізу мозку у плодів групи ГАІА

	Показник 
	Питома вага МЦР
	Питома вага ПЭВ
	Товщина ЗГПВМ
	Щільність клітин у ЗГПВМ
	Діаметр ядер гліоцитів
	Товщина базальної мембрани
	Оптична щільністьДНК ендотелію

	Питома вага >2с
	- 0,15
	- 0,29
	- 0,92
	- 0,85
	0,96
	- 0,72
	0,80


- слабкий кореляційний зв'язок;        -  - помірний кореляційний зв'язок;

- помітний кореляційний зв'язок        - - сильний кореляційний зв'язок

Таблиця 6.14

Коефіцієнти кореляції між морфометричними показниками ГМ та морфометричними показниками адренокортикотропоцитів передньої долі гіпофізу у плодів та новонароджених групи ГАІА

	Показник 
	Питома вага МЦР
	Питома вага ПЭВ
	Товщина ЗГПВМ
	Щільність клітин у ЗГПВМ
	Товщина базальної мембрани
	Оптична щільність ДНК ендотелію
	Оптична щільність РНК ендотелію

	Питома вага АКТЦ
	- 0,23
	0,31
	0,73
	0,92
	0,66
	0,88
	0,78

	Середний діаметр ядра
	0,11
	0,15
	- 0,77
	0,79
	0,85
	- 0,84
	0,80

	Оптична шільністьДНК
	0,17
	- 0,33
	0,85
	0,81
	- 0,74
	0,89
	0,67

	Оптична щільність РНК
	0,13
	0,29
	0,88
	- 0,91
	0,82
	0,90
	0,94


- слабкий кореляційний зв'язок;         -помірний кореляційний зв'язок

- помітний кореляційний зв'язок;        - сильний кореляційний зв'язок

Резюме.

Новонароджені, що перенесли ГАІА та ті, що загинули на різних строках постнатального онтогенезу, мають різну масу головного мозку. Так, маса ГМ є максимальною у новонароджених, що померли протягом перших 24-х годин життя, а також у загиблих у терміні більше 4-х діб і до 7-ї доби постнатального онтогенезу. Макроскопічно на цих термінах максимально виразними є ознаки набряку мозку.

Товщина ЗГПВМ та щільність розташування клітин гліального ряду в ній мають тенденцію до зменшення, збільшується кількість гліоцитів із більшим діаметром ядер, що свідчить про продовження процесів диференціювання гліоцитів та їх подальшу міграцію вглиб мозку.

В астроцитах вже після 24-х годин після народження відзначаються ознаки загибелі шляхом апоптозу та некрозу. Максимальної позначки процеси клітинної загибелі в астроцитах сягають на 2-гу – 4-ту добу, однак реєструються протягом цілого першого місяця життя. У ці ж строки з'являються ознаки периваскулярної проліферації астроцитів. В олігодендроцитах у цих же термінах відзначаються явища коагуляційного некрозу, пізніше (на 7-му добу) – феномен сателітозу нейронів. У мікрогліоцитах з 2-ї – 4-ї доби життя проявляється тенденція до збільшення їх розмірів, видно, що вони активно здійснюють фагоцитарні функції [118, 120].

Стан мікроциркуляторного мозкового кровообігу на різних термінах має певні особливості. Спостерігається визначена стадійність, мозаїчність та осередковість. У новонароджених, що загинули протягом першої години життя зареєстровано ознаки первинної гіперперфузії, що з першої доби змінюється на відстрочену (вторинну) гіпоперфузію, після якої починається друга хвиля гіперперфузії (в строки постнатального онтогенезу – більше 4-х і до 7-ї доби). Після 7-ї доби починається стадія відновлення мозкового кровообігу, яка, однак, не завершується до кінця першого місяця життя [124, 126].
Вже з першої доби життя у базальних мембранах капілярів можна відзначити нечіткість та розмитість контурів, нерівномірне фарбування за методом PAS-реакції. У тих новонароджених, які загинули в інтервалі більше 1-ї доби постнатального онтогенезу і до 4-х діб, базальні мембрани осередково витончені навіть до повного зникнення, у цих зонах відзначаються масивні за площею екстравазати. У подальшому з'являється тенденція до поступового потовщення базальних мембран [120, 124].

На 2-гу – 4-ту добу життя ендотелій мікросудин десквамується, у новонароджених що загинули після 4-ї доби, видно, що починається відновлення ендотеліального вистилання за рахунок проліферації ендотеліоцитів, що збереглись. У цих термінах також окрім облітерованих капілярів, починають відзначатись зони неоангеогенезу [120, 126].

У новонароджених даної групи дослідження ступінь зрілості пінеальної паренхіми у всіх випадках відповідає другій перебудові. По мірі збільшення тривалості життя новонародженого, що переніс ГАІА, зменшується відносна кількість пептидсинтезуючих пінеалоцитів та темних клітин (недиференційованих камбіальних елементів та мікрогліоцитів) та, навпаки, збільшується відносна кількість індоламінсинтезуючих клітин. Рівень морфофункціональної активності як ППС, так й ІПС, по мірі збільшення тривалості життя зростає. При цьому, у новонароджених, що прожили довше, ніж 7 діб, масова загибель шляхом апоптозу різко активується. Це підтверджено також плоїдометричним дослідженням, за допомогою якого встановлено збільшення показника вмісту гіпоплоїдних пінеалоцитів. Також спостерігається зменшення відносної кількості диплоїдних пінеалоцитів та збільшення поліплоїдних, що розцінено нами як компенсаторне явище [70].

Дані каріометрії та цитофотометрії дозволяють вважати, що рівень морфофункціональної активності АКТЦ зростає по мірі збільшення терміну постнатального онтогенезу. Однак, на 7-му добу реєструється незначне зниження функцій у даних ендокріноцитів. Деяка розрідженість паренхіми аденоцитів у задньо-центральній ділянці аденогіпофізу та поява тут псевдокист, розцінюється як прояв масивного формування апоптозу АКТЦ, що розвивається у зв'язку із високою функціональною напругою.

Для демонстрації даних, що наведені вище, ми представляємо спостереження №33 – випадку аутопсії новонародженого, що народився із терміном гестації 36 тижнів, та виношеним був в умовах фізіологічного перебігу вагітності, та загиблого на 3-тю добу життя внаслідок перенесеної інтранатальної асфіксії [див. додаток Д]

За матеріалами даного розділу було опубліковано наступні друковані праці, в яких відображено методи, результати, обговорення та висновки проведених досліджень.
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РОЗДІЛ 7

КОМПОНЕНТИ ГЕМАТО-ЕНЦЕФАЛІЧНОГО БАР'ЄРУ, ЕПІФІЗ МОЗКУ ТА АДРЕНОКОРТИКОТРОПОЦИТИ ГІПОФІЗУ НОВОНАРОДЖЕНИХ, ЩО ВИНОШЕНІ В УМОВАХ ХРОНІЧНОЇ ВНУТРІШНЬОУТРОБНОЇ ГІПОКСІЇ ТА ЗАГИНУЛИ ПРОТЯГОМ ПЕРШОГО МІСЯЦЯ ЖИТТЯ ВНАСЛІДОК ГОСТРОЇ ІНТРАНАТАЛЬНОЇ АСФІКСІЇ

(ДОСЛІДЖЕННЯ СЕКЦІЙНОГО МАТЕРІАЛУ)

7.1. Патологічна анатомія гемато-енцефалічного бар'єру

Даний розділ презентує результати дослідження 53 новонароджених (із терміном гестації 31-39 тиж.), виношених в умовах хронічної в/у гіпоксії та загинули протягом першого місяця постнатального онтогенезу із діагнозом – тяжка гіпоксично-ішемічна енцефалопатія, від гострої гіпоксії що вони перенесли під час народження 

Після розтину черепної коробки та вилучення головного мозку було проведено його зважування та макроскопічне дослідження. Середня вага тіла досліджуваних новонароджених, середня абсолютна та відносна маса їх головного мозку, наведені в таблиці 7.1. Під час аналізу даних, наведених в цій таблиці, звертає на себе увагу той факт, що максимальну абсолютну та відносну вагу ГМ було зареєстровано у новонароджених, що загинули протягом першої години після народження, а також у новонароджених, що загинули в інтервалі більше 4-х і до 7-ї доби постнатального онтогенезу. Результати макро- та мікроскопічного дослідження, наведені нижче, свідчать про те, що на цих термінах максимальними є прояви набряку мозку, що, вочевидь, й обумовлює збільшення його маси.

Під час макроскопічного дослідження відзначається помірна набряклість та повнокров'я м'яких мозкових оболонок. Півкулі мозку симетричні, борозни розташовані правильно, мають достатню глибину у всіх спостереженнях. Звивини згладжені. Під час розрізу речовини мозку ніж прилипав до поверхні розрізу. Судини білої речовини помірно повнокровні. Структури сірої та білої речовин відрізнялись на розрізі чітко. На гемісферах мозочку відзначалась різного ступеню виразності борозна від вклинення до великого потиличного отвору. Дійсно, більше за все ознаки набряку виражено у випадку новонароджених, що померли протягом першої години життя, а також у новонароджених, смерть яких настала після 4-ї доби життя.

Таблиця 7.1

Середня вага тіла, абсолютна та відносна маса головного мозку новонароджених з ХВУГ+ГАІА

	Час загибелі (Т)
	Кількість спосте-

режень
	Середня вага тіла (×10-3 кг)
	Середня маса головного мозку 

(×10-3 кг)
	Маса ГМ/вага тіла

	Т ≤1 год.
	8
	2585,7±237,4
	435,8±26,8
	0,169

	1 <Т≥ 24 год.
	8
	2732,6±253,0
	356,4±37,5
	0,130

	24 год. <Т≥4 діб
	14
	2812,9±264,8
	327,7±25,6
	0,117

	4 <Т≥ 7 діб
	12
	2963,6±343,6
	410,4±31,5
	0,138


	Т > 7 діб
	11
	3117,6±344,1
	354,3±34,4
	0,114


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

Шлуночки мозку у більшості випадків не розширені, виповнені опалесцюючою цереброспінальною рідиною. У 2 випадках (3,7% від загальної кількості спостережень у даній групі дослідження) під епендимою відзначались «іржаві» сліди від субепендимарних крововиливів. В інших випадках епендима була гладенькою, блискучою, сплетіння шлуночків – повнокровні.

Було проведено морфометричне дослідження субепендимарної зони ГМ у новонароджених даної групи. Результати даного дослідження представлено в таблиці 7.2. Відмічено тенденцію до зниження цих показників, однак, різниця двох середніх у «сусідніх» термінах смерті після народження є недостовірною. Та, тим не менш, спостерігаються процеси подальшого диференціювання гліоцитів та міграції останніх вглиб речовини мозку, про що свідчать дані, наведені в таблиці 7.3. Як можна побачити, відзначається наявність тенденції до збільшення відносної кількості клітин глії із великим діаметром ядра.

Таблиця 7.2

Товщина субепендимарного шару, а також щільність клітин гліального ряду в ньому у новонароджених із ХВУГ+ГАІА на різних термінах життя

	Час загибелі

(Т)
	Кількість спосте-

режень
	Товщина субепендимарного шару (×10-6 м)
	Щільність клітин (кількість 

на 15×10-9 м2)

	Т ≤1 год.
	8
	233,59±7,81
	73,33±3,01

	1 <Т≥ 24 год.
	8
	229,14±8,67
	71,10±3,12

	24 год. <Т≥4 діб
	14
	227,44±7,15
	67,98±3,78

	4 <Т≥ 7 діб
	12
	219,56±6,77
	63,12±2,76

	Т > 7 діб
	11
	207,45±5,78
	59,17±2,73


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

Таблиця 7.3
Відносна кількість гліоцитів субепендимарного шару із різноманітним діаметром ядер у новонароджених із ХВУГ+ГАІА на різних термінах життя (у %)

	Діаметр ядра

(у м х10-6)
	Тривалість постнатального онтогенезу

	
	Т ≤1 год.
	1 <Т≥ 24 год.
	24 год. <Т≥4 діб
	4 <Т≥ 7 діб
	Т > 7 діб

	4,0-5,0
	13,65±3,43
	13,73±3,44
	13,01±3,36
	12,55±3,31
	12,12±3,26

	5,01-6,0
	43,91±4,96
	43,74±4,96
	43,85±4,96
	43,27±4,95
	42,51±4,94

	6,01-7,0
	23,64±4,25
	23,66±4,25
	23,78±4,26
	24,11±4,28
	24,87±4,32

	7,01-8,0
	12,07±3,26
	12,03±3,25
	12,31±3,29
	12,84±3,35
	13,17±3,38

	>8,0
	6,73±2,51
	6,84±2,52
	7,05±3,16
	7,23±2,59
	7,33±2,61


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

Під час комплексного гістологічного дослідження компонентів ГЕБ у субепендимарному шарі головного мозку новонароджених, що загинули протягом першої години постнатального онтогенезу, відзначено численні мікрофокуси гліозу (рис. 7.1.). Гліальні проліферати представлені переважно астроцитами із домішками мікрогліоцитів. Зрозуміло, що вони мають внутрішньутробне походження.

Мікросудини різко ділятовані, переповнені кров'ю, оточені масивними периваскулярними екстравазатами, що свідчить про підвищення рівню проникності ГЕБ. У поодиноких капілярах відзначається наявність феномену сладжування еритроцитів, де-не-де, у просвіті судин, виявляються «старі» організовані мікротромби із явищами організації, реканалізації та реваскуляризації. У венулах відзначено ознаки венозного застою (рис. 7.2). Відносна площа судин МЦР, периваскулярного екстравазату, а також їх співвідношення, наведено в таблиці 7.4 [111, 113]. Середня відносна площа МЦР в даній групі досліджуваних новонароджених складає 7,7±2,7%, середня питома вага ПЕВ – 13,2±3,4 %, співвідношення МЦР/ПЕВ – 1:1,70.

Таблиця 7.4

Відносна площа мікроциркуляторного русла, перикапілярного екстравазату та їх співвідношення у ЗГПВ новонароджених із ХВУГ+ГАІА на різних етапах постанатального життя

	Час загибелі

(Т)
	Кількість спостере-

жень
	Відносна площа (в %)
	МЦР

/ПЕВ

	
	
	МЦР
	ПЭВ
	

	Т ≤1 год.
	8
	7,7±2,7
	13,2±3,4
	1:1,7

	1 <Т≥ 24 год.
	8
	7,0±2,5
	12,9±3,4
	1:1,9

	24 год. <Т≥4 діб
	14
	2,9±1,7
	4,1±2,0
	1:1,4

	4 <Т≥ 7 діб
	12
	6,8±2,5
	9,8±3,0
	1:1,8

	Т > 7 діб
	11
	5,4±2,3
	8, 6±2,8
	1:1,6


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

Стінки артеріол подекуди потовщені за рахунок явищ склерозу та гіалінозу, базальні мембрани таких судин, під час фарбування за допомогою методу PAS-реакції – мають нерівні та нечіткі контури. Середня товщина базальних мембран капілярів складає в середньому 0,0659±0,0027×10ˉ6 м (табл. 7.5) [119]. Причому, у новонароджених старших за 7 діб життя, вона є вірогідно потовщеною, що поєднується з її деяким розпушенням. Артеріоли та дрібні артерії у декількох спостереженнях мають гіпертрофію гладеньком'язових елементів (рис. 7.3) [124]. У анамнезі матерів таких нащадків, як правило, вказується гіпертонічна хвороба або артеріальна гіпертензія, що обумовлена гестозом.

Таблиця 7.5

Середня товщина базальної мембрани капілярів мозку новонароджених на різних етапах постнатального онтогенезу у новонароджених групи ХВУГ+ГАІА

	Час загибелі

(Т)
	Кількість спостережень
	Товщина базальної мембрани

(×10-12 м)

	Т ≤1 год.
	8
	0,0659±0,0027

	1 <Т≥ 24 год.
	8
	0,0644±0,0025

	24 год. <Т≥4 діб
	14
	0,0651±0,0023

	4 <Т≥ 7 діб
	12
	0,0666±0,0024

	Т > 7 діб
	11
	0,0755±0,0026*


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

Ендотеліоцити капілярів світлооптично виглядають як клітини із помірним рівнем морфофункціональної активності. Серед них відзначається велика кількість клітин, що гинуть, із пікнотичним ядром. Є ділянки деендотелізації. Ядра функціонуючих клітин світлі, еухромні, мають овоїдоподібну форму. Під час цитофотометричного дослідження встановлено, що оптична щільність ядер ендотеліальних клітин на препаратах, забарвлених за Фьольгеном-Росенбеком, складає в середньому 0,0689±0,0025 ум. од. в зеленій частині спектру, а оптична щільність їх цитоплазми на препаратах, забарвлених за Браше – 0,527±0,015 ум. од. (табл. 7.6) [126].

Під час дослідження ЗГПВМ головного мозку новонароджених, що загинули в інтервалі 1-ша – 24-та година постнатального онтогенезу, в астроцитах з'являються ознаки клазматодендрозу (рис. 7.4). Первинна гіперемія зберігається, хоча її прояви кілька зменшуються, про що свідчить зменшення відносної площі МЦР у даній групі (табл. 7.4). Середня відносна площа МЦР складає 7,0±2,5%. Також декілька знижується проникність ГЕБ та, відповідно, середня відносна площа периваскулярного екстравазату, що складає в середньому 12,9±3,4%. Співвідношення середніх відносних площин МЦР та ПЕВ складає – 1:1,9, тобто показник проникності ГЕБ зростає.

Таблиця 7.6

Оптична щільність ядер ендотеліоцитів на препаратах, забарвлених за Фьольгеном-Росенбеком, та їх цитоплазми на препаратах, забарвлених за Браше, капілярів мозку новонароджених із ХВУГ+ГАІА, що загинули у різні періоди життя

	Час загибелі

(Т)
	Кількість спостережень
	Оптична щільність (в ум. од.)

	
	
	ДНК
	РНК

	Т ≤1 год.
	8
	0,0689±0,0025
	0,527±0,015

	1 <Т≥ 24 год.
	8
	0,0692±0,0023
	0,536±0,016

	24 год. <Т≥4 діб
	14
	0,0654±0,0025
	0,552±0,018

	4 <Т≥ 7 діб
	12
	0,0588±0,0021*
	0,627±0,017*

	Т > 7 діб
	11
	0,0572±0,0019
	0,633±0,019


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

В деяких спостереженнях відзначено фібріноїдний некроз стінок капілярів (рис. 7.5). У частині судин відмічено наявність організованих та реваскуляризованих тромбів (мал. 7.6). Середня товщина базальних мембран капілярів складає в середньому 0,0644±0,0025×10ˉ6 м (табл. 7.5).

Ендотеліоцити набрякають за рахунок явищ гідропічної дистрофії. Добре помітними є фокуси деендотелізації судинної стінки. Рівень морфофункціональної активності ендотеліальних клітин, що збереглись, зміненим не був (табл. 7.6). Це підтверджено за допомогою результатів цитофотометричного дослідження. Середня оптична щільність ядер, під час фарбування за Фьольгеном-Росенбеком 0,0692±0,0023 ум. од. в зеленій частині спектру, що вірогідно не відрізняється від аналогічного показника у попередній групі дослідження. Теж саме можна сказати й про оптичну щільність цитоплазми ендотеліоцитів під час фарбування за Браше, а в середньому цей показник у групі складає 0,536±0,016 ум. од. (табл. 7.6).

У новонароджених, що загинули у проміжку більше 1-ї і до 4-х діб життя, в астроцитах зростає кількість явищ деструкції: клазматодендроз, каріорексис, плазморексис (рис. 7.7). Подекуди відзначено перинуклеарний набряк, що свідчить про цитотоксичний набряк головного мозку. У життєздатних макрогліоцитах різко зростає рівень морфофункціональної активності. Їх ядра стають світлими, еухромними із дрібнодисперсним хроматином. У поодиноких астроцитарних клітинах відзначено феномен маргінації хроматину (рис. 7.8), що є характерним для апоптозу, можливо, у зв'язку із вичерпанням внутрішньоклітинного регенераторного ресурсу. Відмічено також явище так званих «клітин-тіней» (рис. 7.9) та осередки енцефалолізису (рис. 7.10).

Стан мікросудинного русла можна охарактеризувати як вторинну гіпоперфузію [77]. Більшість капілярів має просвіти, що спались. Лише подекуди зберігаються фокуси гіперемії. Відносна площа ПЕВ – 4,1±2,0, співвідношення цих показників – 1:1,4 (табл. 7.4). Як можна побачити, відносна площа периваскулярного екстравазату різко зменшується, що можна поясними саме розвитком вторинної гіпоперфузії.

У поодиноких артеріолах та венулах стінки у стані фібріноїдного некрозу. У частині випадків відзначено дрібнокрапкові діапедезні крововиливи (рис. 7.11). Базальні мембрани частини мікросудин мають нечіткі та нерівні контури. Середня товщина базальних мембран капілярів не змінилась порівняно із показниками у групі новонароджених, термін постнатального онтогенезу яких склав менше доби, та складає 0,0651±0,0023×10ˉ6 м (табл. 7.5).

Ендотеліальне вистилання капілярів на довгому протязі є десквамованим. У ендотеліоцитах, що збереглись, проявляються ознаки підвищення рівня морфо-функціональної активності, про що свідчить зміна цитофотометричних показників (табл. 7.6). Так, спостерігається невірогідне зменшення середньої оптичної щільності ядер ендотеліоцитів (цей показник складає 0,0654±0,0025 ум. од. в зеленій частині спектру), а також тенденція до збільшення оптичної щільності їх цитоплазми (середня оптична щільність РНК ендотеліоцитів у даній групі складає 0,552±0,018 ум. од.).

У новонароджених, що померли у проміжку більше 4-х і до 7-ї доби постнатального онтогенезу, у клітинах макроглії продовжують відзначатись явища деструкції. В астроцитах – клазмотодендроз, каріо- та плазморексис, перинукліарний набряк, феномен маргінації хроматину. Описані патоморфологічні ознаки свідчать про тривалу клітинну загибель астроцитів, як шляхом некрозу, так і шляхом апоптозу. Відзначено дрібні осередки енцефалолізису. Крім того, в олігодендроцитарних клітинах виявлено феномен сателітозу нейронів. Мікрогліоцити трішки збільшені за розміром, що свідчить про фагоцитоз ними біологічно нежиттєздатних об'єктів. У нейропілі спостерігається розрідженість та «порваність» структури.

У мозковому кровообігу зареєстровано другу хвилю гіперемії, так звану вторинну чи відстрочену гіперперфузію. Різко збільшується відносна площа мікроциркуляторного русла, цей показник в середньому в групі складає 6,8±2,5%. Крім того, підвищується проникність ГЕБ, про це свідчить різке збільшення відносної площі периваскулярного екстравазату, що складає в середньому 9,8±3,0%. Співвідношення відносної площі ГЕБ складає – 1:1,8 (табл. 7.4). Частина капілярів має облітеровані просвіти, навколо яких групуються гліоцити. Одночасно з'являються ознаки новоутворення капілярів шляхом брунькування.

Середня товщина базальних мембран капілярів у даній групі новонароджених складає 0,0666±0,0024×10ˉ6 м (табл. 7.5). У поодиноких мікросудинах відзначено фібріноїдний некроз їх стінок.

Ендотелій має збільшенні еухромні ядра, знаходиться у стані проліферації. Рівень морфофункціональної активності ендотеліоцитів різко підвищений. Спостерігається вірогідне зменшення середньої оптичної щільності ДНК ядер ендотеліоцитів на препаратах, забарвлених за Фьольгеном-Росенбеком. Цей показник складає 0,0588±0,0021 ум. од. Також зареєстровано вірогідне збільшення оптичної щільності РНК цитоплазми ендотеліальних клітин на препаратах, забарвлених за методом Браше. Середня оптична щільність цитоплазми ендотеліоцитів капілярів у даній групі новонароджених складає 0,627±0,017 ум. од. (табл. 7.6). Однак, у судинах МЦР, де-не-де, все ще відзначаються поодинокі мікрофокуси деендотелізації судинної стінки.

Наступною групою дослідження були новонароджені, що прожили більше 7-ми діб. Астрогліоцити мають високий рівень морфофункціональної активності. У них відзначено ознаки проліферації та гіперплазії (рис. 7.12). Проліферують астроцити навколо облітерованих артеріол та капілярів, де часто спостерігаються ознаки енцефалолізису (рис. 7.13). У таких осередках, окрім гіперплазованих макрогліоцитів, відзначаються також нечисленні олігодендроцити та велика кількість збільшених мікрогліоцитів. За зовнішнім виглядом останніх видно, що вони активно здійснюють функцію фагоцитозу. У частині спостережень мікрофокуси гліозу розташовані дуже густо та практично повністю замінюють білу речовину ЗГПВМ (рис. 7.14). Окрім того, у деяких спостереження виявляються псамомні тільця (рис. 7.15) та мікроосередки дрібноглибчастого звапнення, які переважно розташовуються у периваскулярній зоні (рис. 7.16).

У мікросудинному руслі з'являються ознаки відновлення мозкового кровообігу. Середня відносна площа судин МЦР у новонароджених даної групи складає 5,4±2,3%. Знижується показник проникності ГЕБ та, відповідно, відносна площа периваскулярного екстравазату. Відносна площа ПЕВ складає в середньому 8,6±2,8%. Співвідношення МЦР/ПЕВ складає 1:1,6 (табл. 7.4). Окрім наявності капілярів із облітерованими просвітами, можна відзначити також ознаки неоангіогенезу шляхом брунькування.

Численні артеріоли та дрібні артерії мають потовщені стінки за рахунок явищ склерозу та гіалінозу. Базальні мембрани потовщені, мають нерівні, розмиті контури, нерівномірно сприймають фарбник під час фарбування за методом PAS-реакції. Середня товщина базальних мембран капілярів у даній групі є вірогідно збільшеною та складає 0,0755±0,0026×10-6 м (табл. 7.5).

Яскраво виразною є проліферативна активність ендотелію. Рівень морфофункціональної активності ендотеліальних клітин дуже високий, про що свідчать результати цитофотометричного дослідження. Середня оптична щільність ДНК ядер ендотеліоцитів складає 0,0572±0,0019 ум. од., середня оптична щільність РНК їх цитоплазми 0,633±0,019 ум. од. (табл. 7.6).

Перицити капілярів ГМ у всіх померлих новонароджених групи із ХВУГ+ГАІА виявляються відсунутими від базальної мембрани за допомогою паравазальної набряклої рідини, що накопичується. Кількість перицитів капілярів ГМ є трохи більшою, ніж у групі новонароджених, виношених в умовах фізіологічного перебігу вагітності та тих, які перебували під впливом гострої асфіксії; було відмічено їх збільшення у новонароджених із більшою тривалістю життя.
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Рис. 7.1. Периваскулярний фокус проліферації гліоцитів. Спостереження №42; новонароджений із ХВУГ+ГАІА, терміном гестації 40 тижнів, що загинув на 3-тю добу після народження. Забарвлення за Гоморі, ×200
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Рис. 7.2. Венула із ознаками застою. Спостереження №47; новонароджений із ХВУГ+ГАІА, із терміном гестації 36 тижнів, що загинув через 30 хвилин після народження внаслідок гострої асфіксії. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×400
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Рис. 7.3. Дрібна артерія із гіпертрофією гладеньком'язового шару стінки. Спостереження №54 новонароджений із ХВУГ+ГІА, із терміном гестації 36 тижнів, що загинув через 45 хв. після народження. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×400
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Рис. 7.4. Клазматодендроз – потовщення та набрякання відростків гліоцитів. Спостереження №14; новонароджений із ХВУГ+ГАІА, із терміном гестації 36 тижнів, що загинув через 12 годин після народження. Забарвлення за Кахалем, ×1000
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Рис. 7.5. Стінки мікросудин знаходяться у стані фібріноїдного некрозу. Спостереження №14; новонароджений із ХВУГ+ГАІА, із терміном гестації 36 тижнів, що загинув через 12 годин після народження. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×1000
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Рис. 7.6. У просвіті мікросудини має місце організований та реваскуляризований тромб, стінки мікросудини знаходяться у стані гіалінозу. Спостереження №22; новонароджений із ХВУГ+ГАІА. Із терміном гестації 40 тижнів, що загинув через 18 годин після народження. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×1000
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Рис. 7.7. Каріопікноз, каріорексис та клазматодендроз в астроцитах. Спостереження №16; новонароджений із ХВУГ+ГАІА, із терміном гестації 36 тижнів, що загинув на 3-тю добу після народження. Забарвлення за Кахалем, ×1000
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Рис. 7.8. Феномен маргінації хроматину у макрогліоцитах. Спостереження №27; новонароджений із ХВУГ+ГАІА, із терімном гестації 40 тижнів, що загинув на 3-тю добу після народження. Забарвлення за Фьольгеном-Росенбеком, ×1000
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Рис. 7.9. Наявність «клітин-тіней» у субепендимарному шарі. Спостереження №22; новонароджений із ХВУГ+ГАІА, із терміном гестації 40 тижнів, що загинув на 3-тю добу після народження. Забарвлення за Ніслем, ×1000
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Рис. 7.10. Осередок енцефалолізису у субпепендимарному шарі. Спостереження №24; новонароджений із ХВУГ+ГАІА, із терміном гестації 36 тижнів, що загинув на 3-тю добу після народження. Забарвлення за Кахалем, ×1000
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Рис. 7.11. Дрібні крововиливи у зоні гліального паравентрикулярного матриксу. Спостереження №22; новонароджений із ХВУГ+ГАІА, із терміном гестації 40 тижнів, що загинув на 3-тю добу після народження. Забарвлення за Ніслем, ×400
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Рис. 7.12. Проліферація та гіперплазія астроциту. Спостереження №20; новонароджений із ХВУГ+ГАІА, із терміном гестації 36 тижнів, що загинув за 12 годин після народження. Забарвлення за Кахалем, ×1000
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Рис. 7.13. Осередок енцефалолізису білої речовини субепендимарного шару. В осередку спостерігається виразна проліферація клітин макро- та мікроглії. Спостереження №4; новонароджений із ХВУГ+ГАІА, із терміном гестації 34 тижні, що загинув на 13-ту добу постнатального життя. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×200
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Рис. 7.14. Численні мікрофокуси гліозу у субепендимарній ділянці головного мозку. Спостереження №5; новонароджений із ХВУГ+ГАІА, із терміном гестації 36 тижнів, що загинув на 12-ту добу постнатального онтогенезу. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×100
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Рис. 7.15. Осередки дрібноглибчастого звапніння у периваскулярній зоні. Спостереження №34; новонароджений із ХВУГ+ГАІА, із терміном гестації 37 тижнів, що загинув на 9-ту добу після народження. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×200.
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Рис. 7.16. Псамомні тільця у периваскулярній зоні. Спостереження №34; новонароджений із ХВУГ+ГАІА, із терміном гестації 37 тижнів, що загинув на 9-ту добу після народження. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×1000

7.2. Морфологічні особливості епіфізу мозку та адренокортикотропоцитів гіпофізу

Під час макроскопічного дослідження епіфізу новонароджених даної групи жодних особливостей визначено не було. Зустрічались епіфізи трьох форм: півмісячної, шишкоподібної, та кулеподібної. Пінеальна паренхіма була темно-сірого кольору.

Під час оглядової мікроскопії відзначено, що ступінь зрілості залозистої паренхіми відповідає третій перебудові органу із виявленням целюлярного типу будови у центрі та псевдоальвеолярного у субкапсулярній ділянках. Поява псевдоальвеол – це ознака атрофії епіфізарної паренхіми.

Під час підрахунку відносної кількості різноманітних пулів пінеальних клітин встановлено, що по мірі збільшення терміну постанатального життя, динаміка змін їх вмісту є неоднозначною (табл. 7.7).

Таблиця 7.7

Відносна кількість різних типів пінеалоцитів у ЕМ новонароджених із ХВУГ+ГАІА, що загинули у різні періоди життя (у %)

	Час загибелі

(Т)
	Кількість спосте-

режень
	Тип пинеалоцитів

	
	
	ПСП
	ІСП
	темні+глія

	Т ≤1 год.
	8
	51,2±4,6
	43,3±5,0
	5,1±2,1

	1 <Т≥ 24 год.
	8
	51,7±4,5
	43,7±4,9
	4,9±2,0

	24 год. <Т≥4 діб
	14
	48,7±4,3
	45,4±4,7
	5,7±2,3

	4 <Т≥ 7 діб
	12
	45,6±4,0
	47,9±4,9
	6,2±2,5

	Т > 7 діб
	11
	37,1±3,8
	53,7±5,0
	9,3±2,7


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

Так, показники відносної кількості пептидсинтезуючих пінеалоцитів у новонароджених, що загинули протягом першої години життя та новонароджених, що померли у проміжку від однієї до 24-х годин постнатального онтогенезу не відрізняються фактично один від одного та складають 51,2±4,6% та 51,7±4,5%, відповідно. Далі починається прогресивне зниження кількості пінеалоцитів даного типу. У новонароджених, що загинули в інтервалі більше 1-ї доби і до 4-х діб життя даний показник сягає 48,7±4,3%; у групі новонароджених, що загинули в інтервалі більше 4-х і до 7-ми діб – 45,6±4,0% та у таких, що прожили довше за 7 діб – 37,1±3,8% (табл. 7.7).

Зміна вмісту в пінеальній паренхімі індоламінсинтезуючих клітин має зворотню залежність. Їх відносна кількість збільшується по мірі зростання терміну постанатального онтогенезу. Відносна кількість ІСП у новонароджених, що загинули протягом першої години після народження, та в інтервалі від 1-ї до 24-х годин життя, знову ж таки фактично не відрізняється та складає 43,3±5,% і 43,7±4,9%, відповідно. У померлих проміжку більше 1-ї доби та до 4-х діб після народження він збільшується до 45,4±4,7%, а у померлих в інтервалі від 4-ї до 7-ми діб постнатального онтогенезу до 47,9±4,9%. Максимально відносна кількість ІСП у новонароджених, що прожили більше 7 діб, складає в середньому 53,7±5,0% (табл. 7.7).

Належить відзначити, що на найбільш ранніх етапах постанатального життя відносна кількість темних клітин, що включають в себе недиференційовані камбіальні пінеалоцити та клітини мікроглії на початку зменшується. Так, у новонароджених, що загинули протягом першої години життя, їх відносна кількість складає в середньому 5,1±2,1%, а у померлих в інтервалі 1 година – 24 години – 4,9±2,0%. Це пояснюється, скоріше за все, тривалим диференціюванням пінеальних клітин. Потім відмічається зворотня тенденція – відносна кількість темних клітин починає збільшуватись. Так, у новонароджених, що загинули в інтервалі більше 1-ї доби і до 4-х діб, відносна кількість темних клітин склала в середньому 5,7±2,3%, у тих, що загинули в інтервалі більше 4-х і до 7-ми діб – 6,2±2,5%, у тих, що прожили більше 7 діб – 9,3±2,7%. Нічим іншим подібне збільшення відносної кількості темних клітин, окрім проліферації мікроглії, пояснити не можна.

Каріометричне дослідження всіх типів пінеальних клітин дозволило оцінити рівень їх морфофункціональної активності. Результати цього дослідження наведено в таблиці 7.8.

Аналізуючи показники середнього діаметру ядер ПСП, належить відзначити, що на різноманітних етапах вранішнього постнатального життя, вони практично не відрізняються. Теж саме можна сказати й про середні показники діаметру ядер темних клітин.

Таблиця 7.8

Середні діаметри ядер різноманітних відів пінеалоцитів у новонароджених із ХВУГ+ГАІА на різних термінах життя (×10-6 м)

	Час загибелі

(Т)
	Кількість

спосте-режень
	Тип пінеалоцитів

	
	
	ПСП
	ІСП
	темні+ глія

	Т ≤1 год.
	8
	8,44±0,25
	6,73±0,23
	4,69±0,12

	1 <Т≥ 24 год.
	8
	8,39±0,25
	6,76±0,22
	4,73±0,14

	24 год. <Т≥4 діб
	14
	8,40±0,22
	6,89±0,25
	4,70±0,17

	4 <Т≥ 7 діб
	12
	8,45±0,26
	7,17±0,23
	4,71±0,11

	Т > 7 діб
	11
	8,42±0,28
	8,11±0,27
	4,69±0,12


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

Зовсім інакше поводяться індоламінсинтезуючі пінеалоцити. Новонароджені даної групи народжуються вже із достатньо високим рівнем морфофункціональної активності ІСП. Так, у новонароджених, що загинули протягом першої години життя, середній діаметр ядра індоламінсинтезуючих клітин складає 6,73±0,23×10ˉ6 м, а у тих, що померли в інтервалі від однієї до 24 годин – 6,76±0,22×10ˉ6 м. Далі відбувається прогресивне збільшення показників середнього ядерного діаметру, та, також, рівня морфофункціональної активності індоламінсинтезуючих пінеалоцитів. У новонароджених, що загинули протягом більше 1-ї і до 4-х діб життя середній діаметр пінеалоцитів даного типу складає вже 6,89±0,25×10ˉ6 м. Ядра клітин виглядають різко еухромними із дрібнодисперсним хроматином. У поодиноких клітинах відзначається феномен маргінації хроматину. У новонароджених, що загинули в інтервалі більше 4-х діб і до 7-ми, середній діаметр ядер ІСП складає 7,17±0,23×10ˉ6 м. На цих же термінах ще більше проявляються ознаки загибелі пінеалоцитів шляхом апоптозу. Починають відзначатись клітини із зморщеними ядрами по типу тутових ягід. Під час фарбування препаратів за Ейнарсоном, відмічено вільно лежачі апоптозні тільця. Відсутність вірогідної різниці двох середніх та великі помилки середніх на цих термінах обумовлені наявністю різнорідних клітинних елементів: окрім клітин, що мають великі, світлі, еухромні ядра, виділено також клітини із дрібними темними гетерохромними ядрами. У новонароджених, що прожили довше за 7 діб, середній діаметр ядра індоламінсинтезуючих пінеалоцитів складає 8,11±0,27×10ˉ6 м. Морфологічні ознаки процесів масової клітинної загибелі виражені у ще більш виразному ступеню. Подекуди у епіфізарній паренхімі, на місці загиблих пінеалоцитів, відзначено «порожнини» та проліферацію глії.

Результати плоїдометричного дослідження представлено в таблиці 7.9 [70].

Таблиця 7.9

Відносна кількість пінеалоцитів із різноманітним вмістом хроматину в ядрах в епіфізах новонароджених із ХВУГ+ГАІА, що загинули протягом першого місяця життя (у %)

	Час загибелі

(Т)
	Кількість спос-

тережень
	Вміст хроматину в ядрах

	
	
	< 2 с
	2 с
	> 2 с

	Т ≤1 год.
	8
	29,7±4,4
	62,6±4,8
	7,5±2,5

	1 <Т≥ 24 год.
	8
	30,1±4,5
	62,4±4,7
	7,7±2,7

	24 год. <Т≥4 діб
	14
	31,4±4,6
	60,6±4,9
	8,1±2,8

	4 <Т≥ 7 діб
	12
	33,6±4,7
	55,7±5,0
	10,9±3,1

	Т > 7 діб
	11
	37,7±4,8
	47,3±5,1
	15,3±3,6


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

Аналіз відносної кількості гіпоплоїдних клітин підтверджує положення про те, що, по мірі збільшення терміну життя, в епіфізі мозку новонароджених, виношених в умовах хронічної внутрішньоутробної гіпоксії та тих, що перенесли гостру інтранатальну асфіксію, процеси масової клітинної загибелі зростають. Так, у новонароджених, що загинули протягом першої години постнатального онтогенезу, вміст гіпоплоїдних пінеалоцитів складає в середньому 29,7±4,4%. Це свідчить про те, що вже у першу годину життя у новонароджених відбувається масова загибель пінеалоцитів. У новонароджених, чия загибель настала пізніше, ніж 7 доба постнатального онтогенезу, даний показник сягає 37,7±4,8%.

Паралельно, по мірі зростання тривалості життя, було відмічено різке збільшення відносної кількості пінеалоцитів із поліплоїдними ядрами, що було розцінено як прояв адаптаційно-компенсаторних процесів. Так, у новонароджених, що померли протягом першої години життя та тих, що загинули в інтервалі від 1-ї до 24-х годин після народження, відносна кількість поліплоїдних пінеалоцитів є майже однаковою та складає 7,5±2,5% і 7,7±2,7%, відповідно. Далі відносна кількість поліплоїдних пінеальних клітин зростає настільки, що у новонароджених, загибель котрих настала через 7 діб після народження та більше, їх у два рази більше, ніж у новонароджених, які померли протягом першої години після народження (табл. 7.9).

Збільшення поліплоїдних та гіпоплоїдних клітин призводить до прогресивного зниження кількості пінеалоцитів із диплоїдними ядрами. Так, у новонароджених, що загинули протягом першої години життя, відносна кількість диплоїдних клітин склала в середньому 62,6±4,8%, а у тих, що померли після 7 доби після народження – 47,3±5,1% (табл. 7.9).

Під час оглядової мікроскопії задньо-центральної зони аденогіпофізу відзначено значне розширення розміщення ділянки АКТЦ, що було ідентифіковано гістохімічно, тобто, вочевидь, у померлих новонароджених даної групи дослідження спостерігається гіперплазія АКТЦ. При цьому, щільність розміщення паренхіматозних клітин в цій зоні аденогіпофізу є набагато меншою, ніж в інших зонах, наприклад, у передньо-центральній, або в бічних. Крім того, у задньо-центральній зоні аденогіпофізу також відзначено наявність псевдокист, порожніх або сповнених рідиною, що фарбувались на той же колір, що й АКТГ у цитоплазмі АКТЦ.

Розрідженість паренхіми у задньо-центральній зоні аденогіпофізу та поява псевдокист може бути пояснена розвитком форсованого апоптозу АКТЦ у зв'язку з високим напруженням адаптаційних механізмів.

Поодинокі клітини, що продукують АКТГ, мають зменшені, зморщені пікнотичні ядра, що погано сприймають фарбники під час фарбування за Малорі. Так, якщо ядро нормального АКТЦ фарбується на інтенсивний рубіновий колір, а цитоплазма – на яскраво базофільний, то ядра клітин із зменшеними ядрами фарбуються на блідо-рожевий, а цитоплазма майже не профарбовується (рис. 7.17). Все це свідчить про те, що скоріше за все, відзначається загибель АКТЦ.

Про рівень морфофункціональної активності АКТЦ ми судили за середнім діаметром їх ядер (табл. 7.10), а також за оптичною щільністю ДНК їх ядер та РНК цитоплазми (табл. 7.11). Середній діаметр ядер у даного типу ендокриноцитів, по мірі збільшення терміну постнатального онтогенезу, спочатку збільшується, сягаючи піку на 1-шу – 4-ту добу постнатального онтогенезу, а потім поступово зменшується, що свідчить про зниження їх функції (табл. 7.10), та, вочевидь, про зрив компенсаторно-адаптаційних реакцій, тому що це відбувається на фоні зменшення кількості АКТЦ.

Таблиця 7.10
Середній діаметр ядер АКТЦ у новонароджених із ХВУГ+ГАІА на 

різноманітних термінах життя

	Час загибелі

(Т)
	Кількість спостережень
	Середній діаметр ядер

(×10-6 м)

	Т ≤1 год.
	8
	5,15±0,20

	1 <Т≥ 24 год.
	8
	5,17±0,21

	24 год. <Т≥4 діб
	14
	5,21±0,23

	4 <Т≥ 7 діб
	12
	5,07±0,19

	Т > 7 діб
	11
	4,92±0,18


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

Під час оцінювання оптичної щільності ядер АКТЦ, під час фарбування на ДНК за Фьольгеном-Росенбеком, ми отримали ту саму динаміку (табл. 7.11). Так, оптична щільність ДНК ядер досліджуваних аденоцитів до перших 5-ти діб життя має тенденцію до зниження, що свідчить про підвищення рівня морфофункціональної активності досліджуваних клітин. У подальшому оптична щільність починає зростати, ядра клітин стають більш гіперхромними.

Про подібні зміни рівня морфофункціональної активності також свідчать й показники оптичної щільності цитоплазми АКТЦ під час фарбування на РНК за Браше (табл. 7.11). Так, до 4 доби життя оптична щільність цитоплазми АКТЦ збільшується, після чого починає спадати.

Таблиця 7.11

Середня оптична щільність ядер (на препаратах, забарвлених за Фьольгеном-Росенбеком) та цитоплазми (на препаратах, забарвлених за Браше) АКТЦ новонароджених із ХВУГ+ГАІА у різні етапи постнатального життя (в ум. од.)

	Час загибелі

(Т)
	Кількість спостережень
	Оптична щільність ядер
	Оптична щільність цитоплазми

	Т ≤1 год.
	8
	0,5042±0,0217
	0,2537±0,0111

	1 <Т≥ 24 год.
	8
	0,5037±0,0222
	0,2542±0,0114

	24 год. <Т≥4 діб
	14
	0,5044±0,0238
	0,2594±0,0119

	4 <Т≥ 7 діб
	12
	0,5121±0,0241
	0,2558±0,0117

	Т > 7 діб
	11
	0,5137±0,0244
	0,2541±0,0115


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

Таким чином, можна вважати, що одразу після народження, АКТЦ в даній групі дослідження новонароджених функціонують на високому рівні, що має тенденцію до зростання до 4-ї доби життя включно. Після 4-ї доби постнатального онтогенезу відбувається зниження рівня морфофункціональної активності клітин, та, отже, зрив компенсаторно-адаптаційних реакцій. Ознаки зменшення кількості АКТЦ спостерігаються на всіх термінах постнатального онтогенезу новонароджених у даній групі дослідження, що говорить про внутрішньоутробну загибель.

Отримані в ході проведення досліджень даного розділу цифрові показники було оброблено за допомогою методів кореляційного аналізу. Встановлено, що тривалість терміну постнатального життя сильно корелює із показниками, що відображують рівень диференціювання гліального апарату (товщина ЗГПВМ та щільність розташування клітин у ній), а також із показниками, за якими ми оцінювали виразність ушкоджень судин МЦР (табл. 7.12). Крім того, ступінь диференціювання ЗГПВМ сильно й помітно корелює, як із показниками товщини базальної мембрани, так і з показниками рівня морфофункціональної активності ендотеліального вистілання мікросудинного русла субепендимарного шару.

Показники диференціювання субепендимарного шару та ступеню пошкодження МЦР мають сильні різнобічно скеровані, як негативні, так і позитивні зв'язки з показниками, що відображають ступінь диференціювання епіфізу (відносна кількість пінеалоцитів різноманітних типів) та ступенем його пошкодження у постнатальному онтогенезу (відносна кількість гіпо- та поліплоїдних пінеалоцитів) (табл. 7.13).

Показники ступеню зрілості ЗГПВМ та морфофункціональної активності ендотелію МЦР на цій ділянці мають сильну взаємозалежність із показниками, що відображають ступінь морфофункціональної активності АКТЦ аденогіпофізу (табл. 7.14).
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Рис. 7.17. Поодинокі АКТЦ зі зменшеними зморщеними пікнотичними ядрами, що погано сприймають фарбники під час фарбування за Малорі. Ядра клітин зі зменшеними ядрами фарбуються на блідо-рожевий колір, а цитоплазма майже взагалі не профарбовується. Спостереження № 5; новонароджений із ХВУГ+ГАІА, із терміном гестації 36 тижнів, що загинув на 12-ту добу постнатального онтогенезу. Забарвлення за Малорі, ×1000.

Таблиця 7.12

Коефіцієнти корелювання між морфометричними показниками ГМ та тривалістю життя, а також їх корелювання між собою у новонароджених із ХВУГ+ГАІА

	Показник


	Питома вага МЦР
	Питома вага ПЕВ
	Товщина ЗГПВМ
	Щільність клітин у ЗГПВМ
	Товщина базальної мембрани
	Оптична щільність  ДНК ендотелію
	Оптична щільність  РНК ендотелію

	Тривалість життя
	- 0,33
	- 0,46
	- 0,78
	- 0,88
	0,80
	- 0,74
	0,87

	Питома вага МЦР
	
	0,73
	0,46
	0,11
	- 0,29
	0,14
	0,11

	Питома вага ПЕВ
	
	
	0,68
	0,26
	- 0,38
	0,12
	- 0,16

	Товщина ЗГПВМ
	
	
	
	0,92
	- 0,77
	0,58
	- 0,66

	Щільність клітин у ЗГПВМ
	
	
	
	
	- 0,89
	0,84
	- 0,78

	Товщина базальної мембрани
	
	
	
	
	
	- 0,69
	0,87

	Оптична щільність ДНК ендотелію
	
	
	
	
	
	
	- 0,93


- слабкий кореляційний зв'язок;                  - помірний кореляційний зв'язок;           

- помітний кореляційний зв'язок;               - сильний кореляційний зв'язок.          

Таблиця 7.13

Коефіцієнти кореляції між морфометричними показниками ГМ та морфометричними показниками епіфізу у плодів та новонароджених групи ХВУГ+ГАІА

	Показник 
	Питома вага МЦР
	Питома вага ПЕВ
	Товщина ЗГПВМ
	Щільність клітин у ЗГПВМ
	Товщина базальної мембрани
	Оптична щільністьДНК ендотелію
	Оптична щільністьРНК ендотелію

	Питома вага ІСП
	- 0,11
	- 0,17
	- 0,88
	- 0,89
	0,94
	- 0,77
	0,81

	Питома вага ПСП
	0,21
	0,12
	0,85
	0,71
	0,88
	0,63
	0,54

	Питома вага темних клітин
	0,31
	0,37
	0,77
	0,81
	0,88
	0,87
	- 0,82

	Діаметр ІСП
	- 0,20
	- 0,24
	- 0,78
	- 0,79
	0,85
	- 0,79
	0,88

	Діаметр ПСП
	0,39
	0,37
	0,21
	0,22
	- 0,19
	0,23
	- 0,24

	Діаметри темних клітин
	0,17
	0,16
	- 0,09
	- 0,07
	0,14
	- 0,12
	0,18



	Питома вага< 2с
	- 0,21
	- 0,32
	- 0,79
	- 0,84
	0,89
	- 0,87
	0,85

	Питома вага 2с
	0,16
	0,21
	0,87
	0,83
	- 0,94
	0,79
	- 0,81

	Питома вага >2с
	- 0,18
	- 0,33
	- 0,86
	- 0,83
	0,89
	- 0,70
	0,84


- слабкий кореляційний зв'язок;                 - помірний кореляційний зв'язок;

- помітний кореляційний зв'язок                 - сильний кореляційний зв'язок
Таблиця 7.14

Коефіцієнти кореляції між морфометричними показниками ГМ та морфометричними показниками АКТЦ у плодів та новонароджених групи ХВУГ+ГІА

	Показник 
	Питома вага МЦР
	Питома вага ПЭВ
	Товщина ЗГПВМ
	Щільність клітин у ЗГПВМ
	Товщина базальної мембрани
	Оптична щільність ДНК ендотелію
	Оптична щільність РНК ендотелію

	Питома вага АКТЦв
	- 0,11
	0,41
	0,70
	0,89
	0,70
	0,86
	0,81

	Середний діаметр ядра
	0,17
	0,12
	- 0,81
	0,84
	0,89
	- 0,83
	0,87

	Оптична шільністьДНК
	0,19
	- 0,39
	0,82
	0,87
	- 0,65
	0,76
	0,54

	Оптична щільність РНК
	0,20
	0,40
	0,81
	- 0,88
	0,77
	0,85
	0,84


- слабкий кореляційний зв'язок;                 - помірний кореляційний зв'язок;

- помітний кореляційний зв'язок                - сильний кореляційний зв'язок
Резюме

Абсолютна та відносна маса головного мозку новонароджених, виношених в умовах хронічної внутрішньоутробної гіпоксії, які перенесли гостру інтранатальну асфіксію та таких, що загинули протягом першого місяця життя; є різною, за умовою однакового середнього терміну гестації. Максимальною вона є у новонароджених, що загинули протягом першої години, а також у тих, що померли у проміжку більше 4-х і до 7-ми діб життя. Подібні коливання маси ГМ обумовлені наявністю вазогенного набряку та особливо різким підвищенням проникності ГЕБ на цих термінах, що, в свою чергу, пов'язаним є зі зміною кровонаповнення МЦР ГМ у постаноксичному періоді.

Значна товщина субепендимарного шару, а також високий показник щільності розташування гліальних клітин в ньому, мають слабко виразну тенденцію до зниження. Останнє свідчить про тривання процесів диференціювання глії та міграції зрілих гліоцитів вглиб речовини мозку на вранішніх етапах постнатального життя у даних патологічних умовах, а, отже, й про затримку темпів внутрішньоутробного розвитку всього гліального апарату в цілому.

У клітинах астроглії ЗГПВМ, вже під кінець першої доби життя, з'являються ознаки набрякання та деструкції: клазматодендроз, каріо- та плазморексис. Окрім того, зареєстровано морфологічні ознаки клітинної загибелі шляхом апоптозу, про що свідчить поява в частині клітин феномену маргінації хроматину. Максимально виразними явища загибелі астроцитів є на період від 4-ї до 7-ї доби після народження. Однак, навіть під кінець першого місяця життя, вони повністю не нівелюються. Ці новонароджені народжуються вже із явищами проліферації як макроглії, так й мікроглії. Проліферативна активність гліальних клітин, під кінець першого місяця постнатального онтогенезу, багаторазово зростає. Олігодендроцити починаючи з 4 доби постнатального онтогенезу активно здійснюють функцію фагоцитозу нейронів. Мікрогліоцити – фагоцитарну функцію, за рахунок чого збільшуються в розмірах.

Ступінь кровонаповнення судин МЦР субепендимарної зони новонароджених даної групи дослідження має визначену стадійність та осередковість. У загиблих протягом першої години після народження, мозковий кровообіг знаходиться у фазі первинної гіперемії, що поступово, під кінець першої доби життя змінюється на вторинну (відстрочену) гіпоперфузію. Після 4-ї доби життя настає фаза вторинної гіперперфузії. Після 7-ї доби життя починається поступове відновлення мозкового кровообігу, яке, однак, не завершується до кінця першого місяця постнатального онтогенезу. Максимальна проникність ГЕБ відзначається на піку гіперемії, тобто у першу добу життя, а також у проміжку життя від 4-ї до 7-ї доби, що оцінено було за питомим значенням площі периваскулярного екстравазату.

Було відзначено наявність часткової редукції МЦР за рахунок облітерації деяких капілярів. Водночас, під кінець 7-ї доби життя, з'являються осередки неоангіогенезу шляхом брунькування. До 4-ї доби життя у померлих було виявлено фибріноїдний некроз стінок капілярів. Некротизуються частіше за все стінки тих мікросудин, які були змінені внутрішньоутробно. Як правило, це капіляри, що вміщають «старі» організовані мікротромби в просвіті, що мають потовщену базальну мембрану із нерівними контурами. В частині судин було зареєстровано ознаки склерозу та гіалінозу судинної стінки. Потовщені у внутрішньоутробному періоді базальні мембрани мікросудин ще більше потовщуються під кінець першого місяця постнатального онтогенезу.

Під кінець першої доби починається масивна деендотелізація мікросудин. Ендотеліальні клітини були в цей період у стані гідропічної дистрофії і десквамовані. У новонароджених, що померли у інтервалі від 1-ї і до 4-х діб, у ендотеліоцитах, що збереглись, зростає показник морфофункціональної та проліферативної активності. Під кінець першого місяця життя ендотеліальний покрив судин МЦР субепендимарного шару відновлювався.

Ступінь зрілості епіфізарної паренхіми у новонароджених із ХВУГ+ГАІА, що загинули протягом першого місяця життя, відповідала ІІІ перебудові органу. Поява ділянок псевдоальвеолярної будови в епіфізарній паренхімі свідчила про значний спад кількості пінеалоцитів, насамперед, шляхом форсованого апоптозу в зв'язку із високим напруженням адаптаційних механізмів. Відносна кількість індоламінсинтезуючих пінеалоцитів, а також темних клітин, по мірі зростання показника терміну життя, збільшується, в той час, як вміст пептидсинтезуючих клітин знижується.

Було також відзначено прогресивне зростання показника рівня морфофункціональної активності ІСП, що було реалізовано шляхом збільшення діаметру їх ядер. Зростання показника активності даного клітинного пулу подекуди у тих, хто прожив довше 4-х діб, досягає такого рівня, що настає вичерпність функцій, з'являються морфологічні ознаки загибелі клітин шляхом апоптозу, що супроводжується проліферацією глії. Процеси масової клітинної загибелі призводять до зростання показника вмісту гіпоплоїдних клітин. Паралельно знижується кількість диплоїдних клітин. Адаптаційно-компенсаторні процеси реалізуються за допомогою збільшення кількості пінеалоцитів із поліплоїдними ядрами.

На вранішніх етапах постнатального онтогенезу рівень морфофункціональної активності АКТЦ зростає до 4 доби життя включно, після чого відбувається зрив адаптаційно-компенсаторних реакцій та прогресивне зниження показника функціональної активності АКТЦ. АКТЦ в аденогіпофізі є гіперплазованими, відзначаються ознаки їх масової загибелі шляхом апоптозу, що також дозволяє припустити декомпенсацію функції системи гіпофіз-наднирники.

Для демонстрації вищевикладених даних наводимо спостереження № 22 – випадку аутопсії новонародженого, що народився з терміном гестації 36 тижнів, був виношений в умовах хронічної внутрішньоутробної гіпоксії та такого, що загинув протягом 18 годин після народження внаслідок інтранатально перенесеної асфіксії [див. Додаток Г].

За матеріалами даного розділу опубліковані наступні друковані роботи, в яких відображено методи, результати, обговорення та висновки.
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РОЗДІЛ 8

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНЕ МОДЕЛЮВАННЯ ПЕРИНАТАЛЬНОЇ ГОСТРОЇ ТА ХРОНІЧНОЇ ГІПОКСІЇ РІЗНОГО СТУПЕНЮ ТЯЖКОСТІ

8.1. Характеристика досліджуваних тварин

Експериментальне дослідження було проведене на щурятах. Воно складалось з двох частин: у першій частині моделювалась гостра постнатальна («високогірна») гіпоксія (ГПнГ) та сполучна: гостра постнатальна на фоні хронічної внутрішньоутробної гіпоксії та (ХВУГ+ГПнГ). При цьому моделювали легку, можливу до перенесення, хронічну внутрішньоутробну гіпоксію. Наслідки перинатальної гіпоксії було вивчено в динаміці: тварин було виведено з експерименту у першу добу постнатального онтогенезу, на 14-ту добу та на 35-ту добу. У другій частині експериментального дослідження у тварин також моделювали сполучну перинатальну гіпоксію: на фоні тяжкої сублетальної хронічної внутрішньоутробної гіпоксії моделювалася гостра постнатальна (ХВУГ+ГПнГ).

У тварин групи ХВУГ+ГПнГ було проведено тільки соматометричне дослідження, імуногістохімічне (із використанням МКАТ до 8-го фактору системи згортання крові), а також електронно-мікроскопічне дослідження, яке буде описане в наступному (ІХ) розділі.

У першій частині експерименту, під час моделювання легкої ХВУГ, всього було досліджено 123 тварини. При цьому, у групі тварин, що перенесли тільки гостру постнатальну асфіксію (ГПнГ), 64 спостереження, а в групі тварин, що перебували під впливом комбінованої гіпоксії (ХВУГ+ГПнГ) у зв'язку із інструментально та морфологічно доведеною артеріальною гіпертензією самок-матерів – 47 спостережень. Групу контролю (К) склали 12 щурят.

У групі гострої асфіксії було 29 щурят чоловічої статі (45,3%), 35 – жіночої (54,7%) відповідно. Середня кількість щурят у посліді 8,0±0,8.

У групі ХВУГ+ГПнГ було досліджено 21 щурка чоловічої статі, що склало 44,7% від загальної кількості спостережень та 26 щурят жіночої статі – 55,3% відповідно. Середня кількість щурят у посліді в даній групі склала – 3,6±0,9.

У групі К – 5 щурят чоловічої статі (41,7% від загальної кількості досліджуваних спостережень) та 7 щурят жіночої статі (58,3%). Середня кількість щурят у посліді в цій групі склала 7,8±1,2.

У другій частині експериментального дослідження, у групі досліджень, в якій моделювалась тяжка хронічна внутрішньоутробна гіпоксія (ХВУГВ+ГПнГ) було вивчено 8 щурят, 4 – жіночої статі та 4 – чоловічої, відповідно, по 50%.

Необхідно також зазначити, що у ході проведення експериментального дослідження, відмічено наявність вірогідних різниць у поведінці самок-щурів з контрольної групи та щурів, потомству яких було модельовано ХВУГ різного ступеню тяжкості. Останні відрізнялись більш виразною агресивністю, у них набагато частіше реєструвався факт поїдання потомства. У щурів із артеріальною гіпертензією процес спаровування із самцями відбувався рідше.

Одразу після народження щурятам проведено первинне соматометричне дослідження: зважування тварин, вимір довжини тіла та хвосту. Наступного разу, соматометричне дослідження проводилось на 14-ту та на 35-ту добу постнатального періоду, безпосередньо перед виведенням щурят із експерименту. Результати соматометричного дослідження наведено в таблиці 8.1. Також в цій таблиці наведено дані про кількість спостережень у кожній із досліджуваних підгруп.

Як можна було зауважити, щурята, виношені в умовах легкої хронічної внутрішньоутробної гіпоксії, на всіх термінах постнатального онтогенезу, у більшості соматометричних показників мають більші значення, ніж щурята, виношені в умовах фізіологічного перебігу вагітності, а у випадку моделювання тільки високогірної гіпоксії вірогідних різниць із показниками групи контролю немає. 

Таблиця 8.1

Результати соматометричного дослідження досліджуваних тварин та кількість спостережень у підгрупах

	Досліджувана група та підгрупа
	Вага тіла

(×10-3 кг)
	Довжина тіла

(×10-3 м)
	Довжина хвосту

(×10-3 м)
	Кількість спосте-

режень

	1 доба після народження

	К
	5,77±0,19
	49,21±0,87
	17,07±0,37
	12

	ГПнГ
	5,89±0,22
	50,89±0,91
	16,18±0,44
	64

	ХВУГ+ГПнГ
	6,81±0,17*^
	55,60±0,65*^
	17,13±0,69
	47

	ХВУГВ+ГПнГ
	4,77±0,14*^
	44,17±0,77
	16,87±0,27
	8

	14 доба після народження

	К 14
	20,40±0,16
	63,18±2,12
	27,56±0,54
	5

	ГПнГ 14
	21,30±0,18
	65,0±1,63
	30,42±0,45
	19

	ХВУГ+ГПнГ 14
	22,64±0,91
	77,36±6,05*^
	32,13±2,95
	16

	ХВУГВ+ГПнГ 14
	19,33±0,19
	57,18±2,17
	26,54±0,44
	4

	35 доба після народження

	К 35
	45,20±2,43
	68,19±5,55
	47,44±5,19
	4

	ГПнГ 35
	51,05±3,29
	86,67±6,0
	56,0±5,92
	27

	ХВУГ+ГПнГ 35
	58,60±7,84
	92,67±9,80*^
	52,0±4,79
	15


* – різниця двох середніх між групами контрольною та досліджуваними є вірогідною;

^ – різниця двох середніх між досліджуваними групами (ХВУГ+ГПнГ та ХВУГВ+ГПнГ) є вірогідною.

Щурята, виношені в умовах тяжкої хронічної внутрішньоутробної гіпоксії (ХВУГВ+ГПнГ) мають більш низькі показники маси та довжини тіла одразу після народження та на 14-ту добу постнатального онтогенезу зберігається така сама тенденція. Під час порівняння соматометричних показників груп К та ГПнГ можна говорити тільки про тенденцію до превалювання соматометричних показників у щурят з групи ГПнГ у випадку особин, виведених з експерименту на 14-ту і на 35-ту добу після народження.

8.2. Патологоанатомічні зміни гемато-енцефалічнного бар'єру

8.2.1. Будова гемато-енцефалічного бар'єру у щурят групи контроля

Після виведення тварин з експерименту шляхом декапітації, з черепної коробки було вилучено та зважено головний мозок. Середні показники абсолютної та відносної маси головного мозку досліджуваних щурят наведено в таблиці 8.2, з яких видно, що, по мірі зростання показника тривалості постнатального онтогенезу, абсолютна вага ГМ збільшується, а відносна – зменшується.
Таблиця 8.2

Абсолютна та відносна маса головного мозку щурят контрольної групи

	Досліджування підгрупа
	Середня вага тіла (×10-3 кг)
	Середня маса головного мозку (×10-3 кг)
	Відносна маса ГМ

	К1
	6,43±0,36
	0,89±0,02
	0,14

	К14
	19,07±0,15*
	2,15±0,05*
	0,11

	К35
	47,52±3,11*
	4,33±0,15*
	0,01


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

Тваринам, що були виведеними з експерименту за добу після народження, проведено морфометричне дослідження субепендимарного шару. Результати морфометрії ЗГПВМ наведено в таблиці 8.3.

Субепендимарний шар у тварин даної групи дуже вузький, вміщуэ дрібні гліоцити із вкрай бідною цитоплазмою та гіперхромними ядрами. Під час проведення імуногістохімічного дослідження із використанням антитіл до основного маркеру астроцитів – гліального фібрілярного кислого протеїну (GFAP), відзначено, що астроцити в цій зоні розташовані рівномірно, з їх відростків сформована ніжна щільна сітка (рис. 8.1). Відростки астрогліоцитів довгі, тонкі, із чіткими контурами, на всьому протязі мають однакову ступінь інтенсивності зафарбовування (рис. 8.2) [73, 74, 122].

Таблиця 8.3

Морфометрична характеристика субепендимарного шару щурят контрольної групи, за добу після народження

	Досліджуваний показник
	Товщина субепендимарного шару (×10-6 м)
	Щільність клітин (кількість на 15×10-9 м2)
	Середній діаметр ядер клітин гліального ряду (×10-6 м)

	
	76,33±3,52
	117,32±4,12
	4,59±0,11


У щурят, тривалість постнатального онтогенезу яких склала 14 діб, субепендимарний шар не диференціювався.

Питома вага судин МЦР у тварин, виведених з експерименту за добу, складає 4,9±0,2%. Відносна площа периваскулярного екстравазату вкрай незначна – 1,07±0,07%, що свідчить про відсутність порушення проникності ГЕБ у тварин даної групи. Це підтверджується також співвідношенням МЦР/ПЕВ, яке складає 1:4,58.

Базальні мембрани капілярів на гістологічних препаратах, забарвлених за допомогою методу PAS-реакції, тонкі із чіткими контурами, вони рівномірно сприймають фарбник. У таблиці 8.4 наведено дані про товщину базальних мембран та рівень вмісту колагенів основних типів на різних термінах експерименту.

Як можна побачити, товщина базальної мембрани капілярів на різних термінах експерименту була практично однакова. Теж саме можна сказати й про рівень вмісту колагенів. Також, належить відзначити, що низька інтенсивність світіння препаратів, оброблених МКАТ до колагенів ІІІ та І типів, свідчить про їх фактичну відсутність в стінках мікросудин у тварин контрольної групи, базальні мембрани судин представлено переважно колагеном ІV типу, що є характерним для нормальної непошкодженої судинної стінки [123].

Таблиця 8.4

Середня товщина базальних мембран капілярів (×10-6 м) та інтенсивність світіння колагену I, III та IV типу (ум. од.) у тварин групи К на різних етапах експерименту

	Показник 
	Терміни виведення тварин з експерименту

	
	1-ша доба
	14-та доба
	35-та доба

	Товщина базальної мембрани
	0,0416±0,0011
	0,0429±0,0012
	0,0423±0,0014

	Колаген III
	0,017±0,001
	0,015±0,001
	0,018±0,001

	Колаген I
	0,022±0,002
	0,019±0,001
	0,024±0,001

	Колаген IV
	0,088±0,003
	0,096±0,001
	0,086±0,003


Аналізуючи показники рівня експресії ендотеліну-1, а також показники оптичної щільності ядер (на препаратах, забарвлених за Фьольгеном-Росенбеком) та цитоплазми (на препаратах, забарвлених за Браше) клітин ендотеліального вистилання, рівень морфофункціональної активності даних клітин можна охарактеризувати як невисокий протягом всього терміну експериментального дослідження (табл. 8.5). Ядра ендотеліоцитів гіперхромні, веретеноподібними, цитоплазма вкрай бідна, визначається з трудом. Ендотеліальне вистилання збережено на більшій частині протягу мікросудин.

Під час дослідження рівня експресії каспази-3, відзначено, що дана ключова протеаза апоптозу експресується у тварин контрольної групи тільки у першу добу після народження, що, скоріше за все, обумовлено тільки-но перенесеним стресом народження. У субепендимарній зоні експресуючими елементами є переважно макрогліоцити та, в меншому ступені – мікрогліоцити. При цьому, рівень експресії можна охарактеризувати як незначний. Абсолютна кількість клітин, що експресують каспазу-3, складає в середньому 15,7±0,3 екз. на обмеженому полі зору (360х10ˉ12 м2), середня оптична щільність цитоплазми експресуючих клітин – 0,149±0,004 ум. од [116].

Таблиця 8.5

Рівень експресії ендотеліну-1 (ум. од.), а також оптична щільність ядер ендотелію судин МЦР, на препаратах, забарвлених за Фьольгеном-Росенбеком, та їх цитоплазми, на препаратах, забарвлених за методом Браше, у тварин контрольної групи на різних термінах постнатального онтогенезу
	Показник 
	Терміни виведення тварин з експерименту

	
	1-ша доба
	14-та доба
	35-та доба

	Ендотелін -1
	0,177±0,011
	0,169±0,012
	0,154±0,012

	ДНК ядер
	0,0812±0,0022
	0,0777±0,0026
	0,0762±0,0021

	РНК цитоплазми
	0,433±0,014
	0,421±0,012
	0,438±0,011


Для оцінювання виразності проліферативних процесів проведено імуногістохімічне дослідження із використанням маркеру проліферації Ki-67 (Ab-4, LabVision). Встановлено, що у тварин даної групи, виведених з експерименту у першу добу після народження, кількість проліферуючих клітин складає в середньому 12,3±0,4 екз. на обмеженому полі зору, оптична щільність їх ядер – 0,233±0,003 ум. од. в зеленій частині спектру. Проліферують макрогліоцити, мікрогліоцити, поодинокі епендимоцити та ендотеліоцити (рис. 8.3). На 14-ту добу кількість проліферуючих клітин зменшується до 3,1±0,1 екз., оптична щільність їх ядер складає 0,067±0,001 ум. од. Від цих показників дані тварини, виведені з експерименту на 35-ту добу постнатального онтогенезу, вірогідно не відрізняються. Так, середня кількість проліферуючих клітин у них складає 2,7±0,1, оптична щільність їх ядер – 0,062±0,001 ум. од [71].

Для можливості посередньо судити про ступінь перинатального гіпоксичного пошкодження тканини мозку взагалі, імуногістохімічно досліджено фактор VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor, ендотеліальний фактор зростання судин).

Під час оглядової світлооптичної мікроскопії встановлено, що цей фактор експресується у головному мозку новонароджених щурів, у першу чергу, перицитами, у меншому ступеню – нейронами та клітинами макроглії. У субепендимарному шарі досить активно VEGF експресують клітини епендими.

Встановлено, що у тварин контрольної групи, на першу добу постнатального онтогенезу, середня кількість позитивних до даного маркеру клітин складає 7,7±0,3 на обмеженому полі зору (360х10-12 м²), у випадку середньої оптичної щільності цитоплазми експресуючих VEGF елітин – 0,066±0,003 ум. од. в зеленій частині спектру. На 14-ту добу експерименту середня кількість позитивних до VEGF клітин зменшується до 2,3±0,1, оптична щільність їх цитоплазми складає в середньому 0,027±0,001 ум. од. На 35-ту добу експериментального дослідження показники вірогідно не змінюються. Так, середня кількість позитивних клітин складає 2,7±0,1 екз. на обмеженому полі зору, середня оптична щільність їх цитоплазми – 0,032±0,002.
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Рис. 8.1. Спостереження №16 – щурятко групи К, виведене з експерименту на 1-шу добу після народження. Щільна рівномірна дрібнокомірчаста сітка із відростків астроцитів у субепендимарному шарі; тіла астроцитів невеликі. Імуногістохімічне дослідження із маркером астроглії GFAP, ×200
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Рис. 8.1. Спостереження №16 – щурятко групи К, виведене з експерименту на 1-шу добу після народження. Відростки астроцитів довгі, рівномірної товщини, із чіткими контурами та однаковим ступенем сприйняття інтенсивності фарбника. Імуногістохімічне дослідження із маркером астроглії GFAP, ×1000
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Рис. 8.3. Спостереження №6 – щурятко групи К, виведене з експерименту на 1-шу добу після народження. Низька експресія протеїну проліферації Ki-67 (Ab-4, LabVision) перицитами, гліоцитами та епендимоцитами, ×1000

8.2.2. Патологоанатомічні зміни гемато-енцефалічного бар'єру у випадку гострої постнатальної гіпоксії у щурят, виношених в умовах фізіологічного перебігу вагітності

Середні показники маси головного мозку досліджуваних щурят наведено в таблиці 8.6. Як можна зауважити, по мірі зростання показника терміну постнатального онтогенезу, відносна маса головного мозку у щурят даної групи прогресивно зменшується, а, при порівнянні із аналогічними показниками групи контролю – різниці немає.

Таблиця 8.6

Абсолютна та відносна маса головного мозку щурят групи ГПнГ та контрольної групи

	Досліджувана підгрупа
	Середня вага тіла 

(×10-3 кг)
	Середня маса головного мозку (×10-3 кг)
	Відносна маса ГМ

	К1
	6,43±0,36
	0,89±0,02
	0,14

	К14
	19,07±0,15*
	2,15±0,05*
	0,11

	К35
	47,52±3,11*
	4,33±0,15*
	0,01

	ГПнГ 1
	6,63±0,56
	0,87±0,03
	0,13

	ГПнГ 14
	21,30±0,18*
	2,37±0,07*
	0,11

	ГПнГ 35
	51,05±3,29*
	4,73±0,17*
	0,09


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною;

^ - Р≥95% різниця двох середніх між двома групами К і ГПнГ є вірогідною.

Щурятам, виведеним з експерименту за добу після народження, проведено морфометричне дослідження зони гліального паравентрикулярного матриксу з визначенням середньої товщини субепендимарного шару, щільності розташування клітин в ньому, а також вимірювання середнього діаметру ядер гліоцитів. Результати морфометрії ЗГПВМ наведено в таблиці 8.7.

Треба зазначити, що субепендимарний шар у тварин даної групи, шириною, щільністю розташування гліальних елементів в ньому та розмірами їх ядер, також не відрізняється від показників групи контролю.

У тварин, виведених з експерименту на 14-ту добу постнатального онтогенезу, ЗГПВМ вже не диференціюється. У субепендимарному шарі відзначаються лише поодинокі гліоцити. З цієї причини, у тварин цієї групи та й у подальшому морфометрії ЗГПВМ не проводилась.

Таблиця 8.7

Морфометрична характеристика субепендимарного шару щурят, виведених з експерименту за добу після народження

	Досліджу-

ваний показник
	Товщина субепендимар-ного шару 
(×10-6 м)
	Щільність клітин (кількість на 15×10-9 м2)
	Середній діаметр ядер клітин гліального ряду

(×10-6 м)

	К
	76,33±3,52
	117,32±4,12
	4,59±0,11

	ОПнГ
	78,93±3,33
	122,56±5,33
	4,77±0,17


Під час оглядової мікроскопії препаратів головного мозку тварин, виведених з експерименту за добу після народження, і оцінювання ступеню повнокров'я судин МЦР зареєстровано мозаїчність та осередковість змін. Відзначено наявність, як зон із розширеними та повнокровними капілярами, так й ділянки гіпоперфузії. Однак, варто все-таки відзначити, що у більшості спостережень та у більшості полів зору, рівень мозкового кровообігу належить оцінювати як стадію гіпоперфузії. Скоріше за все, на цих термінах ми реєструємо стадію вторинної гіпоперфузії.

У більшості спостережень було зареєстровано наявність периваскулярного екстравазату, що свідчить про порив ГЕБ та розвиток вазогенного набряку мозку. Для оцінювання ступеню проникності ГЕБ ми визначили питому вагу судин МЦР у субепендимарному шарі, відносну площу периваскулярного екстравазату, а також їх співвідношення (табл. 8.8).

Ступінь вазогенного набряку мозку в даній групі дослідження тварин можна оцінити як помірний. Тваринам, виведеним із експерименту на 14-ту та 35-ту добу, подібного експерименту проведено не було, враховуючи, що на даних термінах зареєстровано вже наявність фази відновлення мозкового кровообігу.

У тварин, виведених із експерименту за добу після народження, у поодиноких астроцитах було відзначено наявність ознак клазматодендрозу. Деякі астроцитарні клітини є набряклими із ознаками початкового плазморексису (рис. 8.4). Відростки астроцитів вкорочені, потовщені, із нерівними ламаними контурами та нерівномірним профарбовуванням по всій довжині. Сітка з астроцитарних відростків є нерівномірною. У поодиноких олігодендроцитах відзначено наявність ознак каріопікнозу із ущільненням хроматину та зменшенням розміру ядер. У життєздатних астроцитах та олігодендроцитах ядра різко еухромні, збільшені, що свідчить про підвищений рівень їх морфо-функціональної активності [73, 74, 122].

Таблиця 8.8

Відносна площа мікроциркуляторного русла, перикапілярного екстравазату та їх співвідношення у ЗГПВМ у тварин з групи ГПнГ та таких, що були виведені із експерименту за добу після народження

	Досліджу-ваний показник
	Відносна площа (в %)
	МЦР+ПЕВ


	МЦР/

ПЕВ

	
	МЦР
	ПЕВ
	
	

	К1
	4,90±0,22
	1,07±0,07
	5,97
	1:4,58

	ГПнГ1
	5,11±0,21
	6,33±0,47*
	11,44
	1:1,24


* – Р≥95% різниця двох середніх між двома групами К і ГПнГ є вірогідною.

У тварин, виведених із експерименту на 14-ту добу, ознаки загибелі астроцитів та олігодендроцитів відзначено у поодиноких полях зору. На цих термінах процеси проліферації та гіперплазії вже превалюють над процесами загибелі. Рівень морфофункціональної активності макрогліоцитів є високим, зареєстровано наявність феномену сателітозу нейронів олігодендроцитами.

Стан прохідності МЦР досить строкатий: осередки невідновленого кровообігу чергуються із зонами гіперперфузії. З'являються зони неоангіогенезу.

Для морфологічного оцінювання ступеню проникності та ступеню ушкодження базальних мембран капілярів на препаратах, забарвлених за допомогою методів PAS-реакції, було проведено вимірювання товщини базальних мембран, а також, за допомогою імуногістохімічного дослідження із використанням МКАТ до колагену І, ІІІ та ІV типів, визначено показник рівня інтенсивності світіння всіх перелічених типів колагенів (табл. 8.9).

Таблиця 8.9

Середня товщина базальних мембран капілярів (×10-6 м) та інтенсивність світіння колагенів різного типу (ум. од.) у тварин груп ГПнГ та К

	Показник
	Терміни виведення тварин з експерименту

	
	1-ша доба
	14-та доба
	35-та доба

	
	група К

	Товщина базальної мембрани
	0,0416±0,0011
	0,0429±0,0012
	0,0423±0,0014

	Колаген III
	0,017±0,001
	0,015±0,001
	0,018±0,001

	Колаген I
	0,022±0,002
	0,019±0,001
	0,024±0,001

	Колаген IV
	0,088±0,003
	0,096±0,001
	0,086±0,003

	
	група ГПнГ 

	Товщина базальної мембрани
	0,0433±0,0012
	0,0471±0,0015*^
	0,0455±0,0017^

	Колаген III
	0,017±0,001
	0,177±0,011^
	0,033±0,001^

	Колаген I
	0,077±0,002
	0,133±0,001*^
	0,147±0,001*^

	Колаген IV
	0,098±0,003
	0,054±0,001*^
	0,086±0,003*


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною;

^ - Р≥95% різниця двох середніх між двома групами К і ГПнГ є вірогідною.

Аналізуючи дані, наведені в таблиці 8.9, належить відзначити наявність вірогідного зростання показника товщини базальних мембран капілярів у тварин, виведених з експерименту на 14-ту добу життя, порівняно із нащадками, виведеними із експерименту за добу після народження. Ці показники складають в середньому 0,0433±0,0012 та 0,0471±0,0015×10ˉ6 м, відповідно. Водночас у тварин, із терміном життя 14 діб, порівняно із тваринами, виведеними із експерименту у першу добу після народження, зареєстровано вірогідне збільшення показника вмісту у базальних мембранах як незрілого колагену ІІІ типу ((0,017±0,001) ум. од. та (0,177±0,011) ум. од), так і зрілого колагену І типу ((0,077±0,002) та (0,133±0,010) ум. од., відповідно). У тих випадках, коли стінка капіляра вміщає колаген ІІІ або І типу вона, як правило, є осередково або дифузно потовщеною (рис. 8.5) [123].

Паралельно було відмічено наявність тенденції до зниження показника рівня світіння колагену базальних мембран – колагену ІV типу, із 0,098±0,003 до 0,054±0,001 ум. од. Так, якщо у тварин, що прожили добу, відзначено наявність великої кількості капілярів із помірним та сильним світінням стінок, під час імуногістохімічного дослідження за допомогою непрямого методу Кунса із використанням МКАТ до колагену ІV типу (рис. 8.6), то у тварин, що прожили 14 діб, показник рівня світіння колагену ІV типу можна охарактеризувати як слабкий. Лише тільки в стінках крупних судин відмічено помірний або високий рівень світіння колагену ІV типу (рис. 8.7).

Все те, що було описаним вище, свідчить про те, що на 14-ту добу у щурят, що перенесли гостру асфіксію, у стінках судин МЦР відбуваються процеси склеротизації із потовщенням базальних мембран капілярів, зростанням показника рівня світіння інтерстиціальних колагенів обох типів, як незрілого, так і зрілого, що, скоріше за все свідчить про заміщення у судинній стінці колагену базальних мембран.

У подальшому, у тварин, виведених із експерименту на 35-ту добу постнатального онтогенезу, товщина базальних мембран капілярів знижується у незначній мірі. Цей показник за групою складає в середньому 0,0455±0,0017×10-6 м (табл. 8.9). Скоріше за все, частина судин із зміненими стінками редукується. Знижується показник рівня світіння колагенів ІІІ типу до 0,033±0,001 ум. од. із одночасним збільшенням показника світіння колагену І типу до 0,147±0,001 ум. од (табл. 8.9). Це і є відображенням процесів дозрівання колагену.

У даній групі було зареєстровано наявність тенденції до посилення люмінісценції препаратів, оброблених за допомогою МКАТ до колагену ІV типу до 0,086±0,003 ум. од., що, скоріше за все, відображає наявність процесу неоангіогенезу.

У експериментальних тварин, за допомогою визначення рівня експресії ендотеліну-1, та визначення оптичної щільності ядер ендотелію на препаратах, забарвлених за методом Фьольгена-Росенбека, та їх цитоплазми, на препаратах, забарвлених за методом Браше, визначено показник рівня морфофункціональної активності ендотелію судин МЦР на всіх термінах. Результати цього дослідження представлено в таблиці 8.10.

Таблиця 8.10

Рівень експресії ендотеліну-1 (ум. од.), а також оптична щільність ядер, на препаратах, забарвлених за методом Фьольгена-Росенбека, та цитоплазми, на препаратах, забарвлених за методом Браше, ендотелію судин МЦР у тварин із груп ГПнГ та К на різних термінах постнатального онтогенезу

	Показник
	Терміни виведення тварин з експерименту

	
	1 доба
	14 доба
	35 доба

	
	група К

	Ендотелін -1
	0,177±0,011
	0,169±0,012
	0,154±0,012

	Оптична щільність ядер
	0,0812±0,0022
	0,0777±0,0026
	0,0762±0,0021

	Оптична щільність цитоплазми
	0,433±0,014
	0,421±0,012
	0,438±0,011

	
	група ГПнГ

	Ендотелін -1
	0,560±0,019^
	0,350±0,014*^
	0,207±0,012*^

	Оптична щільність ядер
	0,0817±0,0029
	0,0675±0,0023*^
	0,0724±0,0025

	Оптична щільність цитоплазми
	0,526±0,020^
	0,549±0,021^
	0,519±0,017^


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною;

^ - Р≥95% різниця двох середніх між двома групами К і ГПнГ є вірогідною.

Вже за добу, після перенесеної гіпоксії, відзначено наявність осередкової десквамації ендотелію в капілярах. Клітини, що збереглись, мають виразну експресією ендотеліну-1 (рис.8.8). Оптична щільність світіння препаратів, оброблених непрямим методом Кунса із МКАТ до ендотеліну-1, на цих термінах складає 0,560±0,019 ум. од., що у значній мірі перевищує аналогічний показник у тварин контрольної групи. Рівень морфофункціональної активності ендотеліальних клітин є невисоким, про що свідчать середні показники оптичної щільності ДНК їх ядер – 0,0817±0,0029 ум. од. та РНК їх цитоплазми – 0,526±0,020 ум. од.

У тварин, виведених із експерименту на 14-ту добу, виразність явищ деендотелізації судинної стінки зменшується, про що свідчить рівень експресії ендотеліну-1, що вірогідно падає до 0,350±0,014 ум. од., але все ще продовжує залишатись значно вищим, порівняно із щурятами контрольної шурпи, ендотелій посиленно проліферує. Оптична щільність ДНК ядер ендотеліоцитів вірогідно знижується та складає 0,0675±0,0023 ум. од. в середньому, РНК цитоплазми, навпаки, зростає до 0,549±0,021 ум. од (табл. 8.10). Все це свідчить про різке підвищення рівня морфофункціональної активності ендотелію судин МЦР.

На 35-ту добу експерименту процеси регенерації в ендотеліальному вистиланні завершуються. Рівень експресії ендотеліну-1 вірогідно знижується до 0,207±0,012 ум. од., та фактично не відрізняється від показника щурят із контрольної групи. Також зростає показник оптичної щільності ДНК ядер ендотеліоцитів – 0,0724±0,0025 ум. од. Ядерний хроматин ущільнюється, стає гетерохромним. Оптична щільність РНК цитоплазми знижується до 0,519±0,017 (табл. 8.10).

Задля можливості оцінювання ступеню інтенсивності апоптотичних процесів, імуногістохімічно було досліджено рівень експресії каспази-3. Встановлено, що у тварин, виведених із експерименту за добу після народження, рівень експресії можна охарактеризувати як помірний – кількість клітин, що експресують даний маркер, складала в середньому 27,7±0,9 екз. на обмеженому полі зору, що вірогідно перевищує аналогічний показник тварин у групі контролю (15,7±0,3 екз.), середня оптична щільність їх цитоплазми – 0,250±0,012 ум. од. (рис. 8.9). Під час оцінювання якісного складу позитивних в стосунку до даного маркеру клітин, було виявлено, що у ЗГПВМ каспаза-3 є активною у всіх клітинах гліального ряду. Під час дослідження полів зору, розташованих в деякій віддаленості від субепендимарного шару, відзначено наявність великої кількості позитивних нейронів (рис.8.10) [116].

На 14-ту добу постнатального онтогенезу, порівняно із нашими даними, процеси апоптотичної загибелі клітин знижують свою інтенсивність, однак, все ще продовжують реєструватись. Кількість позитивних клітин, у обмеженому полі зору, складає в середньому 16,9±04 екз., середня оптична щільність їх цитоплазми – 0,144±0,006 ум. од. На 35-ту добу постнатального онтогенезу у тварин даної групи, судячи з даних імуногістохімічного дослідження із маркером каспази-3, процеси інтенсивної клітинної загибелі шляхом апоптозу припиняються [71].

Під час оцінювання виразності проліферації встановлено, що за добу після змодельованої високогірної гіпоксії, середня кількість проліферуючих клітин на обмеженому полі зору складає 27,4±0,7 екз., оптична щільність їх ядер – 0,354±0,005 ум. од. в середньому, що у значній мірі перевищує аналогічні показники тварин контрольної групи (12,3±0,4 екз. на обмеженому полі зору та 0,233±0,003 ум. од., відповідно). При цьому, проліферують переважно ендотеліоцити та поодинокі гліоцити (рис. 8.11). На 14-ту добу експерименту цифрові дані, що характеризують виразність клітинної проліферації, вірогідно не змінюються. Так, середня кількість проліферуючих клітин складає 25,2±0,6 екз., оптична щільність їх ядер – 0,337±0,005. Однак, змінюється якісний склад проліферуючих клітин: проліферують переважно гліальні клітини, ендотеліоцити – у меншому ступеню. Також проліферують поодинокі епендимоцити (рис. 8.12). На 35-ту добу експерименту показники клітинної проліферативної активності різко знижуються – середня кількість позитивних клітин складає 3,2±0,1 екз. на обмеженому полі зору, оптична щільність їх ядер – до 0,071±0,1 ум. од [71].

За добу після народження та моделювання «високогірної» гіпоксії, було відзначено наявність помірної експресії фактору росту ендотелію. Так само, як і в групі порівняння, клітинами, що експресують, у паравентрикулярній зоні є перицити, в меншій мірі – нейрони, епендимоцити, гліоцити (рис. 8.13). Позитивні до VEGF речовини у вигляді світло- та темно-коричневих гранул розташовані в цитоплазмі клітин рис. 8.14).

Середня кількість позитивних до VEGF клітин складає 27,3±1,2 екз. на обмеженому полі зору, при цьому, середня оптична щільність їх цитоплазми – 0,220±0,009. На 14-ту добу постнатального онтогенезу кількість VEGF експресуючих клітин знижується до середніх показників 11,1±0,5 екз. на обмеженому полі зору, при середній щільності їх цитоплазми – 0,109±0,005 ум. од. Аналогічні показники тварин контрольної групи на цих термінах – 2,3±0,1 екз., оптична щільність їх цитоплазми склала в середньому – 0,027±0,001 ум. од. Як можна зауважити, спостерігається вірогідне підвищення показника середніх. На 35-ту добу експерименту показники експресії VEGF клітинами наступні: середня кількість позитивних клітин – 3,7±0,2 екз. на обмеженому полі зору, середня оптична щільність їх цитоплазми – 0,049±0,002 ум. од. у зеленій частині спектру, що вірогідно не відрізняється від показників у тварин групи контролю.
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Рис. 8.4. Спостереження №53 – щурятко групи ГПнГ, виведене із експерименту на 1-шу добу після народження. Деякі астроцитарні клітини набряклі із ознаками плазморексису, що починається. Відростки астроцитів є скороченими, потовщеними, із нерівними ламаними контурами та нерівномірним профарбовуванням по всій довжині. Імуногістохімічне дослідження із гліальним фібрилярним кислим протеїном (GFAP), ×200
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Рис. 8.5. Спостереження №17 – щурятко групи ГПнГ, виведене із експерименту на 14-ту добу життя. На загальному фоні, що світиться слабко, судина із дифузно потовщеними стінками та помірним світінням колагену І типу. Непряма реакція Кунса із використанням МКАТ до колагену І типу, ×600
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Рис. 8.6. Спостереження №11 – щурятко групи ГПнГ, виведене із експерименту на 14-ту добу життя. На загальному фоні, що слабко світиться, капіляр із інтенсивним світінням колагену ІV типу у стінках. Непряма реакція Кунса із використанням МКАТ до колагену ІV типу, ×600
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Рис. 8.7. Спостереження №7 – щурятко групи ГПнГ, виведене із експерименту на 14-ту добу життя. На загальному фоні, що світиться слабко, крупна судина із осередковим помірним рівнем світіння стінок. Непряма реакція Кунса із використанням МКАТ до колагену ІV типу, ×600
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Рис. 8.8. Спостереження №12 – щурятко групи ГПнГ, виведене із експерименту у 1-шу добу життя. На загальному фоні, що світиться слабко, судина із осередковою десквамацією ендотелію та яскравим світінням ендотеліальних клітин, що збереглись. Непряма реакція Кунса із використанням МКАТ до ендотеліну-1, ×600
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Рис. 8.9. Спостереження №7 – щурятко групи ГПнГ, виведене із експерименту у 1-шу добу після народження. Помірна експресія caspase-3 (клон CPP32) гліоцитами субепендимарної зони, ×400
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Рис. 8.10. Спостереження №7 – щурятко групи ГПнГ, виведене із експерименту у 1-шу добу після народження. Експресія caspase-3 (клон CPP32) нейронами підкоркових утворень, ×400
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Рис. 8.11. Спостереження №32 – щурятко групи ГПнГ, виведене із експерименту у 1-шу добу після народження. Експресія протеїну проліферації Ki-67 (Ab-4, LabVision) переважно ендотеліоцитами капілярів та поодинокими гліоитами. Навколо капілярів – виразний периваскулярний набряк, ×400
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Рис. 8.12. Спостереження №12 – щурятко групи ГПнГ, виведене із експерименту на 14-ту добу після народження. Експресія протеїну проліферації Ki-67 (Ab-4, LabVision). Проліферують переважно клітини глії, епендимоцити, та, у меншому ступеню, ендотеліоцити капілярів, ×200
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Рис. 8.13. Спостереження №62 – щурятко групи ГПнГ, виведене із експерименту у 1-шу добу після народження. Експресія протеїну VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor, ендотеліальний фактор росту) перицитами, гліоцитами та епендимоцитами у субепендимарному шарі, ×200
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Рис. 8.14. Спостереження №60 – щурятко групи ГПнГ, виведене із експерименту у 1-шу добу після народження. Експресія протеїну VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor, ендотеліальний фактор росту судин). Позитивні комплекси розташовуються внутрішньоплазматично у вигляді дрібних темно- та світло-коричневих гранул у перицитах, нейронах, гліоцитах, ×1000

8.2.3. Патологоанатомічні зміни гемато-енцефалічного бар'єру внаслідок гострої гіпоксії у щурят, що народжені від самок з артеріальною гіпертензією

Після того, як тварини, що перенесли легку, можливу до перенесення, ХВУГ та гостру постнатальну гіпоксію (ХВУГ+ГПнГ), їх було виведено із експерименту, та було проведено розтин черепної коробки із вилученням головного мозку та його зважуванням. Показники абсолютної та відносної маси головного мозку наведено в таблиці 8.11. Як можна зауважити, виходячи з даних таблиці, у щурят групи ХВУГ+ГПнГ, відносна маса ГМ є більшою, ніж у нащадків групи К. При цьому, також належить відзначити прогресивне зниження даного показника, по мірі зростання показника терміну життя.
Таблиця 8.11

Середня маса головного мозку та її відношення до середньої ваги щурят групи ХВУГ+ГПнГ

	Досліджувана підгрупа
	Середня вага тіла (×10-3 кг)
	Середня маса головного мозку (×10-3 кг)
	Відносна маса ГМ

	К1
	6,43±0,36
	0,89±0,02
	0,14

	К14
	19,07±0,15*
	2,15±0,05*
	0,11

	К35
	47,52±3,11*
	4,33±0,15*
	0,01

	ХВУГ+ГПнГ1
	7,41±0,39
	0,77±0,02
	0,10

	ХВУГ+ГПнГ14
	22,64±0,19*
	2,17±0,06*
	0,10

	ХВУГ+ГПнГ35
	58,60±7,84*
	4,53±0,14*
	0,08


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною;

^ - Р≥95% різниця двох середніх між двома групами К і ХВУГ+ГПнГ є вірогідною.

Декілька протилежна динаміка встановлена у нащадків, що перенесли тяжку, сублетальну гіпоксію, у більшості випадків показники ваги тіла та маси головного мозку були меншими, ніж у аналогічні терміни у щурят контрольної групи (табл. 8.12).

У щурят, виведених із експерименту за добу після народження, зона гліального паравентрикулярного матіксу досить широка, та в основному представлена дрібними мономорфними спонгіобластами (рис. 8.15). Було проведено морфометрію ЗГПВМ, результати цього дослідження наведені в таблиці 8.13.

Таблиця 8.12

Абсолютна та відносна маса тіла та головного мозку щурят групи ХВУГВ+ГПнГ

	Досліджувана підгрупа
	Середня вага тіла (×10-3 кг)
	Середня маса головного мозку (×10-3 кг)
	Відносна маса ГМ

	К1
	6,43±0,36
	0,89±0,02
	0,14

	К14
	19,07±0,15*
	2,15±0,05*
	0,11

	К35
	47,52±3,11*
	4,33±0,15*
	0,01

	ХВУГВ+ГПнГ 1
	4,77±0,14
	0,77±0,03
	0,16

	ХВУГВ+ГПнГ 14
	19,33±0,19*
	2,03±0,07*
	0,12

	ХВУГВ+ГПнГ 35
	49,05±3,01*
	4,03±0,17*
	0,08


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною;

^ - Р≥95% різниця двох середніх між двома групами К і ХВУГ+ГПнГ є вірогідною.

Товщина субепендимарного шару у тварин, що прожили 1 добу, в середньому в групі ХВУГ+ГПнГ виявилась набагато більшою, ніж у групі К, із вищим показником щільності розміщення гліальних елементів, але розмір їх ядер був аналогічним до показника в групі К.

Таблиця 8.13

Морфометрична характеристика субепендимарного шару щурят, виведених із експерименту за добу після народження

	Досліджуваний показник
	Товщина субепендимарного шару (×10-6 м)
	Щільність клітин (кількість на 15×10-9 м2)
	Середній діаметр ядер клітин гліального ряду

(×10-6 м)

	К
	76,33±3,52
	117,32±4,12
	4,59±0,11

	ХВУГ+ГПнГ
	122,32±5,75*
	143,17±6,12*
	4,61±0,15


* – Р≥95% різниця двох середніх між двома групами К і ХВУГ+ГПнГ є вірогідною.

Стан мозкового кровообігу на цих термінах належить оцінювати як стадію вторинної гіпоперфузії. Спостерігаються морфологічні ознаки вазогенного набряку мозку із наявністю периваскулярного екстравазату. Питома вага судин МЦР, ПЕВ та їх співвідношення наведені в таблиці 8.14.

Таблиця 8.14

Відносна площа мікроциркуляторного русла, перикапілярного екстравазату та їх співвідношення у ЗГПВМ у тварин, що перенесли змішану гіпоксію на 1 сутки постнатального онтогенезу

	Досліджу-ваний показник
	Відносна площа (в %)
	МЦР+ПЕВ


	МЦР/ПЕВ

	
	МЦР
	ПЕВ
	
	

	К1
	4,90±0,22
	1,07±0,07
	5,97
	1:4,58

	ХВУГ+ГПнГ1
	3,77±0,17*
	5,73±0,23*
	9,5
	1:1,52


* – Р≥95% різниця двох середніх між двома групами К і ХВУГ+ГПнГ є вірогідною.

Як бачимо, показник середньої відносної площі судин МЦР у щурят із змішаною гіпоксією вірогідно зменшений при порівнянні з аналогічним показником щурят контрольної групи, а площа екстравазату, навпаки вірогідно збільшена. Можна констатувати внутрішньоутробну затримку розвитку судин МЦР у щурят, що перенесли ХВУГ та більш високу проникність ГЕБ у таких нащадків.

В астроцитах на цих термінах зареєстровано наявність ознак клазматодендрозу та набряку (рис. 8.16). Поодинокі олігодендроцити мають ущільнені, зморщені ядра, що свідчить про їх каріопікноз. Окрім того, відзначено наявність осередкової проліферації астроцитів, олігодендроцитів та мікрогліоцитів, яка має внутрішньоутробне походження [73, 74, 122]

У тварин, виведених із експерименту на 14-ту добу, субепендимарний шар у паравентрикулярній зоні представлено осередково, він містить гліоцити, які розташовані в один, максимум – у два ряди (рис. 8.17). Подібна морфологічна картина свідчить про практично повне завершення диференціювання гліального ряду, тому морфометрія ЗГПВМ у тварин даної групи в подальшому не проводилась.

Під час оглядового мікроскопічного дослідження препаратів ЗГПВМ у тварин, виведених із експерименту на 14-ту добу постнатального онтогенезу, для стану прохідності МЦР характерною була осередковість та мозаїчність. У всіх полях зору, зони гіперперфузії чергуються із зонами невідновленого кровообігу.

У макроглаільних клітинах продовжують відзначатись ознаки загибелі – клазматодендроз, набряк, пікноз. Однак, окрім цього, із боку астроцитів починають з'являтись ознаки проліферації та гіперплазії. Збережені астроцити та олігодендроцити мають світлі еухромні ядра, що свідчить про наявність високого рівня морфо-функціональної активності цих клітин. Олігодендроцити здійснюють сателітоз нейронів.

На 35-ту добу експерименту ознаки загибелі астроцитів та олігодендроцитів відсутні. В астроцитах добре помітні ознаки осередкової проліферації та гіперплазії (рис. 8.18). Повного відновлення мозкового кровообігу на цей період ще не відзначено, спостерігаються нечисленні осередки неоангіогенезу.

Для оцінювання функціонального стану базальних мембран судин МЦР на препаратах, забарвлених за допомогою методу PAS-реакції, досліджено їх середню товщину на різних термінах виведення із експерименту. Також проведено імуногістохімічне дослідження із використанням МКАТ до колагенів І, ІІІ та ІV типів. Результати даних досліджень наведено в таблиці 8.15 [123].

Тварини даної групи народжувались вже із декілька потовщеними базальними мембранами, у частині капілярів мембрани мають нерівні нечіткі контури. На 14-ту добу експерименту товщина базальних мембран збільшується, а на 35-ту добу з'являється тенденція до зниження даного показника.

У першу добу експерименту тварини цієї групи мають достатньо високий показник рівня світіння як колагену І типу – 0,260±0,012 ум. од., так і колагену ІІІ типу – 0,284±0,011 ум. од., при вкрай невисокому вмісті у судинній стінці колагену базальних мембран ІV типу – 0,077±0,004 ум. од. Така картина свідчить про наявність внутрішньоутробної склеротизації судинної стінки. На 14-ту добу експерименту вміст незрілого колагену ІІІ типу зменшується (рис. 8.19) до 0,228±0,008 ум. од., а зрілий колаген І типу прогресивно збільшується до 0,317±0,017 ум. од., що явно відображає процеси дозрівання сполучної тканини. Водночас різко знижується показник рівня світіння колагену ІV типу, його середня оптична щільність складає 0,042±0,002 ум. од. (табл. 8.15).

Таблиця 8.15

Середня товщина базальних мембран капілярів (×10-6 м) та рівень експресії колагенів різних типів (ум. од.) у тварин, що перенесли змішану гіпоксію

	Показник
	Терміни виведення тварин з експерименту

	
	1-ша доба
	14-та доба
	35-та доба

	
	група К

	Товщина базальної мембрани
	0,0416±0,0011
	0,0429±0,0012
	0,0423±0,0014

	Колаген III
	0,017±0,001
	0,015±0,001
	0,018±0,001

	Колаген I
	0,022±0,002
	0,019±0,001
	0,024±0,001

	Колаген IV
	0,088±0,003
	0,096±0,001
	0,086±0,003

	
	група ХВУГ+ГПнГ

	Товщина базальної мембрани
	0,0637±0,0022^
	0,0678±0,0027*^
	0,0662±0,0025^

	Колаген III
	0,260±0,012^
	0,228±0,008^
	0,098±0,002*^

	Колаген I
	0,284±0,011^
	0,317±0,017*^
	0,301±0,016^

	Колаген IV
	0,077±0,004
	0,042±0,002
	0,081±0,005


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною;

^ - Р≥95% різниця двох середніх між двома групами К і ГПнГ є вірогідною.

На 35-ту добу експерименту показник рівня люмінісценції колагену ІІІ типу різко та вірогідно знижується, середня оптична щільність світіння його на цих термінах складає 0,098±0,002 ум. од. Водночас, відзначається наявність тенденції до збільшення вмісту у судинній стінці колагену ІV типу – 0,081±0,005 ум. од. (табл. 8.15). Останнє, скоріше за все, відбувається за рахунок неоангіогенезу.

Для оцінки ступеню ушкодження ендотелію капілярів за допомогою непрямого методу Кунса із використанням МКАТ до ендотеліну-1, визначено експресію останнього. Окрім того, для оцінювання показника рівня морфо-функціональної активності ендотеліоцитів встановлено показники оптичної щільності ядер ендотеліоцитів на препаратах, забарвлених за Фьольгеном-Росенбеком, а також оптичної щільності їх цитоплазми на препаратах, забарвлених за Браше. Результати цих досліджень наведено в таблиці 8.16.

Таблиця 8.16

Рівень експресії ендотеліну-1 (ум. од.), а також оптична щільність ядер (на препаратах, забарвлених за Фьольгеном-Росенбеком) та цитоплазми (на препаратах, забарвлених за Браше) ендотелію судин МЦР у щурят, що перенесли змішану гіпоксію

	Показник
	Терміни виведення тварин з експерименту

	
	1-ша доба
	14-та доба
	35-та доба

	
	група К

	Ендотелін -1
	0,177±0,011
	0,169±0,012
	0,154±0,012

	Оптична щільність ядер
	0,0812±0,0022
	0,0777±0,0026
	0,0762±0,0021

	Оптична щільність цитоплазми
	0,433±0,014
	0,421±0,012
	0,438±0,011

	
	група ХВУГ+ГПнГ

	Ендотелін -1
	0,633±0,027^
	0,477±0,016*^
	0,339±0,014*^

	Оптична щільність ядер
	0,0651±0,0021^
	0,0423±0,0017*^
	0,0584±0,0019*^

	Оптична щільність цитоплазми
	0,555±0,023^
	0,576±0,025^
	0,524±0,018*^


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною;

^ - Р≥95% різниця двох середніх між двома групами К і ХВУГ+ГПнГ є вірогідною.

Як можна зауважити, за добу після народження у тварин даної групи зареєстровано дуже високий рівень експресії ендотеліну-1, його середня оптична щільність світіння склала 0,633±0,027 ум. од. Відзначено наявність численних осередків деендотелізації судинної стінки. Ядра ендотеліальних клітин помірно активні, середня оптична щільність ДНК склала 0,0651±0,0021 ум. од., теж саме можна сказати і про оптичну щільність РНК, що склала 0,555±0,023 ум. од.

На 14-ту добу показник експресії ендотеліну-1 вірогідно знижується, однак продовжує залишатись все ще на досить високому рівні – 0,477±0,016 ум. од. Ендотелій на цих термінах посилено проліферує, відбувається відновлення ушкодженої інтими судин МЦР. Водночас, реєструється різке збільшення показника морфо-функціональної активності ендотеліоцитів із зниженням оптичної щільності ДНК їх ядер до 0,0423±0,0017 ум. од. в середньому, та збільшенням показника оптичної щільності РНК їх цитоплазми до 0,576±0,025 ум. од. в середньому за групою (табл. 8.16).

На 35-ту добу експерименту відновлення ендотеліального вистилання завершується повністю, показник експресії ендотеліну-1 знижується до 0,339±0,014 ум. од. Середня оптична щільність ДНК ядер ендотеліоцитів складає 0,0584±0,0019 ум. од., а РНК їх цитоплазми – 0,524±0,018 ум. од. (табл. 8.16). Обидва показники вірогідно відрізняються від аналогічних показників у тварин, що вибули з експерименту на 14-ту добу, що свідчить про різке зниження показника морфофункціональної активності ендотеліальних клітин.

Дослідження рівня експресії такого маркеру апоптозу, як каспаза-3, виявило, що найвищим він є у тварин за добу після народження. На обмеженому полі зору було відзначено наявність 62,3±2,7 екз. позитивних клітин в середньому, середня оптична щільність їх цитоплазми – 0,467±0,023 ум. од. Експресують каспазу всі типи гліоцитів та нейроцити (рис. 8.20). На 14-ту добу експерименту процеси апоптотичної загибелі декілька знижують свою інтенсивність. Так, середня кількість позитивних клітин складає 33,2±1,1 екз., при цьому середня оптична щільність їх цитоплазми – 0,277±0,012 ум. од. У тварин, виведених із експерименту на 35-ту добу постнатального онтогенезу, процеси клітинної загибелі шляхом апоптозу продовжують реєструватись, знаходячись на низькому рівні. Кількість клітин позитивних відносно до маркеру каспази-3, складає в середньому 17,1±0,2 екз. на обмеженому полі зору, а показник середньої оптичної щільності їх цитоплазми, в свою чергу, складає 0,156±0,007 ум. од [116].

Під час оцінювання ступеню виразності проліферативних процесів у тварин цієї групи дослідження, виведених із експерименту за добу після народження, можна констатувати, що ступінь проліферації є дуже високим: кількість проліферуючих клітин на обмеженому полі зору – 97,7±3,3 екз. в середньому, середня оптична щільність їх ядер – 0,573±0,022 ум. од. Що ж стосується характеристики клітинного складу проліферуючого пулу, то можна констатувати, що проліферують буквально всі наявні в досліджуваній зоні клітини: ендотеліоцити, гліоцити, епендимоцити та нейрони (рис. 8.21). У зоні збереженого гліального матриксу добре видно, що процеси проліферації та диференціювання різноманітних гліоцитарних пулів та епендимоцитів ще не є закінченими (рис. 8.22) [71].

На 14-ту добу показник інтенсивності проліферації знижується та характеризується як помірно виразний (середня кількість проліферуючих клітин в обмеженому полі зору – 44,0±1,3 екз., середня оптична щільність їх ядер – 0,432±0,017 ум. од.). На цих термінах проліферують клітини глії та ендотелій капілярного вистилання (рис. 8.23).

На 35-ту добу експериментального дослідження показники проліферативної клітинної активності стрімко знижуються. Кількість проліферуючих клітин складає в середньому 16,6±0,4 екз. в обмеженому полі зору, середня оптична щільність їх ядер – 0,242±0,002 ум. од. в зеленій частині спектру. Однак, зіставляючи дані цифрові показники із аналогічними показниками контрольної групи, ми доходимо висновку, що регенераторні та репаративні процеси у тварин даної групи дослідження навіть на 35 добу онтогенезу є ще незавершеними [71].

За добу після моделювання експериментальної гіпоксії та народження, кількість клітин, що експресують фактор зросту ендотелію, є високою та складає в середньому 45,2±1,7 екз. в обмеженому полі зору. Також високою є їх оптична щільність – 0,477±0,002 ум. од. в середньому. Експресують VEGF ті ж самі клітини: перицити, нейрони, глія. Перицити особливо активно експресують цей фактор у зонах неоангіогенезу (рис. 8.24).

На 14-ту добу кількість клітин, що експресують VEGF, зменшується до 22,7±0,6 екз. в обмеженому полі зору в середньому. Середня оптична щільність їх цитоплазми – 0,211±0,001 ум. од. На 35 добу постнатального онтогенезу показники, що характеризують інтенсивність експресії фактору зростання ендотеліоцитів, зменшуються ще більше. Так, середня кількість експресуючих клітин складає 7,2±0,2 екз., середня оптична щільність їх цитоплазми – 0,084±0,001 ум. од.

Як вже відзначалось раніше, на препаратах, від тварин з групи ХВУГВ+ГПнГ (тяжка хронічна внутрішньоутробна гіпоксія+гостра постнатальна), було проведено імуногістохімічну реакцію на 8 фактор системи згортання крові (фактор Віллебрандта), оскільки цей білок синтезується тільки в ендотеліоцитах та добре відзначає контур капілярів. При цьому, у стінці мікросудин із збереженим ендотеліальним вистиланням, 8 фактор ідентифікується у вигляді вузької темної стрічки вздовж стінки (рис. 8.25).

На препаратах ГМ від тварин, виведених із експерименту на 14-ту добу постнатального онтогенезу, із поставленою імуногістохімічною реакцією до 8 фактору крові, проведено морфометричне дослідження із визначенням загальної довжини ГЕБ (загальна середня довжина судинної стінки), довжиною ділянок із збереженим та зруйнованим ендотелієм, вимірюванням оптичної щільності ендотелію капілярів. Результати отриманого морфометричного дослідження наведено в таблиці 8.17 [110].

Як можна зауважити, у тварин контрольної групи, на довгому протязі (80%) мікросудинного русла, ендотеліальне вистилання є збереженим. Однак, наявність та присутність незначно виразних за довжиною ділянок руйнування ендотелію можна віднести на рахунок загибелі ендотеліоцитів в момент виведення щурят із експерименту. Оптична щільність ендотелію капілярів, що був поміченим за допомогою МКАТ до 8 фактору згортання крові, свідчить про невисокий рівень морфофункціональної активності.

Таблиця 8.17

Морфометрична характеристика ендотеліального вистилання мікросудин головного мозку тварин досліджуваних груп на 14-ту добу постнатального онтогенезу

	Група дослідження

Показник
	К
	ГПнГ
	ХВУГВ+ГПнГ

	Оптична щільність ендотелію капілярів мозку (ум.од.)
	0,2181±

0,0003
	0,1964±

0,0003
	0,1773±

0,0003*

	Довжина ГЕБ

(L0) (х10-6 м)
	1104,5±

33,8
	1044,32±

30,17
	499,06±

16,07*^

	Довжина збереженого ендотелію капілярів мозку (L1) (х10-6 м)
	887,4±2

8,0
	796,18±

24,17
	189,03±

8,14*^

	Довжина ділянок зруйнованого ендотелію капілярів мозку

(L2) (х10-6 м)
	217,1±

7,6
	248,14±

7,07
	310,03±

11,23*^

	Співвідношення між довжиною ділянок із збереженим ендотелієм та довжиною ГЕБ (L1/ L0)
	0,8
	0,76
	0,38

	Кількість судин
	23
	17
	13


* - різниця двох середніх є вірогідною порівняно із групою контролю;

^ - різниця двох середніх є вірогідною порівняно із групою ГПнГ

У тварин за 2 тижні після перенесеного стресу народження, а також після шкідливого впливу постнатальної «високогірної» гіпоксії, спостерігаються дуже незначні за протяжністю ділянки деендотелізації капілярної стінки, що свідчить про практично повне завершення регенераторних процесів в ендотелії. Також оптична щільність ендотелію капілярів, поміченого за допомогою МКАТ до 8 фактору згортання крові, свідчить про невисокий рівень його морфо-функціональної активності.

У тварин, виношених в умовах тяжкої хронічної внутрішньоутробної гіпоксії, та тих, що перенесли гостру постнатальну гіпоксію, загальна протяжність ГЕБ є вірогідно меншою порівняно із тваринами, виношеними в умовах фізіологічного перебігу вагітності, що підтверджено за допомогою результатів інших наших морфометричних досліджень (розрахунок відносної площі судин МЦР), та ще раз підтверджує факт сповільнення розвитку мікросудинного русла в умовах тяжкої внутрішньоутробної гіпоксії. На 14-ту добу постнатального онтогенезу, більш, ніж 60 % протяжності ГЕБ є деендотелізованою, що, звісно, обумовлює патологічно високу проникність ГЕБ у цей період. Рівень морфофункціональної активності ендотеліоцитів, судячи з оптичної щільності їх ядер, є досить високим.
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Рис. 8.15. Спостереження №4 – щурятко групи ХВУГ+ГПнГ, виведене із експерименту у 1-шу добу життя. Широка зона гліального паравентрикулярного матриксу, представлена щільно розташованими дрібними мономорфними спонгіобластами. Забарвлення за допомогою пікрофуксину за ван Гізоном, ×200
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Рис. 8.16. Спостереженя №14 – щурятко групи ХВУГ+ГПнГ, виведене із експерименту у 1-шу добу життя. Осередкова загибель астроцитів (зліва зверху) – набряк клітинних тіл та клазматодендроз відростків. Поодинокі астроцити є активними, знаходяться у стані гіперплазії (посередині знизу). Імуногістохімічне дослідження антитіл до GFAP, ×200
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Рис. 8.17. Спостереження №41 – щурятко групи ХВУГ+ГПнГ, виведене із експерименту на 14-ту добу життя. Осередкова збереженість ЗГПВМ, де гліоцити розташовані у 1-2 ряди – завершення диференціювання гліального апарату. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×200
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Рис. 8.18. Спостереження №74 – щурятко групи ХВУГ+ГПнГ, виведене із експерименту на 35-ту добу життя. Осередкова проліферація та гіперплазія астрпоцитів (зправа). Імуногістохімічне дослідження із використанням МКАТ до GFAP, ×400

[image: image68.jpg]



Рис. 8.19. Спостереження №42 – щурятко групи ХВУГ+ГПнГ, виведене із експерименту на 14-ту добу життя. Судина із потовщеними стінками та з помірною експресією колагену ІІІ типу. Непряма реакція Кунса із використанням МКАТ до колагену ІІІ типу, ×600
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Рис. 8.20. Спостереження №17 – щурятко групи ХВУГ+ГПнГ, виведене із експерименту у 1-шу добу після народження. Висока експресія каспази  нейронами та гліоцитами. Імуногістохімічне дослідження із використанням МКАТ до caspase-3 (клон CPP32) ×400
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Рис. 8.21. Спостереження №22 – щурятко групи ХВУГ+ГПнГ, виведене із експерименту у 1-шу добу після народження. Проліферують усі клітинні пули зони гліального паравентрикулярного матриксу. Імуногістохімічне дослідження із використанням МКАТ до Ki-67 (Ab-4, LabVision), ×400
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Рис. 8.22. Спостереження №51 – щурятко групи ХВУГ+ГПнГ, виведене із експерименту у 1-шу добу після народження. Зона гліального паравентрикулярного матриксу – виражена проліферація. Імуногістохімічне дослідження із використанням МКАТ до Ki-67 (Ab-4, LabVision), ×400
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Рис. 8.23. Спостереження №22 – щурятко групи ХВУГ+ГПнГ, виведене із експерименту на 14-ту добу після народження. Проліферація гліоцитів та ендотеліоцитів. Виразний цитотоксичний набряк. Імуногістохімічне дослідження із використанням МКАТ до Ki-67 (Ab-4, LabVision), ×400
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Рис.. 8.24. Спостереження №41 – щурятко групи ХВУГ+ГПнГ, виведене із експерименту у 1-шу добу після народження. Експресія фактору росту ендотелію перицитами ендотеліоцитами у зоні неоангіогенезу. Імуногістохімічне дослідження із використанням МКАТ до VEGF (Ab-4, LabVision), ×400
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Рис. 8.25. Спостереження №6 – щурятко групи порівняння, виведене із експерименту на 14-ту добу після народження. Фактор Віллебрандта визначається в судинах із збереженим ендотеліальним вистиланням у вигляді вузької темної стрічки вздовж судинної стінки. Імуногістохімічне дослідження із маркером 8-го фактору крові (Cell Marque, USA), ×1000
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Рис. 8.26. Спостереження №66 – щурятко групи ХВУГ+ГПнГ, виведене із експерименту на 14-ту добу після народження. Судини мікроциркуляторного русла на довгому протязі мають деендотелізовану стінку. Імуногістохімічне дослідження із маркером 8-го фактору крові (Cell Marque, USA), ×1000

8.3. Морфологічні особливості епіфізу мозку та адренокортикотропоцитів гіпофізу

8.3.1. Морфологічні особливості епіфізу та адренокортикотропоцитів гіпофізу тварин контрольної групи

Епіфізи тварин контрольної групи мають переважно овоїдну форму, іноді є кулеподібними, мають темно-коричневий колір. Епіфізарну паренхіму щурят, що були виведені із експерименту у 1-шу добу після народження, представлено пінеалоцитами із гіперхромними ядрами та низьким рівнем морфофункціональної активності.

Під час визначення показника відносної кількості пінеалоцитів різноманітних типів на різних термінах експерименту, було встановлено, що у тварин, за добу після народження, в епіфізарній паренхімі превалюють пептидсинтезуючі пінеалоцити 45,3±4,7%, також великою є кількість темних недиференційованих клітин 32,4±4,4%, клітин диференційованих у бік індоламінпродукції є найменша кількість 22,3±4,2% (табл. 8.18).

Таблиця 8.18

Відносна кількість та середній діаметр різних видів пінеалоцитів у епіфізі мозку щурят контрольної групи

	Строк життя

 ( доб.)
	Відносна кількість (в %)
	Середний діаметр

(×10-6 м)

	
	ІСП
	ПСП
	темні
	ІСП
	ПСП
	темні

	1
	22,3±4,2
	45,3±4,7
	32,4±4,4
	6,22±

0,20
	6,34±

0,23
	4,66±

0,12

	14
	35,2±5,2
	52,1±4,9
	12,7±2,2*
	6,42±

0,21
	6,73±

0,23
	4,54±

0,14

	35
	35,5±4,9
	54,9±4,7
	9,6±2,3
	6,72±

0,26
	7,02±

0,24
	4,59±

0,11


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

У подальшому відзначено рівномірне зростання показника відносної кількості як пептид-, так й індоламінсинтезуючих пінеалоцитів, за рахунок прогресивного зниження показника темних недиференційованих клітин.

Рівень морфо-функціональної активності диференційованих пінеалоцитів, про які ми судили за середнім діаметром їх ядер, можна охарактеризувати як помірний із невірогідною тенденцією до збільшення, по мірі зростання показника тривалості постнатального онтогенезу (табл. 8.18). Ядра темних клітин на всіх термінах експерименту були дрібними, гіперхромними, що свідчить про низький рівень морфофункціональної активності клітин цього типу.

Імуногістохімічне дослідження із постановкою непрямої реакції Кунса, та з використанням МКАТ до CD95, свідчить про низький рівень активності процесів апоптозу у тварин цієї групи, на всіх термінах експерименту (табл. 8.19) [121].

Таблиця 8.19

Рівень люмінісцентного світіння препаратів при використанні МКАТ до CD95 у щурят контрольної групи різного віку

	Термін виведення з експерименту (доб.)
	Рівень експресії CD95 (ум. од.)

	1-ша
	0,15±0,01

	14-та
	0,14±0,01

	35-та
	0,09±0,02


Адренокортикотропоцити, під час фарбування за допомогою методу Малорі, мають округле червоне ядро, зміщене до периферії, а також блідо-блакитну цитоплазму (рис. 8.27).

Проведене каріометричне дослідження АКТЦ гіпофізу свідчить про помірний рівень морфофункціональної активності клітин даного типу, на всіх термінах експерименту (табл. 8.20).

Про це також свідчать і показники оптичної щільності ядер та цитоплазми АКТЦ на препаратах, забарвлених за Фьольгеном-Росенбеком та за Браше (табл. 8.21).

Таблиця 8.20

Середній діаметр ядер АКТЦ у щурят контрольної групи на різних термінах постнатального онтогенезу

	Тривалість постнатального періоду (доб.)
	Середний діаметр ядер (×10-6 м)

	1-ша
	5,23±0,21

	14-та
	5,27±0,22

	35-та
	5,34±0,24


Таблиця 8.21

Середня оптична щільність ядер на препаратах, забарвлених за Фьольгеном-Росенбеком, та цитоплазми на препаратах, забарвлених за Браше, АКТЦ щурят групи контролю

	Тривалість постнатального періоду (доб.)
	Оптична щільність ядер
	Оптична щільність цитоплазми

	1-ша
	0,4223±0,0158
	0,2162±0,0070

	14-та
	0,4327±0,0142
	0,2171±0,0069

	35-та
	0,4421±0,0146
	0,2165±0,0055
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Рис. 8.27. Спостереження №16 – щурятко групи порівняння, виведене із експерименту у 1-шу добу після народження. Адренокортикотропоцити у задній частці аденогіпофізу із помаранчевим ядром та блакитною цитоплазмою. Забарвлення за Малорі, ×400.
8.3.2. Морфологічні особливості епіфізу та адренокортикотропоцитів гіпофізу у випадку гострої постнатальної гіпоксії у щурят, виношених в умовах фізіологічного перебігу вагітності

Під час макроскопічного дослідження пінеальних залоз було виявлено, що у більшості випадків, епіфізи мали кулеподібну або овоїдну форму. Вони різко відрізнялись від оточуючої тканини головного мозку темним, майже чорним кольором.

Під час оглядової мікроскопії епіфізу тварин, виведених із експерименту у першу добу постнатального онтогенезу, було відзначено, що залози представлено двома типами пінеалоцитів із гіперхромними ядрами та невисоким рівнем морфофункціональної активності (рис. 8.28).

Більшість пінеалоцитів на цих термінах належить до пептидсинтезуючих, їх відносна кількість складає в середньому 39,0±4,9%; великою є також кількість темних недиференційованих клітин – 37,3±4,8%; індоламінсинтезуючих пінеалоцитів менше за все – 27,7±4,5% (табл. 8.22).

Таблиця 8.22

Відносна кількість та середній діаметр різних видів пінеалоцитів в епіфізі мозку щурят, виношених в умовах фізіологічного перебігу вагітності із ГПнГ

	Термін виведення з експерименту (доби)
	Відносна кількість (в %)
	Середній діаметр

(×10-6 м)

	
	ІСП
	ПСП
	темні
	ІСП
	ПСП
	темні

	1
	27,7±4,5
	39,0±4,9
	37,3±4,8
	6,52±

0,23
	6,93±

0,24
	4,76±

0,17

	14
	54,6±5,0*
	36,1±4,8
	9,4±2,9*
	6,81±

0,25
	7,31±

0,27
	4,73±

0,16

	35
	24,0±4,3*
	68,9±4,6*
	7,1±2,6
	6,72±

0,27
	7,77±

0,30
	4,79±

0,19


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

У подальшому картина стрімко змінюється. У тварин, виведених із експерименту на 14-ту добу постнатального онтогенезу, за рахунок значного зниження показника кількості темних недиференційованих клітин (до 9,4±2,9%), майже вдвічі збільшується відносна кількість клітин, що мають морфологічні ознаки індоламінпродукції, до 54,6±5,0%, відповідно (рис. 8.29). У незначній мірі знижується кількість пептидпродукуючих клітин (табл. 8.22).

А ось у тварин, що були забитими на 35-ту добу життя, ми спостерігаємо протилежну тенденцію. При різкому зменшенні кількості ІСП клітин (до 24,0±4,3%) зростає, знову ж таки, майже вдвічі, відносна кількість ПСП (до 68,9±4,6%).

Про рівень морфофункціональної активності пінеальних клітин ми судили за середнім діаметром їх ядер (табл. 8.22).

Як можна зауважити у даних, наведених в таблиці 8.22, рівень морфофункціональної активності ІСП є максимальним у тварин, виведених із експерименту на 14-ту добу постнатального онтогенезу, середній діаметр їх ядер складає 6,81±0,25×10ˉ6 м. На 35-ту добу життя середні діаметр ядер пінеалоцитів даного типу невірогідно зменшується до 6,72±0,27×10ˉ6 м.

Іншу динаміку спостерігаємо серед пептидсинтезуючих пінеальних клітин. На 14-ту добу життя, діаметр ядер збільшується до 7,31±0,27×10ˉ6 м. А на 35-ту добу постнатального онтогенезу, рівень морфофункціональної активності ПСП є максимальним, показник середнього ядерного діаметру даних клітин, на цих термінах, дорівнює 7,77±0,30×10ˉ6 м. У частині клітин відзначено наявність ознак вичерпності функцій, із появою ознак початкових стадій апоптозу у вигляді феномену маргінації хроматину (рис. 8.30).

З метою оцінювання ступеню виразності апоптозу ми провели імуногістохімічне дослідження шляхом постановки непрямої реакції Кунса із використанням МКАТ до CD95. Результати даного дослідження наведено в таблиці 8.23 [121].

Як можна зауважити, вже на 14-ту добу постнатального онтогенезу, виразність апоптотичних процесів у пінеалоцитах різко зростає, про що свідчить збільшення показника рівня експресії CD95 вдвічі (з 0,17±0,01 ум. од. до 0,34±0,01 ум. од.). А на 35-ту добу життя рівень експресії CD95 сягає вже 0,49±0,02 ум. од.

Таблиця 8.23

Рівень експресії CD95 в епіфізі щурят групи ГПнГ, що були виведені із експерименту у різному віці

	Термін виведення із експерименту (доби)
	Рівень експресії CD95 

(ум. од.)

	1-ша
	0,17±0,01

	14-та
	0,34±0,01*

	35-та
	0,49±0,02*


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

Із метою оцінки морфофункціональної активності АКТЦ було проведено каріометричне дослідження. Результати даного дослідження наведено в таблиці 8.24.

Таблиця 8.24

Середній діаметр ядер АКТЦ у щурят, виношених в умовах фізіологічного перебігу вагітності із ГПнГ на різних термінах постнатального онтогенезу

	Тривалість постнатального періоду (доби)
	Середний діаметр ядер (×10-6 м)

	1-ша
	5,33±0,20

	14-та
	5,77±0,23

	35-та
	6,24±0,26


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

По мірі зростання показника терміну постнатального онтогенезу, середній діаметр ядер АКТЦ має тенденцію до збільшення, що свідчить про підвищення їх морфофункціональної активності. На 35-ту добу онтогенезу, клітин, що синтезують АКТЦ, багато, вони утворюють суцільні поля у задній частці гіпофізу, що прилягає до проміжної частки (рис. 8.31).

Описану динаміку зміни морфофункціональної активності АКТЦ було підтверджено також за допомогою результатів цитофотометричного дослідження (табл. 8.25). Так, на препаратах, забарвлених за методом Фьольгена-Росенбека, відзначена наявність вірогідного зниження показників оптичної щільності ДНК ядер досліджуваних клітин (з 0,4333±0,0163 ум. од. у першу добу постнатального онтогенезу до 0,3777±0,0132 ум. од. на 35-ту добу життя) із паралельним вірогідним збільшенням показника оптичної щільності РНК їх цитоплазми (з 0,2174±0,0077 ум. од. у першу добу постнатального онтогенезу 0,2714±0,0095 ум. од. на 35-ту добу життя ), що було визначено на гістологічних препаратах, пофарбованих за Браше.

Таблиця 8.25

Середня оптична щільність ядер, на препаратах, забарвлених за методом Фьольгена-Росенбека, та цитоплазми АКТЦ, на препаратах, забарвлених за методом Браше, у щурят групи ГПнГ на різних етапах постнатального онтогенезу (в ум. од.)

	Тривалість постнатального онтогенезу (доби)
	Оптична щільність ядер
	Оптична щільність цитоплазми

	1-ша
	0,4333±0,0163
	0,2174±0,0077

	14-та
	0,4027±0,0147*
	0,2566±0,0089*

	35-та
	0,3777±0,0132*
	0,2714±0,0095*


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.
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Рис. 8.28. Спостереження №22. Епіфіз щурятка групи ГПнГ, виведеного із експерименту у 1-шу добу життя. Залозу представлено тяжами пінеалоцитів із дрібними гіперхромними ядрами. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×400
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Рис. 8.29. Спостереження №8 Епіфіз щурятка групи ГПнГ, виведеного із експерименту на 14-ту добу життя. Більшість пінеалоцитів мають морфологічні ознаки диференціювання у бік індоламінпродукуції. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×400
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Рис. 8.30. Спостереження №12. Епіфіз щурятка групи ГПнГ, виведеного із експерименту на 35-ту добу життя. Більшість пінеалоцитів мають морфологічні ознаки диференціювання у бік пептидпродукції. У поодиноких клітинах відзначається наявність феномену маргінації хроматину – хроматин конденсується у вигляді тонкої стрічки під нуклеолемою. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×400
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Рис. 8.31. Спостереження №11 – щурятко групи ГПнГ, виведене із експерименту на 14-ту добу життя. Тяжі АКТЦ у задньо-центральній зоні аденогіпофізу поблизу проміжної частки. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×100 
8.3.3. Морфологічні особливості епіфізу мозку та адренкортикотропоцитів гіпофізу у випадку гострої гіпоксії у щурят, народжених від самок із артеріальної гіпертензією

У тварин із ХВУГ+ГПнГ, виведених із експерименту у першу добу постнатального онтогенезу, відзначено наявність вірогідного збільшення кількості як індоламінсинтезуючих, так і пептидсинтезуючих пінеалоцитів. Їх відносна кількість складає в середньому 37,4±4,8% і 49,1±5,0%, відповідно (табл. 8.26).

Таблиця 8.26

Відносна кількість та середній діаметр ядер різних видів пінеалоцитів у епіфізі мозку щурят групи ХВУГ+ГПнГ

	Терміни виведення із експерименту (доби)
	Питома вага (в %)
	Середній діаметр (×10-6 м)

	
	ІСП
	ПСП
	темні
	ІСП
	ПСП
	темні

	1
	37,4±4,8
	49,1±5,0
	13,5±3,4
	7,01±

0,25
	7,04±

0,26
	4,70±

0,18

	14
	64,5±

4,8*
	32,2±4,7
	3,3±1,8
	7,73±

0,27*
	7,12±

0,24
	4,74±

0,16

	35
	40,7±

4,9*
	57,6±4,9*
	1,7±1,3
	7,55±

0,29*
	7,92±

0,31*
	4,76±

0,17


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

На 14-ту добу життя у значній та вірогідній мірі зростає показник кількості ІСП клітин (до 64,5±4,8%). При цьому, знижується показник кількості темних недиференційованих клітин та декілька зменшується показник кількості пептидпродукуючих пінеалоцитів (до 3,3±1,8% і 32,2±4,7%, відповідно) (табл. 8.24).

У тварин, виведених із експерименту на 35-ту добу життя, відзначено вірогідне зменшення індоламінсинтезуючих клітин до 40,7±4,9%, різке та значне збільшення пептидсинтезуючих 57,6±4,9%.

Під час оцінки рівня морфофункціональної активності різноманітних пулів пінеалоцитів, про що ми судили за середнім діаметром їх ядер (табл. 8.26), було виявлено, що щурята даної групи народжуються вже із помірним рівнем морфофункціональної активності пінеалоцитів. Так, середній діаметр ядер ІСП у тварин, забитих у першу добу життя, складає 7,01±0,25×10ˉ6 м, пептид продукуючих – 7,04±0,26×10ˉ6 м.

На 14-ту добу постнатального онтогенезу у значній та вірогідній мірі підвищується показник середнього діаметру ядер індоламінсинтезуючих клітин – 7,73±0,27×10ˉ6 м. Індоламінсинтезуючі пінеалоцити мають світлі еухромні ядра із дрібнодисперсним хроматином (рис. 8.32). У пулі пептидсинтезуючих пінеалоцитів можна говорити лише про тенденцію збільшення даного показника 7,12±0,24×10ˉ6м.

На 35-ту добу рівень морфофункціональної активності клітин, що синтезують індоламіни, знижується, середній діаметр ядер зменшується до 7,55±0,29×10ˉ6 м. Показник рівня морфофункціональної активності пептидсинтезуючих пінеалоцитів, навпаки, у значній мірі зростає – середній діаметр їх ядер на цих термінах складає 7,92±0,31×10ˉ6 м (табл. 8.26).

Ядра клітин великих розмірів мають світлий, майже оптично прозорий хроматин. У значній кількості клітин відзначено наявність феномену маргінації хроматину (рис. 8.33), що свідчить про масову клітинну загибель шляхом апоптозу. Це підтверджується також даними імуногістохімічного дослідження з використанням МКАТ до CD95 (табл. 8.27). Як бачимо, рівень експрессіі CD95 клітинами епіфізу у щурят даної вірогідно збільшується на 14-ту добу постнатального онтогенезу та залишається досить високим і на 35-ту добу [121]. 

Говорячи про рівень морфофункціональної активності досліджуваних аденоцитів, треба відзначити, що на момент народження його було оцінено як помірний, про що свідчить середній діаметр ядер цих клітин – 6,18±0,22×10ˉ6 м (табл. 8.28), що є вірогідно вищим за показник у групі контролю. На 14-ту добу постнатального онтогенезу, цей показник зростає у ще більшій мірі та складає в середньому 6,81±0,24×х10ˉ6 м. На 35-ту добу життя відзначено зниження даного показника, що, скоріше за все, відображає зрив компенсаторно-адаптаційних реакцій. Середній діаметр ядер АКТЦ на цих термінах складає 5,01±0,19×10ˉ6 м.

Таблиця 8.27

Рівень експресії CD95 в епіфізі щурят групи ХВУГ+ГПнГ, що виведені із експерименту у різному віці

	Термін виведення з експерименту

(у добах)
	Рівень експресії CD95 (в ум. од.)

	1-ша
	0,27±0,01

	14-та
	0,50±0,02*

	35-та
	0,59±0,03*


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

Таблиця 8.28

Середній діаметр ядер АКТЦ у щурят групи ХВУГ+ГПнГ на різних термінах постнатального онтогенезу

	Тривалість постнатального онтогенезу (доби)
	Середній діаметр ядер (×10-6 м)

	1-ша
	6,18±0,22

	14-та
	  6,81±0,24*

	35-та
	5,01±0,19


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.

Аналогічну динаміку змін рівня морфофункціональної активності АКТЦ було відмічено також і під час оцінювання даних цитофотометричного дослідження оптичної щільності ядер на препаратах, забарвлених за Фьольгеном-Росенбеком, та щільності їх цитоплазми, на препаратах, забарвлених за методом Браше (табл. 8.29).

Як можна зауважити, щурята, виношені в умовах материнської артеріальної гіпертензії, народжуються із вірогідно більш низькою оптичною щільністю ядер АКТЦ (0,4033±0,0151 ум. од.) та вищою оптичною щільністю їх цитоплазми (0,2377±0,0063 ум. од.) у порівнянні з аналогічними показниками щурят контрольної групи (табл. 8.29). Ці дані свідчать про наявність процесів функціонального напруження аденоцитів ще у внутрішньоутробному періоді, що, скоріше за все, відображає адаптаційні реакції до умов хронічної внутрішньоутробної гіпоксії. На 14 добу постнатального онтогенезу, рівень морфофункціональної активності АКТЦ збільшується у ще більшій мірі. Так, показник оптичної щільності ДНК ядер цих клітин складає 0,3873±0,0121 ум. од., РНК їх цитоплазми – 0,2654±0,0072 ум. од. Потім, на 35 добу життя, можливо, відбувається зрив адаптаційних механізмів, що цитофотометрично проявляється у вигляді вірогідного збільшення показників оптичної щільності ядер АКТЦ до 0,4114±0,0134 ум. од. при фарбуванні за Фьольгеном-Росенбеком, та зниженні показника оптичної щільності їх цитоплазми до 0,2117±0,0065 ум. од., при фарбуванні за Браше.

Таблиця 8.29

Середня оптична щільність ядер та цитоплазми АКТЦ щурят із ХВУГ+ГПнГ на різних етапах постнатального онтогенезу (ум. од.)

	Тривалість постнатального періоду (доби)
	Оптична щільність ядер
	Оптична щільність цитоплазми

	1-ша
	0,4033±0,0151
	0,2377±0,0063

	14-та
	0,3873±0,0121*
	0,2654±0,0072*

	35-та
	0,4114±0,0134*
	0,2117±0,0065*


* – Р≥95% різниця двох середніх у сусідніх термінах постнатального онтогенезу є вірогідною.
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Рис. 8.32. Спостереження №31. Епіфіз щурятка з групи ХВУГ+ГПнГ, виведеного із експерименту на 14-ту добу життя. Більшість пінеалоцитів мають морфологічні ознаки диференціювання у бік індоламінпродукції. Індоламінсинтезуючі пінеалоцити із високим рівнем морфофункціональної активності, мають великі, світлі еухромні ядра із дрібнодисперсним хроматином. У багатьох пінеалоцитах відзначено наявність феномену маргінації хроматину. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×400
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Рис. 8.33. Спостереження №24. Епіфіз щурятка з групи ХВУГ+ГПнГ, виведеного із експерименту на 35-ту добу життя. Більшість пінеалоцитів мають морфологічні ознаки диференціювання у бік пептидпродукції. Пептидсинтезуючі пінеалоцити із високим рівнем морфофункціональної активності, мають великі, світлі еухромні ядра із дрібнодисперсним хроматином. У багатьох клітинах наявний феномен маргінації хроматину. Забарвлення гематоксиліном та еозином, ×400

Резюме

Тварини, виношені в умовах фізіологічної вагітності, та ті, що не піддавались гіпоксичному впливові, народжуються із нешироким шаром ЗГПВМ, який повністю зникає на 14-ту добу експерименту.

Судинна стінка капілярів не пошкоджена: базальні мембрани тонкі, із чіткими контурами, вміщають колаген ІV типу, ендотеліальне вистилання на довгому протязі є збереженим (80%), рівень морфофункціональної активності ендотеліоцитів низький.

У першу добу постнатального онтогенезу, у тварин даної групи зареєстровано низьку експресію каспази-3, що, скоріше за все, є наслідком перенесеного стресу під час народження. На цих самих термінах також відзначено незначне підвищення показника проліферативної активності всіх клітинних пулів (гліоцитів, ендотеліоцитів, епендимоцитів). А також збільшення кількості позитивних до VEGF (ендотеліального фактору росту судин) клітин. Останній у субепендимарному шарі експресується переважно перицитами та, у меншій мірі – гліоцитами та епендимоцитами. У підкоркових утвореннях дуже активно даний фактор експресують нейрони.

Тварини групи контролю народжуються із вищим показником вмісту пептидпродукуючих та темних пінеалоцитів. Індоламінпродукуючих клітин є меншість. У подальшому, по мірі диференціювання темних недиференційованих клітин, відбувається рівномірне зростання показника відносної кількості диференційованих пінеалоцитів обох типів. Протягом всього терміну експериментального дослідження рівень морфофункціональної активності як пептид-, так і індоламінпродукуючих клітин можна охарактеризувати як помірний, а темних – як низький. Інтенсивність апоптотичних процесів у пінеальній залозі є низькою.

АКТЦ гіпофізу у тварин даної групи, протягом цілого експерименту також мають помірний рівень морфофункціональної активності.

За добу після перенесеної гострої «високогірної» гіпоксії розвивається стадія гіпоперфузії та помірно виразний вазогенний набряк речовини мозку. В астроцитах зареєстровано наявність явищ клазматодендрозу та набряку.

На 14-ту добу кількість ознак загибелі астроцитів спадає, з'являються ознаки їх проліферації та гіперплазії. Стан прохідності МЦР мозаїчний – зони невідновленого кровообігу чергується із зонами гіперперфузії. З'являються ознаки неоангіогенезу.

На 35-ту добу експерименту ознаки загибелі макрогліоцитів є практично повністю відсутніми. Інтенсивно відбуваються процеси осередкової проліферації астроглії та мікроглії.

Тварини групи ГПнГ народжуються із неушкодженою судинною стінкою, однак, вже на 14-ту добу реєструється заміна колагену базальних мембран – колагену ІV типу, на сполучнотканинні колагени: спочатку на незрілий колаген ІІІ типу, що дозріває у колаген І типу. Базальні мембрани капілярів потовщуються.

За добу після перенесеної ГПнГ реєструється різке підвищення показника рівня експресії ендотеліну-1 клітинами ендотеліального вистилання, відзначається численна кількість осередків деендотелізації у судинній стінці. На 14-ту добу експерименту відбувається різке підвищення рівня морфофункціональної активності ендотелію, його проліферації та майже цілковите відновлення інтими судин МЦР. На 35-ту добу експерименту процеси регенерації ендотелію повністю завершуються.

Ступінь апоптотичних процесів, враховуючи дані імуногістохімічного дослідження із каспазою-3, у тварин, виведених із експерименту за добу після народження та перенесеної ГПнГ, є помірним. Це може бути пояснено, з одного боку, впливом модельованої високогірної гіпоксії, а з іншого – тільки-но перенесеним стресом народження. Експресують каспазу усі гліоцити, та, у більші мірі, нейрони. На 14-ту добу експерименту, рівень експресії каспази-3 різко знижується та на 35-ту добу, ознаки клітинної загибелі шляхом апоптозу фактично зникають.

Під час оцінювання проліферативної клітинної активності встановлено, що вже за добу після моделювання високогірної гіпоксії, рівень активності зростає (порівняно із групою контролю) до помірних показників. Однак, проліферуючим клітинним пулом на цих термінах є ендотеліоцити капілярів. На 14-ту добу експерименту цифрові показники, що характеризують проліферативну клітинну активність, вірогідно не змінюються, але, при цьому, кардинально змінюється клітинний склад проліферуючих клітин – проліферувати починають переважно гліальні клітини та клітини епендими шлуночків. Така зміна якісного складу проліферуючих клітин відображає закономірності регенераторних процесів та свідчить про те, що ендотелій перший відповідає на шкідливий вплив змодельованої високогірної гіпоксії. За 35 діб, рівень проліферативної активності клітин нормалізується.

Показники, що характеризують рівень експресії фактору зростання ендотелію, на першу добу постнатального онтогенезу, можна охарактеризувати як помірно виразні, що трохи знижуються на 14-ту добу експерименту. На 35-ту добу ці показники характеризуються як дуже низькі.

У щурят, виношених в умовах фізіологічного перебігу вагітності, та тих, що піддавались 15-ти-хвилинному впливові «високогірної» гіпоксії, на різних термінах постнатального онтогенезу, було відзначено збільшення відносної кількості та зростання рівня морфофункціональної активності пінеалоцитів різних типів. Так, у тварин, що виведених із експерименту на 14-ту добу життя, превалювали пінеалоцити із ознаками диференціювання у бік індоламінпродукуції. Індоламінсинтезуючі пінеалоцити на цих термінах мають дуже високий показник рівня морфофункціональної активності, про що ми судили за показником середнього діаметру їх ядер. На 35-ту добу життя починають превалювати пептидсинтезуючі пінеалоцити; рівень їх морфофункціональної активності теж є досить високим.

Таким чином, можна дійти висновку, що за термінову, екстрену адаптацію, скоріше за все, відповідають індоламіни епіфізу. В той час, як у реалізації довготривалих механізмів адаптаційних реакцій, скоріше за все, велику участь приймають біологічно активні речовини пептидної природи, які синтезує пінеальна залоза.

Окрім того, належить зазначити, що вже на 14-ту добу спостерігаються процеси клітинної загибелі шляхом апоптозу. У значній мірі вони проявляються і у тварин, що виведені із експерименту на 35-ту добу постнатального онтогенезу.

Що ж стосується морфофункціональної активності АКТЦ передньої частки гіпофізу, то рівень їх зростає, по мірі зростання показник тривалості життя тварин.

Тварини, виношені в умовах хронічної внутрішньоутробної гіпоксії, народжуються із достатньо широкою ЗГПВМ, яка переважно представлена щільно розташованими дрібними монофорфними спонгіобластами. На 14-ту добу життя субепендимарний шар представлено вже дуже тонкою стрічкою, де гліальні елементи розташовуються в 1-2 ряди.

Протягом першої доби прохідність мозкового кровообігу відповідає вторинній гіпоперфузії, спостерігається помірно виразний вазогенний набряк мозку. На цих самих термінах в поодиноких астроцитах та олігодендроцитах відзначено наявність ознак ушкодження та загибелі. На 14-ту добу експерименту явища загибелі макрогліоцитів продовжують реєструватись, але також з'являються ознаки осередкової проліферації та гіперплазії астроцитів. Відзначено також наявність феномену сателітозу нейронів. Стан мозкового кровообігу у цей час характеризується виразною строкатістю та мозаїчністю. На 35-ту добу експериментального дослідження процеси компенсації, адаптації та регенерації превалюють над процесами загибелі. Цілковитого відновлення мозкового кровообігу на цей час ще не відбувається, але відзначаються осередки неоангіогенезу.

Народжуються тварини групи ХВУГ+ГПнГ із потовщеними базальними мембранами та, в подальшому, цей показник зростає. Про внутрішньоутробну склеротизацію судинної стінки свідчить також високий рівень сполучнотканинних колагенів у перші дні після народження. У подальшому відбувається тільки заміна незрілого колагену на зрілий, що свідчить про ще важчий склероз капілярів, тільки вже обумовлений постнатальним гіпоксичним ушкодженням.

Внутрішньоутробно у цих тварин страждає і ендотелій – рівень експресії ендотеліну-1, за добу після народження, є дуже високим. У той же час, виразною є деендотелізація судин. На 14-ту добу, внаслідок інтенсивної проліферації ендотеліоцитів, цілісність інтими практично відновлюється. На 35-ту добу експерименту, регенерація ендотеліального шару МЦР завершується повністю.

Рівень експресії каспази-3 як гліоцитами, так і нейроцитами, у тварин даної групи, у першу добу експерименту, є найвищим. При цьому, найбільшим він є не тільки по відношенню до тварин даної групи, виведених із експерименту пізніше, але і по відношенню до тварин інших груп дослідження. На 14-ту добу процеси апоптозу, судячи за даним маркером, можна охарактеризувати як помірно виразні. На 35-ту добу постнатального онтогенезу процеси клітинної загибелі все ще тривають, хоча і знаходяться на низькому рівні інтенсивності.

Під час оцінювання рівня проліферативної активності із використанням імуногістохімічного методу дослідження та маркеру проліферації Ki-67 (Ab-4, LabVision), встановлено, що у першу добу експериментального дослідження рівень проліферації є дуже високим, що обумовлено, у першу чергу, впливом хронічної внутрішньоутробної гіпоксії, а по-друге, змодельованою високогірною гіпоксією. У незрілій зоні гліального паравентрикулярного матриксу інтенсивно тривають процеси проліферації та диференціювання різноманітних гліальних пулів та епендимарних клітин. На 14-ту добу експерименту показники проліферації знижуються до помірних індексів. На 35-ту добу експериментального дослідження проліферативна активність гліальних та ендотеліальних клітин знижується до показників, які можна охарактеризувати як невисокі, але все ж таки такі, що не свідчать про завершення регенераторних процесів, після шкідливого сполучного гіпоксичного впливу.

Таку саму динаміку було відзначено і під час дослідження показників, що характеризують рівень експресії фактору зростання ендотелію. Найвищими вони є одразу у першу добу після народження, на 14-ту добу зменшуються до помірних цифр, на 35-ту добу – до низьких (але все ж таки високих порівняно із аналогічними показниками у тварин контрольної групи).

У тварин, виношених в умовах тяжкої сублетальної ХВУГ, на 14-ту добу постнатального онтогенезу, більш, ніж 60 % протяжності ГЕБ позбавлено ендотеліального вистилання, що, без сумнівів, обумовлює патологічно високу проникність ГЕБ у цей період.

У щурят, що народились від самок із артеріальною гіпертензією, після моделювання постнатальної гіпоксії, у першу добу після народження, було виявлено помірний рівень морфофункціональної активності як індоламін-, так і пептидсинтезуючих пінеалоцитів. Як прояв «термінової» адаптації, на 14-ту добу життя відмічено збільшення відносної кількості індоламінпродукуючих клітин із різким паралельним зростанням рівня їх морфофункціональної активності. На 35-ту добу різко зростає кількість пептидсинтезуючих клітин, знову ж таки, із значним зростанням рівня їх морфофункціональної активності. На цей же час, в епіфізах тварин даної групи дослідження відбувається зрив адаптаційних механізмів, що проявляється у вигляді інтенсифікації процесів масової клітинної загибелі шляхом апоптозу.

АКТЦ гіпофізу у тварин даної групи, на момент народження, мають вірогідно вищий рівень морфофункціональної активності, порівняно із щурятами, що виношені були в умовах фізіологічного перебігу вагітності, про що ми судили за даними каріометричного та цитофотометричного дослідження.

На 14-ту добу постнатального онтогенезу, рівень морфофункціональної активності АКТЦ ще більш зростає. На 35-ту добу життя відбувається зрив компенсаторних реакцій та декомпенсація, що морфологічно реалізується у вигляді різкого та вірогідного зниження функціональної активності аденоцитів даного типу.

За матеріалами даного розділу опубліковані наступні друковані праці, в яких відображено методи, результати, обговорення та висновки проведених досліджень.
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РОЗДІЛ 9

ЕЛЕКТРОННО-МІКРОСКОПІЧНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ

КОМПОНЕНТІВ ГЕМАТО-ЕНЦЕФАЛІЧНОГО БАР'ЄРУ НА МАТЕРІАЛІ АУТОПСІЙ ТА В ЕКСПЕРИМЕНТІ

Дане дослідження складається з двох частин. Першу частину було проведено на матеріалі аутопсій. Шматочки мозку для дослідження брались у плодів та новонароджених, виношених в умовах хронічної внутрішньоутробної гіпоксії, та таких, що перенесли тяжку летальну гостру гіпоксію, які загинули у гострому періоді ішемічно-гіпоксичної перинатальної енцефалопатії в умовах реанімації.

Другу частину електронно-мікроскопічного дослідження було проведено на експериментальному матеріалі – на нащадках щурів-матерів, для яких було змодельовано хронічну внутрішньоутробну гіпоксію із подальшим моделюванням гострої постнатальної «високогірної» легкої, можливої до перенесення, гіпоксії. В групу контролю увійшли тварини, виношені в умовах нормального перебігу вагітності, що не піддавались дії постанатальної гіпоксії.

9.1. Електронно-мікроскопічне дослідження компонентів гемато-енцефалічного бар'єру у плодів та новонароджених, виношених в умовах хронічної внутрішньоутробної гіпоксії та загиблих на вранішніх термінах онтогенезу внаслідок інтранатальної асфіксії

Під час оглядової мікроскопії ультратонких зрізів досліджуваних ділянок головного мозку, звертає на себе увагу різке зменшення кількості функціонуючих капілярів. При цьому, під час детального розгляду кожного компоненту ГЕБ виявлено наступне.

У досліджуваних випадках, під час електронно-мікроскопічного дослідження, відмічено, що ядра ендотеліоцитів різко збільшенні і звужують просвіт капіляру. В просвіті капілярів визначаються щільно розташовані еритроцити. Ядра ендотеліальних клітин овальної форми, подекуди мають втяжіння. Осмієфільність концентрується вздовж ядерної мембрани з дрібними зернами та глибками на позосталій площині. Внутрішня цитолема ендотеліоциту тільки подекуди зберігає тонкість та чіткість, а здебільшого на протязі є пухкою та нечіткою. У цитоплазмі – дрібні везикули із прозорим вмістом. Базальна мембрана капіляру має нерівномірну товщину та є нерівномірно осмієфільною, подекуди розпушеною, потовщеною, на одній ділянці можна побачити двошаровість із просвітом всередині (рис. 9.1, 9.2).

Відомо, що зміна щільності та цілісності базальної мембрани у вигляді потовщення та розшарування, або ж витончення і потовщення, що призводить до дезінтеграції її шарів, є морфологічними ознаками старіння такого неклітинного компоненту ГЕБ, як базальна мембрана [85].

Дослідниками ГЕБ [166] на матеріалі аутопсій дорослих із різноманітними ішемічними ураженнями ЦНС, під час виконання скануючої електронної мікроскопії, доведено, що найбільш грубо ушкодженим є шар базальної мембрани, що проявляється у вигляді її нерівномірного потовщення та розшарування. Внутрішня поверхня судин часто має протяжні ділянки десквамації, злущення ендотеліоцитів, а також «оголення» ядер ендотеліоцитів. При цьому, як у нашому дослідженні, автори виявляли збільшену кількість великих ендотеліоцитів, що звужують просвіт судини. Про морфо-функціональний стан таких ендотеліоцитів можна судити двояко: як з точки зору високої активності регенерованого, тобто нового ендотеліоциту, так і з точки зору зниженої активності у зв'язку із набряком, дистрофічними процесами в ендотеліоциті.

У просвіті капілярів часто відзначаються еритроцити із ознаками сладж-феномену (рис. 9.3).

В зоні ішемії виразні структурні зміни визначаються у всіх елементах, складниках ГЕБ [166]. У даному дослідженні, здебільшого у капілярах, відростки астроцитів не відзначають ззовні, що свідчить про незрілість ГЕБ (рис. 9.4.). Приблизно кожний 5-6 капіляр має зовнішній шар, представлений відростком астроциту. При цьому, кількість капілярів, повністю вкритих відростками астроцитів, не перевищує 14% (помилка різниці при n=5, більше 15; у випадку n=50 помилка різниці складає 4,9). Кількість капілярів, частково оточених відростками астроцитів, складає 48,8%; кількість капілярів, що зовсім не мають «обгортки» з ніжок астроцитів – 37,2%. У той час, згідно із даними Г. Касіль, ніжки астроцитів у нормі вкривають приблизно 85% поверхні мозкових капілярів [99]. За даними інших авторів, у головному мозку 85-90% поверхні капілярів у новонародженої дитини мають астроцитарну «муфту» [166]. Таким чином, можна дійти висновку, що хронічна внутрішньоутробна гіпоксія призводить не тільки до ушкодження окремих компонентів ГЕБ, але й до сповільнення дозрівання, зокрема, до порушення формування астроцитарної «муфти» на поверхні капілярів.

Це може бути підтверджено даними Чікіної Т. А. [229, 230, 231], яка описує подібні зміни в структурах гемато-лікворного бар'єру, а саме – у судинному сплетінні шлуночків головного мозку у випадку внутрішньоутробної гіпоксії. На основі даних електронної мікроскопії аутопсійного матеріалу новонароджених, автор довела, що за наявності у матері хронічної плацентарної недостатності у ІІ-ІІІ триместрах, у дитини виразними є ознаки морфофункціональної незрілості судинного сплетіння ГМ: різке відставання у розвитку ворсин, мікроциркуляторного русла, клітин ендотелію, наявність ембріональної тканини, велика кількість фібробластів. Особливо належить підкреслити, що мова йде про недоношених дітей. У випадку дітей, що перенесли гостру гіпоксію, структура судинного сплетіння ГМ відповідає гестаційному віку. При цьому, периваскулярний набряк, що розвивається, сильно стискає судину разом із гліальною оболонкою, та призводить до звуження просвіту судини (рис. 9.4). Складається враження, що капіляр із більш зрілою гліальною муфтою, у більшому ступеню піддається компресії внаслідок периваскілярного набряку, ніж із незрілою, тому що, в останньому випадку набрякова рідина може легше дифундувати до мозкової тканини. Це підтверджується даними, отриманими під час дослідження аутопсійного матеріалу дорослих індивідуумів, що загинули внаслідок гострої ішемії мозку [166] доведено, що набухлі астроцити, які набрякли, у випадку гострої ішемії, стискають капіляри, звужуючи їх просвіт.

Саме поблизу капілярів із незрілою гліальною муфтою, частіше за всі, відзначаються астроцити із цитотоксичним набряком (рис. 9.5, 9.6). Ядра таких астроцитів пікнотичні (рис. 9.7) або з із початковим лізисом (рис. 9.5, 9.6). При цьому, в цитоплазмі таких астроцитів відмічено дрібні аутофагосоми (рис. 9.6, 9.7) [73, 122].

Таким чином, загибель астроцитів внаслідок ішемічного впливу, за даними ультрамікроскопічного дослідження, може бути двох типів: шляхом набрякання та цитотоксичного набряку із наступним каріо- та цитолізисом, а також, шляхом зморщування ядра із наступним каріорексисом.

Нейропіль є подекуди зруйнованим, вакуолізованим, фрагментованим (рис. 9.3). А подекуди – міелінізовані відростки нейронів добре збереглись (рис. 9.8). При цьому видно, що ступінь міелінізації сильно відрізняється.

Часто зустрічаються мікрогліоцити – клітини із фагоцитованими уламками загиблих клітин, що свідчить про інтенсивний апоптоз та некроз у ГМ плоду, що продовжуються після впливу гіпоксії (рис. 9.9).
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Рис. 9.1. Ядро ендотеліоциту велике, звужує просвіт судини. Хроматин кондексується під ядерною оболонкою, в цитоплазмі відзначено чисельну кількість різноманітних за розміром вакуолей. Базальна мембрана капіляру є зверху двошаровою. Спостереження №42; новонароджений із ХВУГ+ГАІА, терміном гестації 40 тиж., що загинув на 3-тю добу після народження. Контрастування за Рейнольдсем, ×15600
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Рис.. 9.2. Базальна мембрана капіляру нерівномірної товщини та осмієфільності, подекуди – із розмитими контурами, а подекуди – двошарова. Спостереження №14; новонароджений із ХВУГ+ГАІА, із терміном гестації 36 тиж., що загинув через 12 годин після народження. Контрастування за Рейнольдсем, ×15600
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Рис. 9.3. Сладж-феномен еритроцитів у просвіті капіляру. Оточуючий нейропиль зруйновано. Спостереження №54 новонароджений із ХВУГ+ГАІА, із терміном гестації 36 тиж., що загинув через 45 хв. після народження. Контрастування за Рейнольдсем, ×15600
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Рис. 9.4. Капіляр із повною відсутністю обгортки із астроцитарних відростків та виразним (особливо зліва та знизу) периваскулярним вазогенним набряком. Спостереження №22; новонароджений із ХВУГ+ГАІА. Із терміном гестації 40 тиж., що загинув через 18 годин після народження. Контрастування за Рейнольдсем, ×15600
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Рис. 9.5. Астроцит із ознаками цитотоксичного набряку: вакуолізація цитоплазми із наявністю поодиноких аутофагосом, набрякання ядра та деорганізація хроматину. Спостереження №16; новонароджений із ХВУГ+ГАІА, із терміном гестації 36 тиж., що загинув на 3-тю добу після народження. Контрастування за Рейнольдсем, ×15600
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Рис. 9.6. Астроцит з явищами клітинного набрякання. Фактично повна дезорганізація цитоплазматичних ультраструктур, поодинокі аутофагосоми у цитоплазмі. Спостереження №27; новонароджений із ХВУГ+ГАІА, із терімном гестації 40 тиж., що загинув на 3-тю добу після народження. Контрастування за Рейнольдсем, ×15600
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Рис. 9.7. Каріопікноз ядра, астроцит із дезорганізацією цтоплазматичних ультраструктур та численною кількістю аутофагосом в цитоплазмі. Спостереження №16; новонароджений із ХВУГ+ГАІА, із терміном гестації 36 тиж., що загинув на 3-тю добу після народження. Контрастування за Рейнольдсем, ×15600
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Рис. 9.8. Навколо гліальної клітини нейропіль, що добре зберігся, різноманітного ступеню міелінізації. Спостереження №22; новонароджений із ХВУГ+ГАІА. Із терміном гестації 40 тиж., що загинув через 18 годин після народження. Контрастування за Рейнальдсом, ×15600
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Рис. 9.9. Мікрогліоцит із великою кількістю великих, осмієфільних «уламків». Спостереження №16; новонароджений із ХВУГ+ГАІА, із терміном гестації 36 тиж., що загинув на 3-тю добу після народження. Контрастування за Рейнольдсем, ×5600

9.2. Електронно-мікроскопічне дослідження компонентів гемато-енцефалічного бар'єру у тварин, що виношені в умовах модельованої хронічної внутрішньоутробної гіпоксії та перенесли подальшу постнатальну гостру гіпоксію, яка можлива до перенесення

Під час дослідження ендотеліоцитів звертає на себе увагу різке збільшення розмірів їх ядер порівняно із даним показником у групі контролю (рис. 9.10). Ядра ендотеліальних клітин у судинах МЦР головного мозку тварин групи дослідження набряклі, зі світлим пухким хроматином. Хроматин у вигляді нерівномірного скупчення конденсується під нуклеолемою (рис. 9.11), що свідчить про маргінацію хроматину, що э ознакою апоптотичної загибелі клітини. За рахунок значного збільшення розмірів ядра, ендотеліальні клітини найчастіше різко звужують просвіт капіляру (рис. 9.12). У просвіті капілярів часто відзначаються сладжовані еритроцити (рис. 9.11).

Базальні мембрани в капілярах тварин групи дослідження мають нерівномірну товщину, розпушені, з нечіткими розмитими контурами. В місцях найбільшої розмитості та розпушеності базальних мембран найчастіше відзначаються скупчення рясного перивасулярного екстравазату (рис. 9.13).

Периваскулярний екстравазат подекуди є настільки значним, що призводить до «відриву» капіляру від прилеглої мозкової тканини (рис. 9.14). Найчастіше набрякла периваскулярна рідина здавлює капіляр ззовні, таким чином значно зменшуючи його просвіт (рис. 9.15). В периваскулярному екстравазаті відзначається велика кількість відростків астроцитів, що, скоріше за все, свідчить про їх проліферацію (рис. 9.11).

У частині перицитів також відзначаються ознаки гіпоксичного ураження. Їх ядра помірно збільшені в об'ємі, мають місце ознаки конденсації хроматину під нуклеолемою, що свідчить про початок 

апоптотичних змін таких клітин. Поблизу таких ушкоджень перицитів відзначаються ознаки різкого збільшення проникності ГЕБ та скупчення набряклого периваскулярного екстравазату (рис. 9.16).
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Рис. 9.10. Ядро ендотеліоциту сплощене, із темним непухким хроматином. Спостереження №16 – щурятко групи К, виведене з експерименту у 1-шу добу після народження. Контрастування за Рейнольдсем, ×15600
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Рис. 9.11. Капіляр із сладжованими еритроцитами у просвіті. Ядро ендотеліоциту збільшено, хроматин світлий, пухкий, із конденсацією у вигляді нерівномірного скупчення під нуклеолемою. Спостереженя №14 – щурятко групи ХВУГ+ГПнГ, виведене із експерименту у 1-шу добу життя. Контрастування за Рейнольдсем, ×15600
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Рис. 9.12. Ядро ендотеліальної клітини різко збільшено, хроматин нерівномірно зконденсований під нуклеолемою. Спостереженя №14 – щурятко групи ХВУГ+ГПнГ, виведене із експерименту у 1-шу добу життя. Контрастування за Рейнальдсем, ×15600
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Рис. 9.13. Базальна мембрана капіляру рихла, має нерівномірну товщину, розмиті контури. Скупчення периваскулярної набряклої рідини у місцях найбільшого ушкодження базальної мембрани. Спостереженя №14 – щурятко групи ХВУГ+ГПнГ, виведене із експерименту у 1-шу добу життя. Контрастування за Рейнольдсем, ×15600
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Рис. 9.14. Скупчення масивного периваскулярного екстравазату із повним «відривом» капіляру від прилеглої мозкової тканини. Спостереженя № 16 – щурятко групи ХВУГ+ГПнГ, виведене із експерименту у 1-шу добу життя. Контрастування за Рейнольдсем, ×15600
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Рис. 9.15. Скупчення периваскулярної набряклої рідини, що здавлює капіляр ззовні та, таким чином, різко звужує його просвіт. Спостереженя №14 – щурятко групи ХВУГ+ГПнГ, виведене із експерименту у 1-шу добу життя. Контрастування за Рейнольдсем, ×15600
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Рис. 9.16. В ядрі перициту є ознаки феномену маргінації хроматину; поблизу ушкодженого перициту встановлено наявність рясного периваскулярного екстравазату. Спостереженя №16 – щурятко групи ХВУГ+ГПнГ, виведене із експерименту у 1-шу добу життя. Контрастування за Рейнольдсем, ×15600

Резюме

Патоморфологічні зміни, виявлені у новонароджених, виношених в умовах хронічної внутрішньоутробної гіпоксії, що перенесли гострий інтранатальний асфіксичний стрес та загинули у гострому періоді гіпоксично-ішемічної енцефалопатії, можна поділити на дві групи.

Перша група – патологічні зміни, що були наслідком гострого асфіксичного впливу, а саме: набряк, загибель та десквамація ендотеліальних клітин судин МЦР, а також ушкодження гліоцитів та подальша їх загибель, як внаслідок цитотоксичного набряку (набряк та лізис), так і за рахунок зморщування ядра із подальшим каріорексисом. Також відзначено наявність апоптотичних змін в перицитах. При цьому, варто відзначити, що подібні деструктивні зміни є тим більш виразними, чим тяжчим є гострий асфіксичний вплив.

До другої групи патоморфологічних змін ми віднесли ознаки, що були сформовані вірогідно під «хронічним» впливом фактору ушкодження (у даному дослідженні – це хронічна внутрішньоутробна гіпоксія). Перше: загальне зниження об'єму МЦР, що також було доведено дослідженнями, проведеними нами на світлооптичному рівні. Друге: вірогідне зменшення кількості капілярів, що мають муфту із астроцитарних відростків. Та, нарешті, третє: ознаки пошкодження базальних мембран капілярів: нерівномірна товщина, розмитість, двоконтурність.

В місцях найбільшого ушкодження базальних мембран виявляється периваскулярний екставазат, подекуди такий рясний, що призводить к відриву перицита від прилеглої мозковою тканини.

Про загибель мозкової речовини також свідчить наявність в деяких мікрогліоцитах осмієфільних фагосом. Ці клітини майбутні так звані «зернисті кулі».

За матеріалами даного розділу опубліковано наступні друковані праці, в яких було відображено методи, результати, обговорення та висновки.

1. Кихтенко Е.В. Патоморфология астроцитов при перинатальном гипоксическом повреждающем воздействии (экспериментальное исследование) / Е.В. Кихтенко, Г.И. Губина-Вакулик, А.П. Дмитренко // Український медичний альманах. – 2013. – Т. 16, № 3 (додаток). – С. 94–96 [122].

2. Губина-Вакулик Г.И. Патоморфология особенностей развития макроглии головного мозга плода и новорожденного при повреждающем воздействии хронической внутриутробной гипоксии в перинатальном периоде (экспериментальное исследование) / Г.И. Губина-Вакулик, О.А. Омельченко, Е.В. Кихтенко, Р.В. Сидоренко, А.В. Андреев // UNIVERSUM: Медицина и фармакология: электрон. наук. журнал. – 2017. – № 4 (38). – Режим доступа к журн. : http://7universum.com/ru/med/archive/item/4590 [73].

РОЗДІЛ 10

ОБГОВОРЕННЯ ОТРИМАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ

Комплексному патологоанатомічному вивченню структур ГЕБ, під час впливу перинатальної гіпоксії, як у плодів та новонароджених, так і у експериментальних тварин, в даному дослідженні передував статистичний аналіз даних протоколів аутопсій плодів та новонароджених із гострою анте-, інтранатальною гіпокією (група ГАІА) та поєднаною гіпоксією – гострою анте-, інтранатальною на фоні хронічної внутрішньоутробної (група ХВУГ+ГАІА за 10 років. Аналізувались також історії пологів та історії хвороб їх матерів.

Під час вивчення архівного матеріалу перинатальних розтинів за 10 років, в Харківській обласній клінічній лікарні (1997-2006 рр.), було встановлено, що ізольована ГАІА відмічається у 48,8% випадків. Трохи частіше було відзначено ХВУГ+ГАІА, на її долю припадає 51,2% спостережень (табл. 10.1).

Середній вік матерів плодів та новонароджених, що загинули внаслідок ГАІА – 24,7±1,3 роки. В той час, як, матері нащадків із ХВУГ+ГАІА є трохи старшими, їх середній вік складає 25,9±1,2 років. Під час порівняння розподілу матерів за віковими категоріями, було відзначено превалювання народження дітей із ГАІА у вікових інтервалах до 20 років та у 21-25 років, в той час, як, починаючи від 26 років вже превалювало народження дітей із ХВУГ+ГАІА (рис. 10.1). Таким чином, старший вік матері можна вважати фактором, який сприяє розвитку ХВУГ плоду, що обумовлено, скоріше за все, тим, що вагітність у таких матерів частіше розвивається на фоні різноманітної генітальної та екстрагенітальної патології [14, 133, 343, 367].

Матері плодів та новонароджених із ХВУГ+ГАІА частіше проживали та виношували вагітність в умовах міста. Так, 48,2% породіль, чиї діти загинули внаслідок ГАІА, були мешканками міста. Тоді як у групі нащадків із ХВУГ+ГАІА цей показник сягає 56,7%. Отже, урбанізацію можна також вважати фактором ризику виникнення ХВУГ плоду.

Таблиця 10.1

Клінічні дані про плодів та новонароджених, що загинули внаслідок анте-, інтранатальної асфіксії

	Показник                                                       Група 
	ГАІА
	ХВУГ+ГАІА

	Відносна кількість випадків (%)
	48,8
	51,2

	Середній вік матерів (роки)
	24,7±1,3
	25,9±1,2

	Породілі проживали в місті (%)
	56,7
	48,2

	Середній номер даної вагітності
	2,1±0,3
	2,6±0,4

	Проведення кесарева перетина (%)
	9,4
	33,7

	Частота штучних пологів (%)
	45,5
	55,5

	Частота виникнення слабкості пологової діяльності (%)
	32,0
	40,5

	Частота надавання акушерської допомоги за методом Цов'янова (%)
	9,1
	10,1

	Частота проведення епізіотомії (%)
	10,1
	12,2

	Частота перевищення фізіологічної норми крововтрати під час пологів (%)
	4,7
	6,3

	Частота ручного відділення плаценти (%)
	13,0
	18,0

	Життєздатность новонароджених за шкалою Апгар на першій хвилині життя (бали)
	2,7±0,09
	2,3±0,07


Вивчаючи кількість попередніх вагітностей та пологів, було встановлено, що середні чисельні показники справжньої вагітності у групі ГАІА 2,1±0,3, у групі із ХВУГ+ГАІА вони є трохи вищими та складають 2,6±0,4. При цьому, у матерів плодів та новонароджених, що загинули внаслідок ГАІА, справжня вагітність частіше за все була І та ІІ (рис. 10.2), а у матерів плодів та новонароджених із ХВУГ+ГАІА, частіше за все була ІІІ, ІV, V, VІ, VІІ, VІІІ. Необхідно також зазначити, що ІХ та Х вагітностей у групі ГАІА не було зареєстровано взагалі.
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Рис. 10.1. Розподіл матерів нащадків, що перенесли різноманітну гіпоксію, за віковими категоріями.
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Рис.10.2. Відносна кількість попередніх вагітностей у матерів плодів та новонароджених, що перенесли ГАІА, та матерів дітей із ХВУГ+ГАІА

Кількість попередніх пологів у матерів плодів та новонароджених, що загинули внаслідок ГАІА є вищою, ніж у матерів дітей із ХВУГ+ГАІА. Що говорить, в свою чергу, про те, що попередні вагітності матерів нащадків, що перенесли ХВУГ+ГАІА, частіше закінчувались абортами. Причому, більшість жінок (72%) з групи ГАІА народжували вперше. Тоді як, у групі із ХВУГ+ГАІА, жінки частіше за все народжували вдруге, втретє або вчетверте. Однак, VІ, VІІ, VІІІ пологів у матерів плодів та новонароджених, що перенесли ГАІА, зареєстровано не було взагалі.

Таким чином, попередні вагітності взагалі, а також вагітності, що закінчились абортами, зокрема, можна також віднести до факторів ризику виникнення ХВУГ. Деякі дослідники до етіологічних факторів ХВУГ також відносять короткий термін між вагітностями (менш 2 років) [142, 223].

Аналіз особливостей перебігу пологів показав, що народження дитини шляхом проведення операції кесарів розтин у жінок-матерів дітей із ХВУГ+ГАІА відбувається частіше (33,7%), ніж у матерів плодів та новонароджених із ГАІА (9,4%) (табл. 10.1). При цьому, пологи у матерів новонароджених, що загинули внаслідок ГАІА, відбуваються частіше за все через природні пологові шляхи – у 90,6% спостережень. У групі матерів, діти яких перенесли ХВУГ+ГАІА, цей показник виявляється нижчим та складає 66,3%. Крім того, частота реєстрації штучних пологів у жінок-матерів плодів та новонароджених із ХВУГ+ГАІА є вищою (55,5%), ніж у матерів з групи ГАІА (45,5%). Частота виникнення передчасних пологів істотно не відрізняється. Середня тривалість пологів у групі ХВУГ+ГАІА декілька вища (13 годин 10 хвилин ± 0 годин 25 хвилин), ніж у групі ГАІА (12 годин 00 хвилин ± 0 годин 40 хвилин).

Необхідно також зазначити, що у матерів плодів та новонароджених, що перенесли ХВУГ+ГАІА, виявлено тенденцію до частішого виникнення різноманітних ускладнень під час пологів. Так, частота виникнення слабкості пологової діяльності та, відповідно, необхідності гормонально-медикаментозної стимуляції, у групі ГАІА – 32%, у групі ХВУГ+ГАІА – 40,5%; частота надавання акушерської допомоги за методом Цов'янова: у групі ГАІА – 9,1%, у групі ХВУГ+ГАІА – 10,1%; частота проведення епізіотомії: у групі ГАІА – 10,1%, у групі ХВУГ+ГАІА – 12,2%; частота перевищення фізіологічної норми крововтрати під час пологів: у групі ГАІА – 4,7%, у групі ХВУГ+ГАІА – 6,3%: частота ручного відділення плаценти у групі ГАІА – 13,0%, у групі ХВУГ+ГАІА – 18,0%. При складанні цих показників виявилось, що їх загальний рівень в групі ГАІА становить – 59,8%, в групі ХВУГ+ГАІА – 87,1%.

Отже, генітальна та екстрагенітальна патологія матері, а також патологічні стани посліду, що обумовлюють ХВУГ плоду, частіше за все призводять до виникнення різноманітних ускладнень, як під час пологів, так і у післяпологовому періоді. Це було також підтверджено даними інших дослідників [131, 344, 367].

Кількість доношених та недоношених в обох групах практично не відрізнялась, так, у групі ГАІА доношених – 15,2%, недоношених – 84,8%; у групі ХВУГ+ГАІА доношених 15,0%, недоношених – 85,0%. В обох групах дослідження превалюють недоношені плоди та новонароджені.

У групі плодів та новонароджених, що загинули внаслідок ГАІА, серед недоношених 94,8% народилось мертвими, та лише 5,2%, відповідно, живими. Серед доношених плодів та новонароджених показник мертвонароджуваності є значно нижчим. Так, 71,0% серед досліджуваних доношених новонароджених народились мертвими та лише 29,0% - живими. У групі плодів та новонароджених із ХВУГ+ГАІА, серед недоношених 91,7% були мертвонародженими та 8,3% - живими; серед доношених 64,1% були мертвонародженими та 36,0%, відповідно, живими. Як можна зауважити, спостерігається незначна за виразністю тенденція до збільшення кількості живих новонароджених у групі ХВУГ+ГАІА.

У процесі проведення даного дослідження нами було доведено, що легка, можлива до перенесення, хронічна внутрішньоутробна гіпоксія стимулює зростання та диференціювання тканин, обумовлює швидше становлення та формування адаптаційно-пристотовувальних механізмів. Під час дослідження матеріалу отриманого у ході аутопсії, верифікувати тяжкість ХВУГ за матеріалами історії пологів та історії хвороб новонароджених об'єктивно можливим не було. Однак, ми вважаємо, значне зниження показника мертвонароджуваності у групі ХВУГ+ГАІА, у порівнянні з групою ізольованої гострої гіпоксії, було обумовлено саме наявністю у даній групі випадків спостереження із легкою, можливою до перенесення, ХВУГ, та її «тренувальним ефектом».

Під час аналізу кількості плодів та новонароджених, що загинули на різних термінах постнатального періоду (анте-, інтра та постнатально), звертає на себе увагу збільшення відносної кількості загиблих на антенатальному та постнатальному періодах у групі досліджуваних плодів та новонароджених, виношених в умовах ХВУГ. Причому, дану тенденцію було відзначено, як серед доношених, так і серед недоношених теж.

Говорячи про живих новонароджених, належить відзначити, що у групі ГАІА показники оцінки життєздатності новонароджених за шкалою Апгар [232, 233] є вищими, ніж у групі ХВУГ+ГАІА. Причому, на першій хвилині життя, різниця була вірогідною (2,7±0,09 бали – у групі ГАІА; 2,3±0,07 бали – у групі ХВУГ+ГАІА), на п'ятій було відзначено лише тенденцію (3,9±0,12 бали – у групі ГАІА; 3,7±0,15 бали – у групі ХВУГ+ГАІА).

Середній термін гестації плодів та новонароджених, що загинули внаслідок ГАІА, не відрізнявся вірогідно від аналогічного показника у плодів та новонароджених, що перенесли ХВУГ+ГАІА. У групі ГАІА він складає – 27,34±1,10 тижнів, а у групі ХВУГ+ГАІА – 28,97±1,13 тижнів При цьому, пік антенатальної летальності в обох групах припадає на 21-25 тижнів гестації. Значна кількість плодів гине внаслідок гострої гіпоксії антенатально також у віці 26-30 тижнів. Плоди та новонароджені із ХВУГ+ГАІА мають тенденцію до загибелі у більш старшому гестаційному віці, другий за висотою пік летальності у них припадає на строк 36 і більше тижнів гестації.

Особливої різниці у розподілі плодів та новонароджених за статтю відмічено не було. Так, питома вага хлопчиків у групі ГАІА складає 54,3%, у групі ХВУГ+ГАІА – 51,3%; дівчат у групі ГАІА – 45,7%, у групі ХВУГ+ГАІА – 48,7%. Тобто, в обох групах дослідження превалюють плоди та новонароджені чоловічої статі.

Говорячи про етіологічну структуру нозологій, що обумовлювали стан ГАІА або ХВУГ, відзначено, що в обох групах на першому місці стоять плацентарні фактори (у ГАІА – 60,7% випадків, у ХВУГ+ГАІА – 60,2% випадків). Однак, нозологічний спектр плацентарних факторів був абсолютно різним. Так, у групі ГАІА превалюють гострі розлади плацентарного та пуповинного кровообігу, а у групі ХВУГ – запальні процеси (плацентит) та порушення ембріогенезу плаценти (патологічна незрілість), що обумовлюють фето-плацентарну недостатність.

На другому місці серед етіологічних факторів в обох групах дослідження стоять материнські фактори. Однак, у групі ГАІА це здебільшого переривання вагітності за медичними або соціальними показниками (фізіологічна незрілість матері, контакт із хворим на краснуху тощо), у групі ХВУГ+ГАІА – це генітальна (гестоз, анемія) та екстрагенітальна (гіпертонічна хвороба, цукровий діабет, ізоімунна несумісність, сифіліс, хронічний алкоголізм) патологія.

У групі ГАІА було відзначено також й плодові фактори – здебільшого це генетичні аномалії та вроджені вади розвитку.

Під час аналізу антропометричних показників, звертає на себе увагу тенденція до зниження середніх показників маси та довжини тіла досліджуваних плодів та новонароджених, що знаходились під впливом ХВУГ+ГАІА. Середня маса плодів та новонароджених із ГАІА – 1391,61±178,0×10-3 кг; тих, що загинули внаслідок ХВУГ+ГАІА – 1203,41±163,65×10-3 кг. Середня довжина тіла плодів та новонароджених у групі ГАІА – 36,12±1,65×10-2 м, у групі ХВУГ+ГАІА– 33,92±1,60×10-2 м. Аналізуючи зміни середніх показників антропометричних параметрів за термінами гестації, належить відзначити, що вірогідне зниження показника маси та довжини тіла плодів та новонароджених з групи ХВУГ+ГАІА було відзначено лише на вранішніх термінах гестації – до 30 тижнів включно. У плодів та новонароджених старшого гестаційного віку можна говорити лише про тенденцію до зниження.

Зовсім іншу картину було відзначено нами під час дослідження соматометричних параметрів експериментальних тварин. Під час обговорення експериментальної частини праці, передусім, треба звернути увагу на вірогідну перевагу щурят, що були виношеними в умовах легкої, можливої до перенесення, ХВУГ, за всіма соматометричними показниками (вага тіла, довжина тіла, довжина хвосту) над щурятами, що виношені в умовах фізіологічної вагітності. Скоріше за все, це обумовлено було тяжкістю та тривалістю гіпоксії. Відомо, що нетривалий та нетяжкий вплив шкідливого фактору призводить до гіперплазії та гіпертрофії органів та тканин, що відображає фазу адаптації та компенсації, особливо актуальним це є для внутрішньоутробного періоду онтогенезу [57, 129].

Це перша різниця, яку було відзначено в даній праці між секційним та експериментальним матеріалами та, вочевидь, то, що є найважливішою ознакою загального розвитку та стану, що обумовило летальний виник у дітей та несприятливий у щурят, виношених в умовах впливу неважкої ХВУГ. Зрозуміло, що в даній праці експеримент не дублює секційний матеріал, а доповнює його.

Під час аналізу соматометричних показників тварин з другої частини експериментального дослідження, в якій змодельовано тяжку, сублетальну ХВУГ, було виявлено залежність, що аналогічною є до змін на секційному матеріалі: соматометричні показники щурят групи дослідження є нижчими за аналогічні у тварин групи порівняння. Отже, тяжка перинатальна гіпоксія призводить до пригнічення зростання та диференціювання тканин, гіпоплазії та швидкої виснажливості адаптаційних систем та компенсаторних механізмів. Цей факт було описано численною кількістю інших авторів та його було широко розповсюджено в літературі [270, 309, 333, 351, 377, 381,].

Під час порівняння середньої маси головного мозку плодів та новонароджених, що загинули на різних термінах гестації, звертає на себе увагу тенденція до зниження цього показника у групі нащадків із ХВУГ (рис. 3). Тоді як у плодів та новонароджених, виношених в умовах фізіологічного перебігу вагітності, маса ГМ відповідає фізіологічній нормі.

Під час аналізу відносної маси головного мозку, звертає на себе увагу той факт, що найінтенсивніший приріст маси ГМ відбувається на термінах гестації від 21 до 30 тиж., після чого настає деяке зниження інтенсивності приросту ГМ в стосунку до приросту ваги тіла. Водночас варто зазначити, що в групі ХВУГ+ГАІА прибавка маси ГМ по відношенню до прибавки маси тіла йде менш інтенсивно, ніж у групі плодів, що загинули внаслідок ГАІА та тих, що були виношеними в умовах фізіологічного перебігу вагітності. А якщо ще й врахувати той факт, що вага тіла у нащадків із ХВУГ+ГАІА є вірогідно зниженою порівняно із групою плодів із ГАІА, то очевидним стає уповільнення зростання показника маси мозку у внутрішньоутробному періоді під впливом ХВУГ.
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Рис.10.3. Абсолютна та відносна маса ГМ плодів та новонароджених, що загинули внаслідок анте-, інтранатальної асфіксії.

Однак, під час порівняння маси головного мозку тварин, що увійшли до першої частини експериментального дослідження (моделювання легкої, можливої до перенесення, сублетальної перинатальної гіпоксії), звертає на себе увагу вірогідна перевага показників щурят, виношених в умовах ХВУГ. Знову-таки, ми пов'язуємо дану динаміку із тривалістю та тяжкістю гіпоксичного пошкодження. Скоріше за все, ХВУГ плодів, що вивчені були на матеріалі аутопсій, є значно тривалішою та тяжкою, ніж аналогічний шкідливий фактор у вивчених нами тварин.

Цей факт можна вважати другою морфологічною різницею відносно позитивного винику у випадку гіпоксичного ураження ГМ. Що й було підтверджено за допомогою результатів дослідження маси головного мозку у щурят із модельованою, тяжкою, сублетальною гіпоксією, у яких маса головного мозку була нижчою за аналогічний показник у тварин групи порівняння.

Результати проведених досліджень в аналогічних групах новонароджених, а не плодів, тобто ті, що додатково перенесли стрес народження та адаптації до умов позаутробного існування, трохи відрізняються.

Аналізуючи зміни маси головного мозку новонароджених, що загинули протягом першого місяця постнатального онтогенезу, необхідно відзначити, що вона досить сильно варіює. Так, найбільшу масу ГМ як в одній, так й у другій групах, було зареєстровано у померлих протягом першої години життя, а також у тих, хто загинув на 4-ту – 7-му добу життя. Подібні коливання маси ГМ обумовлено вазогенним набряком головного мозку [253, 271, 301, 311, 329], який на цих термінах у новонароджених є максимальним. Це, скоріше за все, обумовлено збільшеною проникністю ГЕБ у цей час, про що свідчать дані морфометричних досліджень, наведених нижче.

Про ступінь виразності набряку судин судили за відносною масою ГМ. Більш виразним набряк був у групі новонароджених, виношених в умовах ХВУГ.

Під час аналізу даних макроскопічного дослідження ГМ в обох групах, цікавими були показники частоти виникнення лептоменінгіальних крововиливів (ЛМК). Так, у групі ГАІА, питома вага плодів із ЛМК складає 37,2%, у групі ХВУГ+ГАІА цей показник є декілька вищим та складає 44,9%, що свідчить про більш високу чуттєвість до аноксії ГМ та його судинного компоненту у плодів, які піддавались впливові ХВУГ. У обох групах частота виникнення ЛМК є зворотньо пропорційною до ступеню зрілості.

Як відомо, ГЕБ представлено ендотеліоцитами капілярів у тканині ГМ, базальною мембраною, перицитами та астроцитами, відростки яких контактують із капілярною стінкою.

У період внутрішньоутробного розвитку людського організму у паривентрикулярній ділянці зосереджені незрілі клітинні елементи гліального ряду, які по мірі дозрівання мігрують до оточуючої тканини головного мозку, приймаючи участь у формуванні ГЕБ. Ця зона називається субепендимарний шар або зона гліального паривентрикулярного матриксу (ЗГПВМ) [160, 190, 325].

ЗГПВМ – є об'ємною та добре помітною у плоду й тому окреслення елементів ГЕБ у даному дослідженні почалось саме з неї.

Під час визначення товщини ЗГПВМ в обох досліджуваних групах секційних випадків антенатальної загибелі плодів та новонароджених, було виявлено її зменшення внаслідок міграції диференційованих форм гліоцитів вглиб речовини мозку, по мірі збільшення гестаційного терміну. Однак, у плодів, виношених в умовах патогенного впливу ХВУГ, було відзначено вірогідне сповільнення зниження товщини субепендимарного шару вже з 26-го тижня гестації порівняно із плодами, виношеними в умовах фізіологічного перебігу вагітності (табл. 10.2).

Аналогічно змінюються й показники щільності клітин на обмеженому полі зору. Так, в обох групах дослідження було відзначено поступове зниження даного показника по мірі зростання показника ступеню зрілості плодів. Але в групі плодів, які піддавались впливу ХВУГ, зниження показника щільності клітин гліального ряду є вірогідно сповільненим. Найбільш виразним це явище було у більш зрілих плодів (від 31 тижня гестації).

Під час проведення кореляційного аналізу між показниками терміну гестації та показниками зрілості ЗГПВМ (товщини субепендимарного шару та щільності клітин у ньому), як у групі гострої асфіксії, так й у групі змішаної гіпоксії було відзначено наявність сильних негативних кореляційних зв'язків.

Ми підрахували відносну кількість клітин гліального ряду із різноманітним діаметром ядра на різних термінах гестації. Було виявлено, що по мірі дозрівання плоду, у субепендимарному шарі зростає питома вага клітин із більшим ядром, що, звісно, є відображенням процесів диференціювання спонгіобластів. Однак, у плодів, виношених в умовах ХВУГ, ці процеси є сповільненими. Особливо яскраво це є вираженим у зрілих плодів – на термінах 31-35 тижнів, а також 36 тижнів та більше.

Таблиця 10.2

Морфометричні показники ЗГПВМ плодів та новонароджених, що загинули внаслідок анте-, інтранатальної асфіксії.

	Показник
	Товщина субндимарного шару (×10-6 м)
	Щільність клітин (кількість на 15×10-9 м2)

	             Група

Термін           гестації (у тиж.)
	ГАІА
	ХВУГ+

ГАІА
	ГАІА
	ХВУГ+

ГАІА

	16 - 20
	718,86±27,03
	722,6±25,8
	138,71±5,37
	147,1±5,7

	21 - 25
	629,24±23,17*
	677,3±22,1^
	101,17±4,11
	119,8±5,2^

	26 - 30
	308,44±12,37*
	633,3±22,6*^
	95,54±3,75*
	107,2±4,2*^

	31 - 35
	243,77±9,70*
	443,8±17,0*^
	77,33±0,33*
	85,5±3,5*^

	≥ 36
	194,39±7,46*
	241, 9±8,9^
	60,50±0,27*
	68,2±3,0*^


* - Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах гестації є вірогідною;

^ - Р≥95% різниця двох середніх між двома групами є вірогідною.

Це було підтверджено також за допомогою даних експериментального дослідження. Під час порівняльного оцінювання ступеню розвиненості субепендимарного шару видно, що у тварин, виношених в умовах ХВУГ, спостерігається вірогідне відставання диференціювання гліального апарату. Так, у щурят, виведених з експерименту за добу та таких, що піддавались впливу ХВУГ+ГПнА, показники середньої товщини ЗГПВМ та щільності розташування клітин в ньому є вірогідно вищими, ніж у випадку щурят, які піддавались ізольованому впливу ГПнА.

Таким чином, можна стверджувати, що у випадку впливу ХВУГ, відзначаються процеси сповільнення міграції гліальних клітин вглиб речовини мозку, що обумовлено сповільненням диференціювання спонгіобластів на астробласти та олігодендробласти та, відповідно, дозрівання останніх на астроцити та олігодендроцити. На основі всього того, що було перелічено вище, можна дійти висновку, що одним з ефектів шкідливої дії ХВУГ на ГЕБ плоду є сповільнення формування гліального апарату головного мозку.

Під час визначення показника товщини ЗГПВМ, у групах новонароджених, що загинули протягом першого місяця постнатального онтогенезу, а також під час визначення показника щільності розташування гліальних клітин в обох групах, було виявлено тенденцію до зниження даних показників, що свідчить про процеси подальшого диференціювання гліоцитів та міграції їх вглиб речовини мозку. Однак, у новонароджених, виношених в умовах фізіологічного перебігу вагітності, дані процеси відбуваються швидше.

Таким чином, можемо констатувати, що сповільнення диференціювання та формування гліального апарату у нащадків, які піддавались впливу ХВУГ, зареєстровано було не тільки у внутрішньоутробному періоді, але й на вранішніх етапах постанатального онтогенезу.

У літературі було знайдено відомості, що свідчать про факт сповільнення диференціювання нейронів різноманітних зон та ділянок великого мозку, внаслідок впливу хронічного стресу у внутрішньоутробному періоді [277, 298, 304, 344]. Базуючись на даних, отриманих в результаті нашого дослідження, можна припустити, що однією з патогенетичних ланок порушення процесу дозрівання та диференціювання нейроцитів є сповільнення становлення гліального апарату.

У сучасній літературі також існують відомості про сповільнення процесу диференціювання нейронів кори під впливом ХВУГ. Так, в експерименті на тваринах було відзначено порушення архітектонікі кори та рясність у ній незрілих нейронів ембріонального типу у нащадків, які піддавались впливу хронічної гіпоксії в період внутрішньоутробного розвитку [290, 291, 388]. Аналогічні зміни, що виникають під впливом ХВУГ було виявлено також у деяких ділянках гіпокампу [308, 310]. Було відзначено також сповільнення темпів ембріонального розвитку нейронів Пуркін'є мозочку [309, 345].

Окрім того, було встановлено, що у випадку ХВУГ у новонароджених, спостерігається різке відставання у розвитку судинних сплетінь: було сповільненим структурно-функціональне становлення епітеліальних клітин, було знижено темп утворення судин мікроциркуляторного русла, порушено ярусність розгалуження ворсин, наявною була ембріональна тканина. Гістогенез судинних сплетінь шлуночків головного мозку у випадку гострої гіпоксії не порушується. У новонароджених із гіпоксично-ішемічною енцефалопатією, морфофункціональна незрілість судинних сплетінь головного мозку є фактором ризику розвитку та прогресування неврологічних порушень [360, 370, 376].

Таким чином, сповільнення процесів формування та диференціювання гліального апарату можна вважати однією з патогенетичних ланок сповільнення розвитку головного мозку в цілому під впливом ХВУГ.

Було досліджено пул гліальних клітин, як на секційному матеріалі, так і на матеріалі від експериментальних тварин.

Під час дослідження секційного матеріалу було виявлено, що у новонароджених, які померли протягом першої години життя після перенесеного гострого гіпоксичного впливу, в астроцитах відзначались явища клазматодендрозу. Дані морфологічні зміни являють собою набрякання відростків астроцитів та передують каріо- та плазморексису клітини, внаслідок її гострого набрякання [128, 235]. У групі ХВУГ+ГАІА, окрім того, було відзначено периваскулярну проліферацію макроглії та мікроглії, яка має внутрішньоутробне походження. У подальшому, протягом перших діб, явища каріопікнозу, плазмо- та каріорексису зростають.

Найяскравіше ознаки деструкції у клітинах мікроглії відзначаються у новонароджених, що померли на проміжку від 1-ї і до 4-ї доби постнатального онтогенезу. На цих же термінах, у життєздатних астроцитах відзначаються явища різкого підвищення морфофункціональної активності, що морфологічно проявляється у вигляді різкого просвітлення та еухроматизації ядра. В поодиноких астроцитах центр ядра виглядає оптично порожнім, а хроматин у вигляді стрічки конденсується під нуклеолемою. Даний морфологічний феномен носить назву феномена маргінації хроматину та, як відомо, є ознакою апоптозу [313, 337, 342]. Таким чином, в астроцитах, після гіпоксичного пошкодження, ми спостерігаємо обидва типи клітинної смерті: некроз та апоптоз. При цьому, некротична загибель астроцитів у випадку ішемічного впливу, за даними електронно-мікроскопічного дослідження, може бути двох типів: шляхом набрякання та цитотоксичного набряку із подальшим каріо- та цитолізисом, а також шляхом зморщування ядра із подальшим каріорексисом.

Після 4-ї доби постнатального онтогенезу у новонароджених із постгіпоксичною енцефалопатією починають з'являтись ознаки проліферації макроглії. Проліферати є поодинокими, розташовуються, як правило, навколо капілярів із просвітами, що спались, та представлені невеликою кількістю клітин – 4-6.

У групі новонароджених, що загинули пізніше 7-ї доби, явища клазматодендрозу, каріопікнозу, плазмо- та каріорексису декілька зменшуються. Інтенсифікуються процеси клітинної загибелі шляхом апоптозу, про що свідчить поява значної кількості клітин із феноменом маргінації хроматину. Продовжуються процеси проліферації астроглії.

Що ж стосується мікроглії, то вже від 4-ї доби у мікрогліоцитах з'являються ознаки фагоцитарної активності. Мікрогліальні клітини збільшуються за об'ємом. Під час електронно-мікроскопічного дослідження секційного матеріалу, отриманого від новонароджених, що перенесли тяжку летальну асфіксію, часто зустрічаються мікрогліоцити із фагоцитарними уламками загиблих клітин, що свідчить про наявність некротичних процесів у ГМ плоду, які тривають після впливу гіпоксії.

Належить відзначити, що описані патологічні та регенераторні процеси у клітинних пулах як макрогліоцитів, так і мікрогліоцитів, під кінець першого місяця постнатального онтогенезу не закінчуються.

На експериментальному матеріалі було проведено імуногістохімічне дослідження з МКАТ до гліального фібрилярного кислого протеїну (GFAP). Було встановлено наявність осередкової загибелі астроцитів шляхом некрозу при виведені тварин із експерименту на першу добу постнатального онтогенезу як в групі ГПнГ, так і в групі ХВУГ+ГПнГ. На 14 добу експерименту подібні зміни астроцитів вже відсутні. 

Про процеси масової апоптичної загибелі клітин в ГМ тварин після гіпоксичного ушкодження свідчить імуногістохімічне дослідження із використанням маркеру апоптозу – caspasa-3. Рівень експресії каспази-3, у тварин усіх досліджуваних груп на першу добу експерименту є найбільш високим, що пояснюється тільки-но перенесеним стресом народження. Так абсолютна кількість клітин, що експресують каспазу-3, на 1-шу добу експерименту в групі К складає в середньому 15,7±0,3 екземплярів (екз.) на обмеженому полі зору (360×10-12 м2); в групі ГПнГ – 27,7±0,9 екз.; в групі  ХВУГ+ГПнГ – 62,3±2,7 екз. 

На 14-ту добу експерименту у тварин контрольної групи каспаза-3-позитітвні клітини не виявляються. У тварин групи ГПнГ в цей час процеси апоптотичної загибелі клітин різко знижують свою інтенсивність, однак, все ще продовжують реєструватись (кількість позитивних клітин, у обмеженому полі зору, складає в середньому 16,9±04 екз.). На 35-ту добу експерименту у тварин цієї групи апоптотичні процеси припиняються.

У тварин групи ХВУГ+ГПнГ процеси апоптозу на 14-ту добу експерименту, виходячи із рівня експресії каспази-3, можна охарактеризувати як помірно виразні (середня кількість позитивних клітин складає 33,2±1,1 екз. у обмеженому полі зору). На 35-ту добу постнатального онтогенезу процеси клітинної загибелі тривають й надалі, хоча і знаходяться на низькому рівні інтенсивності (кількість клітин позитивних до маркеру каспази-3, складає в середньому 17,1±0,2 екз. на обмеженому полі зору).

У тварин, що перенесли змішану гіпоксію (група ХВУГ+ГПнГ), ступінь апоптотичних процесів, як бачимо, є вірогідно більш виразною у всі строки експерименту, що свідчить про їх збільшену кількість та нестійкість клітинних елементів. 

Під час оцінювання проліферативної активності із використанням маркеру проліферації Ki-67 було встановлено, що вже за добу після моделювання високогірної гіпоксії у тварин, виношених в умовах фізіологічного перебігу вагітності, рівень активності підвищується (порівняно із групою К) до помірних показників (табл. 3). Однак, проліферуючим клітинним пулом на даних термінах є ендотеліоцити капілярів. На 14-ту добу експерименту цифрові показники, що характеризують проліферативну клітинну активність, вірогідно не змінюються, але, при цьому, кардинально змінюється клітинний склад проліферуючих клітин – проліферувати переважно починають гліальні клітини та клітини епендими шлуночків. За 35 днів рівень проліферативної активності клітин у щурят групи ГПнГ нормалізується.

В групі щурят ХВУГ+ГПнГ на першу добу експериментального дослідження рівень проліферації є дуже високим (табл. 3), що обумовлено впливом ХВУГ. У незрілій ЗГПВМ інтенсивно продовжуються процеси проліферації та диференціювання різноманітних пулів гліальних та епендимарних клітин. На 14-ту добу експерименту показники проліферації знижуються до помірних цифр. К 35-й добі експериментального дослідження проліферативна активність гліальних та ендотеліальних клітин знижується до показників, які можна охарактеризувати як невисокі, але все ж таки має місце продовження регенераторних процесів після шкідливого впливу сполучного гіпоксичного впливу.

Під час визначення питомої ваги судин МЦР у плодів, виношених в умовах фізіологічної вагітності, було встановлено лінійну пряму взаємозалежність між ступенем зрілості плоду та відносною площею мікросудин (рис. 10.4): по мірі зростання показника гестаційного віку об'єм судин МЦР збільшується.

Таблиця 3

Середні показники кількості проліферуючих клітин на обмеженому полі зору (360×10ˉ12м²) у щурят різних груп на різних етапах експерименту

	                    група доба
	К
	ГПнГ
	ХВУГ+ГПнГ

	1-ша
	12,3±0,4
	27,4±0,7^
	97,7±3,3^°

	14-та
	3,1±0,1*
	25,2±0,6^
	44,0±1,3*^°

	35-та
	2,7±0,1
	3,2±0,1*
	16,6±0,4*^°


* - Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах експерименту є вірогідною;

^ - Р≥95% різниця двох середніх порівняно з групою К є вірогідною;

° - Р≥95% різниця двох середніх між групами ГПнГ та ХВУГ+ГПнГ є вірогідною.

Під час впливу ХВУГ крива залежності об'єму МЦР від гестаційного віку має вигляд ламаної кривої, що нагадує параболу. До 26-30 тижнів об'єм мікросудин стрімко зростає, при цьому, відзначається вірогідне випередження темпів приросту об'єму МЦР у плодів групи ГАІА. Потім настає стрімке зниження показника питомої ваги мікросудин. Подібна динаміка відображає фази процесів адаптації: компенсації та подальшої декомпенсації.

Це підтверджено даними експериментального дослідження, в якому моделювали тяжку ХВУГ. Під час імуногістохімічного дослідження із використанням МКАТ до 8 фактору системи згортання крові, який може бути міткою ендотеліоцитів, встановлено, що тяжка ХВУГ призводить до різкого зниження показника середньої загальної довжини стінки капілярів. Так в групі К цей показник складає – 1104,5±33,8×10-6 м, в групі ГПнГ – 1044,32±30,17×10-6 м, в групі ХВУГ+ГПнГ – 499,06±16,07×10-6 м. Як можна зауважити у тварин, що перенесли тільки ізольований вплив гострої постнатальної гіпоксії, показник середньої довжини стінки капілярів вірогідно не відрізняється від аналогічного показника тварин контрольної групи, в той час, як у тварин, виношених в умовах ХВУГ, цей показник зменшено більш, ніж у два рази.
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Рис. 10.4. Динаміка змін показника питомої ваги судин МЦР у плодів досліджуваних груп на різних термінах гестації.

Однією з актуальних та недостатньо вивчених проблем вікової ангіології є проблема утворення, становлення та подальшого диференціювання судин мікроциркуляторного русла у перинатальному періоді онтогенезу людини. Нормальний розвиток системи мікроциркуляції забезпечує умови для нормального органо- та гістогенезу. Структурні та функціональні порушення процесів становлення та розвитку системи мікроциркуляції на різних стадіях пренатального онтогенезу призводять до порушення нормального онтогенезу, що, в свою чергу, призводить до функціональної незрілості органу, появи дегенеративних явищ та, у тяжких випадках – до формування різноманітних вад та аномалій розвитку [93, 320].

Під час оглядової мікроскопії препаратів ГМ, із шматочків, які було взято в зоні субепендимарного шару, у всіх досліджуваних випадках летальної аноксії було відзначено морфологічні ознаки перших двох стадій змін мозкового кровообігу [77]: І стадія – первинна гіпоперфузія; ІІ – реактивна гіперемія (первинна гіперперфузія). Також, у всіх випадках, в зонах відновленого кровообігу було відзначено ознаки порушення проникності ГЕБ у вигляді вазогенного набряку мозку. Останній морфологічно маніфестує скупченням екстравазату у периваскулярній зоні.

Нами було визначено показник відносної площі периваскулярного екстравазату (ПЕВ) на різних гестаційних термінах та відношення відносного об'єму МЦР до об'єму екстравазату. Динаміка змін показника відносної площі ПЕВ є такою самою, як динаміка показника відносної площі МЦР. У групі ГАІА спостерігається чиста лінійна прямо пропорційна взаємозалежність між питомою вагою ПЕВ та терміном гестації. У плодів групи ХВУГ+ГАІА дана залежність має вигляд параболи із піком у віці 26-30 тижнів.

Аналіз коефіцієнту співвідношення МЦР/ПЕВ свідчить про високу проникність ГЕБ у незрілих плодів (20 тижнів та менше). В обох групах дуже вразливими в цьому плані є доношені плоди (36 тижнів та більше). Та, нарешті, найменший показник проникності ГЕБ у плодів з групи ХВУГ+ГАІА спостерігається на піку компенсаторно-адаптаційних реакцій – на терміні гестації 26-30 тижнів.

Дані експериментального дослідження підтверджують результати, отримані під час дослідження плодів, що загинули антенатально, та свідчать про сповільнення формування МЦР головного мозку у нащадків, виношених в умовах ХВУГ. Крім того, у щурят, які піддавались впливу ХВУГ+ГАІА більш високою була проникність ГЕБ. Отже, у цих тварин розвивається внаслідок аноксії тяжкий вазогенний набряк мозку. Це знову ж таки не суперечить даним, отриманим нами під час дослідження антенатально загиблих плодів.

Як було описано раніше іншими авторами зміни мозкового кровообігу у постаноксичному періоді відрізняється осередковістю та визначеною стадійністю [77]. Ми також спостерігали послідовну стадійність змін мозкового кровообігу після дії перинатальної гіпоксії: у плодів та новонароджених, що загинули анте- або інтранатально, переважно відзначався феномен непрохідності судин, а, отже, стадія первинної гіпоперфузії; у новонароджених, що загинули постнатально за годину після народження, переважно реєструється повнокров'я судин МЦР, а, отже, стадія первинної гіперперфузії; у подальшому протягом перших діб життя відбувається відносна нормалізація мозкового кровообігу; у проміжку від 1-ї до 4-ї доби життя реєструється вторинна гіпоперфузія, а після 4-ї доби – друга хвиля гіперемії; після 7-ої доби починається відновлення прохідності МЦР. У новонароджених з групи ХВУГ+ГАІА як ступінь гіперемії, так і особливо ступінь гіпоперфузії є набагато виразними. Таким чином, мозковий кровообіг на рівні МЦР у новонароджених, виношених в умовах ХВУГ, у постаноксичному періоді страждає сильніше.

Наявність периваскулярного екстравазату на всіх етапах вранішнього постнатального онтогенезу в обох групах, говорить про прорив ГЕБ внаслідок гострого асфіксичного впливу. Однак, ступінь проникності ГЕБ у двох групах дослідження є різним, про що можна судити по співвідношенню МЦР/ПЕВ (рис. 10.5).

Як можна помітити, дане співвідношення є практично однаковим у новонароджених обох груп дослідження тільки на термінах життя від 1-ї до 4-ї доби, тобто у фазу вторинної відстроченої гіпоперфузії. На піку гіперемії та в стадії відновлення мозкового кровообігу ступінь проникності ГЕБ у нащадків, які піддавались впливу ХВУГ є набагато вищим, ніж у випадку новонароджених, виношених в умовах фізіологічного перебігу вагітності.

У новонароджених, що перенесли тільки гостру асфіксію, ендотеліоцити протягом перших діб переживають наступні зміни. Ядра ендотеліальних клітин набрякають, клітини гинуть та десквамуються, з'являється осередкова деендотелізація судин МЦР. Максимуму процеси деструкції ендотеліального вистилання сягають наприкінці 4-ї доби. Дуже добре процеси набрякання ядра ендотеліоцитів можна помітити під час електронної мікроскопії, також у багатьох клітинах відзначається наявність феномену маргінації хроматину, що свідчить про апоптотичну загибель клітин інтими. Одночасно у ендотеліоцитах, що збереглись, було зареєстровано ознаки підвищення показника морфофункціональної активності та проліферації, про що свідчать дані цитофотометрії ядер ендотелію на препаратах, забарвлених за Фьольгеном-Росенбеком та їх цитоплазми, на препаратах, забарвлених за методом Браше.
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Рис. 10.5. Співвідношення показників відносної площі МЦР та ПЕВ у новонароджених, що померли протягом першого місяця 
Під час проведення ряду імуногістохімічних досліджень на експериментальному матеріалі, було встановлено, що за добу після перенесеної гострої асфіксії реєструється різке підвищення рівня експресії ендотеліну-1 клітинами ендотеліального вистилання (табл. 10.4). На цих же термінах відзначається незначне підвищення показника проліферативної активності ендотеліоцитів, а також збільшення кількості позитивних до VEGF (ендотеліального фактору зростання судин) клітин.

Під час шкідливого впливу сполучної гіпоксії патологічні зміни, що викликані гострим асфіктичним впливом, накладаються на вже існуючі ушкодження ендотелію, що викликані впливом хронічної гіпоксії у внутрішньоутробному періоді. Так, в ендотеліоцитах капілярів ЗГПВМ новонароджених із ХВУГ+ГАІА, рівень морфофункціональної активності було розцінено як високий вже при народженні. Процеси набрякання та десквамації ендотелію теж починаються одразу, але вони є набагато більш виразними, ніж у групі новонароджених, які піддавались впливу тільки ізольованої гострої асфіксії.

Під час зіставлення даних про ушкодження ендотеліоцитів МЦР, отриманих на матеріалі аутопсій, із даними, отриманими в результаті проведеного експериментального дослідження, було також відзначено факт більш інтенсивного ушкодження ендотеліального вистилання в групі тварин, виношених в умовах шкідливого впливу ХВУГ, про що свідчать показники рівня експресії ендотеліну-1 (табл. 10.4).

Таблиця 10.4

Рівень експресії ендотеліну-1 (в умовних одиницях) ендотелієм судин МЦР у щурят різних груп на різних етапах експерименту

	                    група доба
	К
	ГПнГ
	ХВУГ+ГПнГ

	1-ша
	0,177±0,011
	0,560±0,019^
	0,633±0,027^°

	14-та
	0,169±0,012
	0,350±0,014*^
	0,477±0,016*^°

	35-та
	0,154±0,012
	0,207±0,012*^
	0,339±0,014*^°


* - Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах експерименту є вірогідною;

^ - Р≥95% різниця двох середніх порівняно з групою К є вірогідною;

° - Р≥95% різниця двох середніх між групами ГПнГ та ХВУГ+ГПнГ є вірогідною.

Саме із ушкодженням інтими та із оголенням колагенового каркасу базальних мембран, сильно пов'язаною є наявність організованих та частково реваскуляризованих мікротромбів у просвіті частини мікросудин.

Шар нормальних ендотеліальних клітин слугує тромборезистентною поверхнею, що створює перепону для прилипання лейкоцитів та тромбоцитів, та для активації внутрішньої та зовнішньої антикоагуляційних систем. За даними літератури [287, 346, 402] гіпоксія призводить до некрозу одних, активації механізмів апоптозу в інших, глибокої перебудови цитоскелету та метаболізму ще в інших ендотеліальних клітинах, значно спотворюючи всі функції ендотеліального вистилання [299, 334, 400]. У випадку виявленого нами характеру ураження судинної стінки втрачаються функції ендотеліоцитів, оголюється субендотеліальний шар, оголюються колагенові волокна базальної мембрани, активується фактор Хагеману. Все це призводить до того, що уражена ділянка судинної стінки втрачає свою антитромбогенну активність та притягує тромбоцити [260, 264, 268, 293, 322, 331].

У периваскулярній зоні тромбованих мікросудин часто відзначаються мікроскопічні осередки замінного гліозу, які представлено фокусами проліферації мікрогліоцитів із домішками невеликої кількості астроцитів та олігодендроцитів.

Процеси відновлення ендотеліального вистилання у тварин, що перенесли змішану гіпоксію, починаються одразу, про що свідчить різке підвищення кількості Ki-67-розитивних клітин серед пулу ендотеліальних клітин на першу добу постнатального онтогенезу. Під час впливу легкої, можливої до перенесення гіпоксії, відновлення ендотеліального вистилання вже на 14 добу життя практично повністю завершується.

У випадку ж впливу тяжкої ХВУГ, натомість, спостерігається інша динаміка. Під час імуногістохімічного дослідження із МКАТ до 8 фактору системи згортання крові, який є маркером ендотелію, в експерименті на тваринах, встановлено, що тяжкий гіпоксичний вплив обумовлює масивну загибель ендотелію й навіть на 14-ту добу постнатального онтогенезу, після виведення щурят із експерименту більш половини протягу ГЕБ позбавлено ендотеліального вистилання. Так показник співвідношення між середньою довжиною ділянок із збереженим ендотелієм та середньою довжиною стінки капілярів в групі К складає – 0,8, в групі ГПнГ – 0,76, в групі ХВУГ+ГПнГ – 0,38. Це без сумніву, свідчить про збільшену нестійкість ендотелію до дії мортальної гіпоксії, а значить про різке підвищення проникності ГЕБ в цих випадках.

Ми провели також імуногістохімічне дослідження з МКАТ до так званого фактору зросту ендотелію – VEGF (табл. 10.5), який як відомо, експресуються при загибелі ендотелію та необхідності його регенерації [153, 240, 278, 326]. В нашому досліджені VEGF експресували перицити наряду з нейроцитами, гліоцитами та епендимоцитами. При підрахунку експресуючих VEGF клітин епендімоцити не враховувались.

Таблиця 10.5

Середні показники кількості VEGF-позитивних клітин на обмеженому полі зору (360×10ˉ12м²) у щурят різних груп на різних етапах експерименту

	                    група доба
	К
	ГПнГ
	ХВУГ+ГПнГ

	1-ша
	7,7±0,3
	27,3±1,2^
	45,2±1,7^°

	14-та
	2,3±0,1*
	11,1±0,5*^
	22,7±0,6*^°

	35-та
	2,7±0,1
	3,7±0,2*
	7,2±0,2*^°


* - Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах експерименту є вірогідною;

^ - Р≥95% різниця двох середніх порівняно з групою К є вірогідною;

° - Р≥95% різниця двох середніх між групами ГПнГ та ХВУГ+ГПнГ є вірогідною.

Як бачимо найбільш виразно VEGF експресуюється у тварин в групі змішаної гіпоксії.

Наступним важливим компонентом ГЕБ є базальна мембрана кровоносних капілярів. У плодів та новонароджених групи ГАІА вже за годину після шкідливого впливу, базальна мембрана капілярів виглядає розпушеною, має нерівномірну товщину, подекуди є різко витонченою. На ділянках виразного витончення базальної мембрани, як правило, спостерігається скупчення рясного периваскулярного екстравазату. По мірі зростання показника тривалості постнатального онтогенезу, після перенесеного гіпоксичного впливу, було відзначено вірогідне збільшення показника товщини базальних мембран. Останнє обумовлено не тільки присутністю в базальній мембрані, специфічного для неї колагену ІV типу, а й новоутворенням інтерстиціальних колагенів, що доведено під час імуногістохімічного дослідження із використанням МКАТ до колагенів І, ІІІ та ІV типів (рис.10.6).
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Рис. 10.6. Рівень експресії колагену ІІІ типу (ліворуч) та І типу (праворуч) у тварин різних груп на різних термінах постнатального онтогенезу (в ум. од.).

Аналогічну динаміку змін показників товщини базальної мембрани капілярів відзначено також у новонароджених, які піддавались впливові ХВУГ+ГАІА. При цьому, варто також відмітити, що в групі змішаної гіпоксії, на момент народження вже існує вірогідне збільшення даного показника порівняно із групою ГАІА. Про процеси внутрішньоутробного ушкодження судинних стінок МЦР під впливом ХВУГ також свідчать дані експериментального дослідження: тварини народжуються із високим вмістом інтерстиціальних колагенів як незрілого ІІІ типу, так і зрілого колагену І типу (рис.10.6). При цьому, показник вмісту колагену ІV типу у судинній стінці таких тварин є зниженим. У подальшому, після додаткового шкідливого впливу гострої гіпоксії, по мірі зростання показника терміну постнатального онтогенезу, вміст сполучнотканинних колагенів у судинній стінці зростає. 

Таким чином, можна констатувати, що вплив гострої анте-, інтранатальної асфіксії призводить до ушкодження базальної мембрани капілярів ГМ, що закінчується її склеротизацією. Нашарування «гострих» гіпоксичних ушкоджень на вже існуючі «хронічні» (що самі по собі ще у внутрішньоутробному періоді викликають збільшення вмісту інтерстиціальних колагенів у судинній стінці) у подальшому постнатальному онтогенезі призводить до порушення проникності ГЕБ. В даному випадку – до зменшення, що, звісно, негативно впливає на трофіку нейроцитів. 

У літературі існують свідоцтва факту, що «продуцентами» інтерстиціальних колагенів у стінці капіляру є перицити [28, 29]. Саме ці клітини, як один з компонентів ГЕБ, під час ушкодження базальної мембрани починають синтезувати інтерстиціальні колагени, що скеровано на зміцнення судинної стінки. У нашому дослідженні ми виявляли гіперплазію перицитів у нащадків, виношених в умовах ХВУГ, а також кількісне збільшення даного клітинного пулу після перенесеного гострого гіпоксичного впливу по мірі тривалості постнатального онтогенезу. 

Резюмуючи потрібно відзначити, що вивчаючи компоненти ГЕБ при дії перинатальної гіпоксії різного ступеню важкості на секційному та експериментальному матеріалі, було констатовано, що в загальній картині є як однакові зміни різної виразності (відставання формування гліального апарату та судин МЦР ГМ, загибель астроцитів та ендотеліоцитів шляхом некрозу та апоптозу з подальшою регенерацією, склеротизація базальних мембран, проліферація перицитів), так і протилежні (динаміка змін антропо- та соматометричних показників, абсолютної та відносної маси мозку). Також дуже варіюють ступінь ушкодження інтими та строки її регенерації.

Дійсно, було досліджено померлих плодів і новонароджених, а також експериментальних тварин, які успішно, або неуспішно перенесли перинатальну гіпоксію. Для підтвердження розвитку адаптації і дезадаптації також проведено комплексне морфологічне дослідження, скероване на оцінювання морфофункціонального стану ЕМ та АКТЦ гіпофізу, які можуть слугувати маркерами стресової реакції, що розгортається.

Під час порівняльного оцінювання ступеню зрілості епіфізарної паренхіми, звертає на себе увагу вірогідне прискорення темпів ембріонального розвитку ЕМ у плодів, виношених в умовах ХВУГ. У цій групі у зрілих плодів (із терміном гестації 36 тижнів та більше) ми спостерігали процеси ІІІ перебудови із формуванням ділянок целюлярного типу будови у субкапсулярних відділах залози. Описана будова епіфізарної паренхіми є характерною для дітей наприкінці першого року постнатального онтогенезу [209, 221].

Проводячи візуальне диференціювання пінеалоцитів встановлено, що у доношених особин з групи ХВУГ+ГАІА відносна кількість індоламінсинтизуючих пінеалоцитів (ІСП) майже в 1,5 раз більша, ніж у особин групи ГАІА того ж гестаційного віку (рис. 10.7). При цьому, як бачимо, що хоч й у незначній мірі, але зменшується кількість клітин, що диференціюються у бік пептидсинтезуючих пінеалоцитів (ПСП) (рис. 10.7).

Про те, що індоламінсинтезуючі пінеалоцити приймають активну участь у гіпоксичному захисті мозку, свідчать також й дані, отримані в результаті проведеного каріометричного дослідження (рис.10.8). Як можна помітити, збільшення показника діаметру ядер даних пінеалоцитів в умовах внутрішньоутробного шкідливого впливу хронічної гіпоксії відбувається більш інтенсивно, із вірогідною різницею двох середніх, як на сусідніх термінах гестації, так і порівняно із групою гострої летальної асфіксії. Це, безумовно, свідчить про компенсаторне зростання рівня морфофункціональної активності ІСП.

Примітним є те, що рівень морфофункціональної активності пептидсинтезуючих пінеалоцитів в умовах ХВУГ, є також у незначній мірі збільшеним, про що ми судили із результатів каріометричного дослідження. Однак, зростання середнього ядерного показник у цього пулу пінеалоцитів є вірогідним лише у плодів старших вікових груп – 31 тиждень гестації та більше (рис.10.8).
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Рис. 10.7. Динаміка змін відносної кількості ІСП (ліворуч) та ПСП (праворуч) в ЕМ плодів, що загинули анте-, інтранатально в різні строки гестації.
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Рис. 10.8. Результати каріометричного дослідження ІСП (ліворуч) та ПСП (праворуч) в ЕМ плодів, що загинули анте-, інтранатально в різні строки гестації.

Прискорення ембріогенезу ЕМ, а також збільшення морфофункціональної активності пінеалоцитів різних типів диференціювання можна пояснити наявністю в організмі плодів підвищених попитів на епіфізарні гормони та біологічно активні речовини, що формуються внаслідок дії ХВУГ.

Подібні зміни внутрішньоутробного клітинного диференціювання пінеалоцитів можуть пояснюватись, скоріше за все, здатністю мелатоніну виявляти стрес-протекторну функцію [72, 78], а також його нейропротекторними властивостями під час ішемії мозку [33, 39, 40,].

Цей висновок підтверджує і виявлення в групі ХВУГ+ГАІА зростання показника відносної кількості поліплоїдних клітин, особливо це виразне у випадку зрілих плодів та новонароджених, що загинули у віці 36 тижнів та більше (рис. 10.9).
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Рис. 10.9. Відносна кількість поліплоїдних пінеалоцитів у ЕМ плодів, що загинули анте-, інтранатально.

Водночас різко зростає показник кількості пінеалоцитів, що вміщують у ядрах гіпоплоїдний набір хроматину (рис.10.10). Ці клітини вважаються нежиттєздатними та такими, що гинуть шляхом некрозу або апоптозу. На користь останнього механізму клітинної загибелі свідчить відзначення у пінеалоцитах феномену маргінації хроматину; відзначення ядер, що мають вигляд «тутових ягід», наявність поодиноких вільно лежачих апоптозних тілець, встановлених на препаратах, забарвлених за Ейнарсоном, поява де інде «пустот» в епіфізарній паренхімі після загибелі цілих груп пінеалоцитів.

Особливо виразними процеси форсованої клітинної загибелі були в епіфізах зрілих плодів та новонароджених (на 31 тиж. та більше) (рис. 10.10), що, скоріше за все обумовлено тривалішим впливом ХВУГ та, як наслідок, зміною фази адаптації на фазу декомпенсації.
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Рис. 10.10. Відносна кількість пінеалоцитів, що мають менш, ніж диплоїдний набір хроматину в ядрах, у плодів, що загинули анте-, інтранатально.

Під час оцінювання зрілості епіфізарної паренхіми новонароджених, що померли протягом першого місяця життя, було встановлено, що у групі ГАІА більшість залоз знаходяться на стадії ІІ перебудови, а в групі змішаної гіпоксії – на стадії ІІІ перебудови [221]. Це, безсумнівно, обумовлено було прискоренням темпів внутрішньоутробного розвитку за рахунок шкідливого впливу явища ХВУГ.

При підрахунку показника відносної кількості різноманітних типів пінеалоцитів, на етапах вранішнього постантального онтогенезу, відзначено зниження показника вмісту пептидсинтезуючих клітин в обох групах (рис.10.11).

Однак, варто відзначити той факт, що в групі ХВУГ+ГАІА, нащадки від самого початку мають нижчі показники вмісту даного типу пінеалоцитів та зниження показників середньої питомої ваги, по мірі зростання показника терміну життя, відбувається більш прогресивними темпами.

В обох групах також відмічено прогресивне збільшення показника вмісту індоламінпродукуючих пінеалоцитів (рис.10.12). Але нащадки, що піддавались впливу хронічної внутрішньоутробної гіпоксії, вже на момент народження мають більш високий показник вмісту пінеалоцитів даного типу та подальше зростання показника їх кількості, по мірі тривалості життя, є більш інтенсивним.
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Рис. 10.11. Динаміка змін показника відносної кількості ПСП у новонароджених, що померли протягом першого місяця життя.

Подібні зміни показника відносної кількості різноманітних типів пінеалоцитів може пояснюватись підвищеними запитами організму новонароджених до індоламінів у гострому періоді та у вранішньому періоді відновлення гіпоксично-ішемічної енцефалопатії. Враховуючи стрес-протекторні властивості мелатоніну [72, 79], логічним є припущення, що саме цього гормону організм новонародженого потребує більше за все.

Цікавою є динаміка змін показника вмісту темних клітин в епіфізі досліджуваних новонароджених (рис.10.13). До групи «темні клітини» ми об'єднали два абсолютно різнорідних клітинних типи: перший – це недиференційовані пінеалоцити, другий – клітини мікроглії. Подібне об'єднання обумовлено тяжкістю верифікації даних клітинних типів під час світлової мікроскопії. В епіфізах новонароджених, що перенесли тільки ГАІА, відзначено поступове зниження показника вмісту клітин даного типу, по мірі зростання показника тривалості життя, що обумовлено було подальшим диференціюванням недиференційованих пінеалоцитів. В епіфізах новонароджених, що перенесли ХВУГ+ГАІА, таку динаміку відзначено було тільки на найбільш вранішніх етапах постнатального онтогенезу та при цьому виразною вона була вкрай незначно. У подальшому відмічено збільшення показника відносної кількості темних клітин, що, на наш погляд, обумовлено процесами масової клітинної загибелі та проліферації клітин глії на місці загиблих пінеалоцитів, що детальніше буде сказано нижче. Таким чином, збільшення показника кількості темних клітин, по мірі зростання показника тривалості життя, у випадку ХВУГ+ГАІА, відбувається за рахунок проліферації гліоцитів.
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Рис. 10.12. Динаміка змін показника середньої відносної кількості ІСП у новонароджених, що померли протягом першого місяця життя. 

Під час зіставлення даних, що отримані були на матеріалі аутопсій (летальна асфіксія), із даними експериментального дослідження (легка, можлива до перенесення гіпоксія), відзначено декілька іншу динаміку змін показника відносної кількості різноманітних пінеалоцитів.
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Рис. 10.13. Динаміка зміни показника середньої питомої ваги темних клітин у новонароджених, що загинули протягом першого місяця життя.

Так само, як і у людських нащадків, у щурят, що перебували під впливом ХВУГ, під час народження спостерігається вірогідно вищий вміст індоламінсинтезуючих пінеалоцитів в епіфізі. В обох групах дослідження на 14-ту добу експерименту відмічено різке зростання показника кількості пінеалоцитів даного виду. А під кінець вранішнього періоду відновлення гіпоксично-ішемічної енцефалопатії, тобто на 35-ту добу експерименту, в епіфізах щурят обох досліджуваних груп починають превалювати пептидсинтезуючі клітини. Це свідчить про те, що в організмі за реалізацію «термінових механізмів» адаптації відповідають індоламіни, в той час, як за становлення довготривалої адаптації носять відповідальність біологічно активні пептиди епіфізу [33, 39, 40].

Під час порівняння рівня морфофункціональної активності різноманітних пулів пінеальних клітин, відзначено тенденцію його збільшення  в пептидсинтезуючих пінеалоцитах в епіфізах новонароджених, що перенесли ГАІА, про що ми судили за середнім діаметром ядер (рис. 10.14). При цьому, середній діаметр ПСП у групі ХВУГ+ГАІА був від самого початку вірогідно вищим та залишався фактично незмінним.

Що ж стосується рівня морфофункціональної активності індоламінпродукуючих пінеалоцитів, то він зростає прогресивно в обох групах дослідження, по мірі зростання показника тривалості життя (рис. 10.15). Однак, у нащадків, що перебували під впливом ХВУГ, дана динаміка є у більшому ступеню виразною.

Під час оцінювання показника рівня морфофункціональної активності різноманітних пулів пінеалоцитів, за даними їх каріометрії, на матеріалі експериментального дослідження, в обох групах дослідження було виявлено збільшення показника середнього діаметру ядер ІСП на 14-ту добу експерименту із подальшим зниженням даного показника на 35-ту добу. При цьому, у групі ХВУГ+ГПнГ, дана динаміка є вірогідною, а в групі ізольованої «високогірної» гіпоксії ми можемо говорите лише про тенденцію.
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Рис. 10.14. Динаміка змін середнього діаметру ядер ПСП у новонароджених, що померли протягом першого місяця життя.

Що ж стосується показника середнього діаметру ядер ПСП, то цей показник в обох досліджуваних групах щурят поступово зростає із досягненням максимального та вірогідно високого значення на 35-ту добу експерименту.

Виявлена динаміка змін морфофункціональної активності різноманітних видів пінеалоцитів у тварин знову-таки відображає закономірності реалізації «термінових» механізмів адаптації та відстрочених компенсаторно-адаптаційних реакцій, за які несуть відповідальність пінеалоцити різних видів диференціювання.
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Рис. 10.15. Динаміка змін показника середнього діаметру ядер ІСП у новонароджених, що померли протягом першого місяця життя.

У новонароджених на пізніших стадіях постанатального життя рівень морфофункціональної активності пінеалоцитів обох типів подекуди сягає такого рівня, що з'являються ознаки апоптозу у вигляді феномену маргінації хроматину, зморщення ядер за типом тутової ягоди та поява вільно лежачих апоптозних тілець [216, 371]. При цьому, на місці загиблих пінеалоцитів у паренхіми було відзначено наявність порожнин та проліферації глії. Однак, варто зазначити той факт, що явища масової клітинної загибелі були більш виразними, по-перше, серед пулу індоламінсинтезуючих клітин, по-друге, у новонароджених, що перенесли ХВУГ+ГАІА.

Це також було підтверджено за допомогою результатів плоїдометричного дослідження епіфізу новонароджених, що померли протягом першого місяця життя. Новонароджені, що піддавались впливу ХВУГ+ГАІА, народжувались вже із наявністю досить високого рівня вмісту клітин, що мають гіпоплоїдний набір хроматину в ядрах. У подальшому, збільшення показника вмісту клітин даного виду в епіфізарній паренхімі, у групі нащадків зі змішаною гіпоксією, відбувається більш інтенсивно (рис.10.16). При цьому, на всіх етапах вранішнього постнатального онтогенезу, різниця середніх показників клітин, що мають гіпоплоїдний набір хромосом, є вірогідною.
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Рис. 10.16. Динаміка змін вмісту пінеалоцитів із гіпоплоїдним набором хроматину в ядрах у новонароджених на різних етапах вранішнього постнатального онтогенезу.

Також, варто зазначити, що у новонароджених, ХВУГ+ГАІА, на всіх етапах постнатального життя пінеалоцитів із поліплоїдними ядрами в епіфізарній паренхімі міститься набагато більше, ніж у нащадків, що перебували під впливом гострої асфіксії (рис.10.17). Як вже зазначалось раніше, поліплоїдизація має свій глибокий біологічний сенс. Таким чином, організм намагається компенсувати втрачені функції загиблих нейроендокриноцитів, тому що поліплоїдні клітини мають здатність до набагато інтенсивнішого синтезу біологічно активних речовин та гормонів [284, 366, 396]. Враховуючи настільки масивну клітинну загибель, а також значну поліплоїдизацію пінеалоцитів, логічним є, що спад показника клітин із диплоїдним набором хроматину у ядрах, по мірі тривалості життя, відбувається інтенсивними темпами та, у групі новонароджених із ХВУГ+ГАІА, це виразніше, ніж у випадку новонароджених, що перебували підвпливом гострої асфіксії.
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Рис. 10.17. Динаміка змін показника вмісту пінеалоцитів із поліплоїдними ядрами в епіфізі новонароджених на різних етапах вранішнього постнатального онтогенезу.

Таким чином, морфологічні, в тому числі морфометричні особливості ЕМ померлих новонароджених, які перенесли гостру асфіксію інтранатально без або на фоні хронічної внутрішньоутробної гіпоксії схожі на такі, що виявлені у плодів, які загинули. Звертає увагу, що у померлих новонароджених по мірі зростання строку вранішнього постнатального онтогенезу рівень морфофункціональної активності пінеалоцитів обох типів подекуди сягає такого рівня, що наростають процеси масової клітинної загибелі (апоптоз та мікрофокуси некрозу), що приводе до формування «порожнин» та проліферації глії. Ці явища були більш виразними у новонароджених, що перенесли ХВУГ+ГАІА.

Так само, як і у людських нащадків, у щурят, що перебували під впливом ХВУГ, під час народження спостерігається вірогідно вищий вміст ІСП в епіфізі (більш ніж у 1,5 рази у порівнянні з аналогічним показником щурят групи К) (рис. 10.18). В обох групах дослідження (ГПнГ та ХВУГ+ГПнГ) на 14-ту добу експерименту відзначено різке зростання показника кількості пінеалоцитів даного виду, що вочевидь відображає адаптаційну реакцію на дію гострої «високогірної» постнатальної гіпоксії. А під кінець вранішнього відновлюваного періоду ГІЕ, тобто на 35-ту добу експерименту, в епіфізах щурят обох опитних групах починають превалювати пептидсинтезуючі клітини (рис. 10.18). Це підтверджує загальновизнану точку зору про те, що в організмі за реалізацію «термінових механізмів» адаптації відповідають індоламіни, в той час, як за становлення довготривалої адаптації носять відповідальність біологічно активні пептиди епіфізу [33, 39, 40].

[image: image120.png]BifLHOCHA KinbKicTbY %

70
60
50
40

0 III Il‘ III
1 14 35

CTPOK NOCTHAaTaNIbHOTO OHTOreHesy (y
wk wRAAAXk xBYr+rIHr

w
S

~
S

=
S



[image: image121.png]v o N ®
S S © &

w
S

BifLHOCHA KinbKicTbY %
~ IS
S S

=
S

0

1 14 35

CTPOK NOCTHaTa/IbHOTO OHTOTeHesy (y Ao6ax)

WK WITHC = XBYT+TIHI




Рис. 10.18. Динаміка змін відносної кількості ІСП (ліворуч) та ПСП (праворуч) в ЕМ щурят, що були виведені із експерименту в різні строки постнатального онтогенезу.

Що ж стосується рівня морфофункціональної активності ІСП, про що судили по результатам каріометричного дослідження, відзначено що, показник середнього діаметра ядра цього пулу пінеалоцитів зростає в усіх досліджуваних групах на 14-ту добу експерименту, але ж к 35-й добі відмічена тенденція до його зниження (табл. 10.6). При цьому, середній діаметр ядер ІСП у групі ХВУГ+ГПнГ від самого початку вірогідно вищій за аналогічний показник тварин контрольної групи. Каріометричне дослідження пулу пептисинтезуючих пінеалоцитів показало, підвищення середнього ядерного діаметру на 14-ту добу експерименту в усіх досліджуваних групах з подальшою тенденцією до підвищення і на 35-ту добу експерименту (табл. 10.6).

Таблиця 6

Середній діаметр ядер різних видів пінеалоцитів у епіфізі мозку щурят різних груп в різні строки постнатального онтогенезу

	Строк життя

( доб.)
	Середний діаметр (×10-6 м)

	
	ІСП
	ПСП

	
	К
	ГПнГ
	ХВУГ+

ГПнГ
	К
	ГПнГ
	ХВУГ+

ГПнГ

	1-ша
	6,22±0,20
	6,52±0,23
	7,01±

0,25^
	6,34±0,23
	6,93±0,24
	7,04±

0,26^

	14-та
	6,42±0,21
	6,81±0,25
	7,73±

0,27*^°
	6,73±0,23
	7,31±0,27
	7,12±

0,24^

	35-та
	6,72±0,26
	6,72±0,27
	7,55±

0,29^°
	7,02±0,24
	7,77±0,30
	7,92±

0,31*^


* - Р≥95% різниця двох середніх на сусідніх термінах експерименту є вірогідною;

^ - Р≥95% різниця двох середніх порівняно з групою К є вірогідною;

° - Р≥95% різниця двох середніх між групами ГПнГ та ХВУГ+ГПнГ є вірогідною.

Виявлена динаміка змін морфофункціональної активності різноманітних видів пінеалоцитів у тварин при моделюванні перинатальної легкої (можливої до перенесення) гіпоксії знову-таки відображає закономірності реалізації «термінових» механізмів адаптації та відстрочених компенсаторно-адаптаційних реакцій, за які несуть відповідальність пінеалоцити різних видів диференціювання.

Щоб мати уяву про наявність та виразність апоптозу пінеалоцитів під впливом гіпоксичного стресу на експериментальному матеріалі (щурята з можливою до перенесення перинатальною гіпоксією) проведене імуногістохімічне дослідження із використанням МКАТ до CD95 (рис. 10.19). Звертає увагу, що у щурят усіх груп вже в першу добу після народження має місце незначна експресія CD95, що обумовлено тільки-но перенесеним стресом народження. Окрім цього, у щурят групи ХВУГ+ГПнГ вже відразу після народження на 1-ші сутки постнатального онтогенезу більш високий рівень експресії CD95 у порівнянні з групами К та ГПнГ, що, в свою чергу, обумовлено впливом ХВУГ. В подальшому онтогенезі, на 14-ту добу після перенесеної гострої «високогірної» постнатальної гіпоксії, в обох групах дослідження спостерігається значне збільшення показника рівня експресії CD95, яке більш виражено в групі ХВУГ+ГПнГ. На 35-ту добу експерименту в обох групах дослідження показники рівня експресії CD95 продовжують наростати, но вже більш виразно це спостерігається в групі ГПнГ, що може свідчить про більш успішну адаптацію щурят, які перенесли легку ХВУГ.
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Рис. 10.19. Рівень експресії CD95 в епіфізі щурят різних досліджуваних груп, що виведені із експерименту у різному віці.

Треба відзначити, що апоптотична загибель пінеалоцитів в епіфізі щурів у порівнянні з епіфізами загиблих плодів та новонароджених не має виразного масового характеру. Формування «порожнин» та гліоз виражені набагато слабкіше.

Таким чином, звертає увагу той факт, що рівень морфофункціональної напруги ЕМ в секційному матеріалі і в експериментальному матеріалі – різний. В секційних випадках ЕМ морфофункціонально виснажений, а у експериментальних тварин, які успішно перенесли постнатальну гіпоксію, – підвищений. Розглядаючи морфофункціональний стан ЕМ як маркер реалізації стресу, можна сказати, що вивчаючи патологоанатомічні та компенсаторні зміни ГЕБ плоду та новонародженого в умовах перинатальної гіпоксії, на секційному матеріалі ми мали ситуацію дистресу гіпоксичної природи з домінуванням ознак ураження ГЕБ над ознаками регенерації та компенсації, а на експериментальному матеріалі – еустресу з домінуванням ознак регенерації та компенсації над ознаками ураження.

Як другий надійний маркер реалізації стресу в цьому дослідженні був взятий аденогіпофіз, а саме АКТЦ. Морфофункціональний стан пулу АКТЦ також свідчить про їх вичерпаність в секційних випадках (зменшення кількості АКТЦ, поява кист) і гіперактивність в експериментальному матеріалі (збереження АКТЦ, збільшення розміру ядер).

Під час дослідження пулу клітин аденогіпофізу, що синтезують адренокортикотропний гормон, отримані були цікаві результати під час цитофотометричного дослідження.

Можна констатувати, що в умовах фізіологічного перебігу вагітності, спостерігається поступове збільшення показника морфофункціональної активності АКТЦ, по мірі зростання показника гестаційного віку, що проявляється у вигляді зниження середніх показників оптичної щільності ДНК їх ядер та зростанням середніх показників оптичної щільності РНК їх цитоплазми.

Під впливом ХВУГ+ГАІА, динаміка рівня морфофункціональної активності АКТЦ має вигляд параболи із піком на терміні 26-30 тижнів (саме на цих термінах було зареєстровано найменший показник оптичної щільності ДНК ядер даних аденоцитів та найбільший – РНК їх цитоплазми (рис. 10.20). Подібна крива відображає фази компенсаторно-адаптаційного процесу: компенсацію та декомпенсацію.

Вплив гострої анте-, інтранатальної асфіксії призводить до різкого підвищення рівня морфофункціональної активності АКТЦ у гострому періоді гіпоксично-ішемічної енцефалопатії, аж до вичерпності їх функцій та розвитком процесів масової клітинної загибелі шляхом апоптозу, що свідчить про розвиток дистресу в організмі. При цьому, відзначено, що у випадках із легкою, можливою до перенесення, гіпоксією, у АКТЦ спостерігається картина переважно функціонального напруження, в той час, як у випадку впливу тяжкої летальної гіпоксії, в аденоцитах розвивається вичерпність функцій та форсований апоптоз.
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Рис. 10.20. Динаміка змін показника оптичної щільності ДНК ядер та РНК цитоплазми АКТЦ плодів, виношених в умовах ХВУГ+ГАІА.

У нащадків, виношених в умовах ХВУГ, під час оглядової мікроскопії задньо-центральної зони аденогіпофізу, відзначено наявність значного розширення розміщення ділянки АКТЦ, що ідентифіковано гістохімічно, тобто, вочевидь у померлих новонароджених даної групи дослідження спостерігалась гіперплазія АКТЦ. При цьому, щільність розміщення паренхіматозних клітин на цій ділянці аденогіпофізу є значно нижчою, ніж на інших ділянках, наприклад на передньо-центральній або на бічних. Крім того, у задньо-центральній зоні аденогіпофізу відзначено наявність псевдокист, порожніх або сповнених рідиною, що фарбується на той самий колір, що й АКТГ у цитоплазмі АКТЦ.

Розрідженість паренхіми у задньо-центральній зоні аденогіпофізу та поява псевдокист може бути поясненою переходом аденоцитів із апокринового типу секреції на галокриновий, та розвитком форсованого апоптозу АКТЦ у зв'язку із високим напруженням адаптаційних механізмів.

Оцінено рівень морфофункціональної активності АКТЦ за допомогою каріо- та цитофотометричного дослідження. Можна зауважити, у новонароджених, що перенесли ГАІА, рівень морфофункціональної активності АКТЦ, по мірі зростання показника тривалості життя, збільшується. Новонароджені, що перебували під впливом ХВУГ+ГАІА, народжуються із низькими показниками ядерного діаметру від самого початку, та, по мірі зростання показника тривалості постнатального онтогенезу, діаметр ядер АКТЦ до 4-ї доби життя збільшується, а потім настає спад їх морфофункціональної активності, що виражається у зменшенні показника діаметру їх ядер. Дана динаміка говорить про виснаження функціональних можливостей аденоцитів та декомпенсацію.

Це також підтверджено й динамікою змін оптичної щільності ДНК ядер в АКТЦ. У новонароджених, що перенесли гостру асфіксію, ядра, по мірі зростання показника тривалості життя, стають більш еухромними, оптична щільність ДНК знижується. Та лише у новонароджених, що прожили довше 7-ми діб, цей показник зростає, що говорить, можливо, про деяке виснаження функціональних можливостей аденоцитів. В той час, як у новонароджених, виношених в умовах ХВУГ, від самого початку ядра більш гетерохромні, із вищими показниками оптичної щільності ДНК. На перших днях життя новонароджених групи ХВУГ+ГАІА оптична щільність ДНК ядер зменшується. У подальшому, по мірі зростання показника тривалості постнатального онтогенезу, цей показник зростає, що говорить про зниження функціональної активності АКТЦ.

За показником оптичної щільності РНК цитоплазми АКТЦ ми судили про білково-синтетичну функцію клітин. У групі ГАІА даний показник зростає по мірі зростання показника тривалості життя новонароджених та, лише тільки у тих, що прожили довше 7-ми діб, він трохи знижується. Новонароджені із ХВУГ+ГАІА від самого початку мають нижчі показники оптичної щільності РНК цитоплазми АКТЦ. По мірі зростання показника тривалості їх життя, цей індекс збільшується до 4-ї доби життя, після чого починає прогресивно спадати.

Таким чином, за результатами каріометрії та цитофотометрії видно, що у АКТЦ новонароджених, що перенесли ГАІА, по мірі зростання показника тривалості життя, рівень морфофункціональної активності зростає та, лише у тих, хто прожив довше 7-ми діб, відзначається деяке виснаження функцій. У новонароджених, виношених в умовах ХВУГ, рівень морфофункціональної активності аденоцитів даного типу від самого початку невисокий, тобто, вже при народженні спостерігається деяка виснаженість функціональних можливостей цих ендокринних клітин. Однак, до 4-ї доби все-таки спостерігається компенсація – аденоцити мають підвищений рівень морфофункціональної активності. Після 4-ї доби функціональна активність АКТЦ різко падає, що говорить про зрив компенсаторних можливостей та декомпенсацію.

Резюмуючи, слід відзначити, що на секційному матеріалі встановлено, що вплив гострої анте-, інтранатальної асфіксії призводить до різкого підвищення рівня морфофункціональної активності АКТЦ у гострому періоді гіпоксично-ішемічної енцефалопатії, аж до вичерпності їх функцій та розвитком процесів масової клітинної загибелі шляхом апоптозу з появою кист в задньо-центральній зоні аденогіпофізу, що свідчить про розвиток дистресу в організмі. 

У нащадків, виношених в умовах ХВУГ (секційний матеріал), під час оглядової мікроскопії задньо-центральної зони аденогіпофізу, відзначено наявність значного розширення розміщення ділянки АКТЦ, що ідентифіковано гістохімічно, тобто, вочевидь у померлих новонароджених даної групи дослідження спостерігалась гіперплазія АКТЦ. При цьому, щільність розміщення паренхіматозних клітин на цій ділянці аденогіпофізу є значно нижчою, ніж на інших ділянках, наприклад на передньо-центральній або на бічних. Крім того, у задньо-центральній зоні аденогіпофізу відзначено наявність псевдокист, порожніх або сповнених рідиною, що фарбується на той самий колір, що й АКТГ у цитоплазмі АКТЦ.

Розрідженість паренхіми у задньо-центральній зоні аденогіпофізу та поява псевдокист можуть бути пояснені переходом аденоцитів із апокринового типу секреції на галокриновий, та розвитком форсованого апоптозу АКТЦ у зв'язку із високою напругою адаптаційних механізмів.

Відзначено, що у випадках із легкою, можливою до перенесення, гіпоксією (експериментальний матеріал) в аденогіпофізі має місце гіперплазія та збільшення морфофункціональної активності АКТЦ (особливо в групі ХВУГ+ГПнГ), що доведено шляхом каріо- та цитофотометрії. Псевдокисти, що з'являються  у зв'язку з апоптозом «виснажених» АКТЦ, – відсутні. Загальні ознаки морфофункціонального стану АКТЦ в гіпофізі характерні для успішної адаптації організма до дії стресогенного фактору, в даному випадку – перинатальної гіпоксії.

Увесь отриманий цифровий масив даних, в результаті проведеного комплексного морфологічного дослідження, піддавався математичній обробці із використанням кореляційного аналізу.

Встановлено, що показники морфофункціональної активності ендотеліоцитів капілярів плодів, виношених в умовах ХВУГ, мають негативні сильні та помірні зв'язки із показниками швидкості збільшення відносної площі МЦР та ступенем ушкодження ГЕБ, яку оцінено за відносною площею ПЕВ. Так, коефіцієнт кореляції між показниками оптичної щільності ДНК ядер ендотеліоцитів та відносною площею судин МЦР -0,71, відносною площею ПЕВ – -0,79. Коефіцієнт кореляції між оптичною щільністю РНК цитоплазми ендотелію МЦР та відносною площею судин МЦР – 0,80, відносною площею ПЕВ – 0,67. Таким чином, можна констатувати, що одним з механізмів різкого підвищення показника проникності ГЕБ у випадку гіпоксичного ушкодження та, як наслідок – розвиток вазогенного набряку мозку, є саме ушкодження ендотеліального вистилання капілярів.

Крім того, необхідно зазначити, що показник щільності базальних мембран у плодів даної групи мають сильні різнобічно скеровані кореляційні зв'язки із показниками зрілості ЗГПВМ.

Говорячи про рівень морфофункціональної активності пінеальної залози у внутрішньоутробному періоді, треба зазначити, що морфометричні показники, які характеризують цю активність, в обох групах дослідження плодів, мають сильні різнобічно скеровані кореляційні зв'язки із показниками, що відображають ступінь зрілості ЗГПВМ (товщина ЗГПВМ та щільність розташування гліоцитів у ній). Показник відносної кількості ПСП корелює із показником товщини ЗГПВМ (у групі ГАІА – r-0,86, у групі ХВУГ+ГАІА – r -0,81) та із показниками щільності розташування клітин у ЗГПВМ (у групі ГАІА – r -0,91, у групі ХВУГ+ГАІА – r 0,97).

Показник відносної кількості гіпоплоїдних клітин корелює із показником товщини ЗГПВМ (у групі ГАІА – r 0,79, у групі ХВУГ+ГАІА – r -0,90) та з показниками щільності розташування клітин у ЗГПВМ (у групі ГАІА – r -0,80, у групі ХВУГ+ГАІА – r -0,90). Що, в свою чергу, говорить про наявність тяжкого гіпоксичного ушкодження, що у субепендимарному шарі реалізується сповільненням темпів його внутрішньоутробного дозрівання, в епіфізі мозку розвивається картина дистресу, що проявляється форсованим апоптозом, який реалізується збільшенням показника вмісту пінеалоцитів із меншим, ніж у нормі, вмістом хроматину в ядрах.

Показник відносної кількості поліплоїдних клітин також корелює із показником товщини ЗГПВМ (в групі ГАІА – r -0,66, у групі ХВУГ+ГАІА – r -0,95) та із показниками щільності розташування клітин у ЗГПВМ (у групі ГАІА – r -0,54, у групі ХВУГ+ГАІА – r -0,92).

У плодів, виношених в умовах фізіологічного перебігу вагітності, із показниками, що характеризують морфофункціональний стан пінеалоцитів. Сильно корелює показник зрілості МЦР та показник ступеню проникності ГЕБ (відносний об'єм ПЕВ).

Під час проведення кореляційного аналізу  встановлено, що у плодів обох груп дослідження, рівень морфофункціональної активності АКТЦ сильно й різнобічно скеровано корелює із показником відносного об'єму МЦР, також із показником порушення проникності ГЕБ – відносним об'ємом ПЕВ. У плодів, виношених в умовах фізіологічного перебігу вагітності, показники рівня морфофункціональної активності АКТЦ також сильно і негативно корелюють із показниками зрілості гліального апарату. Останнє дає нам підставу припускати наявність активної участі АКТЦ гіпофізу у процесах диференціювання гліоцитів у внутрішньоутробному періоді.

Таким чином, проведене комплексне морфологічне дослідження компонентів ГЕБ, ЕМ та АКТЦ гіпофізу у плодів та новонароджених, що піддавались шкідливому впливові різноманітних видів та ступенів тяжкості гіпоксичних факторів у перинатальному періоді, дозволяє сформувати концепцію незворотного пошкодження компонентів ГЕБ з летальним результатом як зриву компенсаторно-адаптаційних процесів організму – з одного боку, та з оборотним пошкодження компонентів ГЕБ з благополучним результатом і успішною адаптацією – з іншого (рис. 10.21).

У випадках впливу тяжкої (летальної, неможливої до перенесення) гіпоксії-асфіксії та розвитку дистресу в структурах ГЕБ, відмічено наявність значних, виразних та необоротних ушкоджень. Процеси регенерації відстрочені, із запізнілим «включенням», інтенсивність їх незначна. В ЕМ та АКТЦ аденогіпофізу спостерігаються ознаки вичерпності функцій із розвитком процесів масової клітинної загибелі шляхом форсованого апоптозу (рис. 10.21).

У випадку успішної адаптації до гіпоксичного стресу у структурах ГЕБ, спостерігаються слабко або помірно виразні, зворотні або частково зворотні ознаки ушкодження. Відзначено швидке «включення» репаративних процесів із повною або частковою регенерацією ушкоджених компонентів, як шляхом реституції, так і шляхом субституції. В ЕМ та в АКТЦ аденогіпофізу спостерігаються ознаки підвищення показника морфофункціональної активності іноді із нерізко виразними ознаками загибелі незначної частини пінеалоцитів та АКТЦ шляхом апоптозу (рис. 10.21).

Морфологічні зміни ГЕБ, що формуються у новонароджених, які перенесли перинатальну гіпоксію та вижили, лежать в основі функціональних змін компонентів ГЕБ в подальшому постнатальному онтогенезі.

Дана праця є теоретичним обґрунтуванням для поліпшення якості профілактики, діагностики, терапії та реабілітації новонароджених із гіпоксично-ішемічною енцефалопатією. На основі даних, отриманих в результаті проведеного комплексного морфологічного дослідження можливою є розробка методів діагностики ступеню тяжкості гіпоксично-ішемічної енцефалопатії, враховуючи рівень гормонів ЕМ та АКТЦ у крові; розробка методів гормональної замісної терапії.








Рис. 10.22. Морфогенез ушкодження ГЕБ при перинатальній гіпоксії.

ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі представлено нове рішення у галузі важливої частини науково-медичної проблеми патоморфології – ішемічно-гіпоксичної енцефалопатії новонароджених, а саме патоморфології гемато-енцефалічного бар'єру, що дозволило виявити закономірності ушкодження та особливості регенерації гемато-енцефалічного бар'єру у випадку гіпоксичного стресу у перинатальному періоді із летальним та нелетальним наслідками, проводячи паралелі із морфофункціональним станом найвпливовівших елементів ендокринної системи, які формують стрес-реакцію, а саме адренокортикотропоцитів гіпофізу та пінеалоцитів епіфізу мозку.

1.  В етіологічній структурі патологічних гіпоксичних станів у перинатальному періоді перше місце займають плацентарні фактори – 60,7 % (гострі розлади плацентарного та пуповинного кровообігу у випадку гострої асфіксії, плацентит та патологічна незрілість плаценти – у випадку хронічної внутрішньоутробної гіпоксії), а друге місце, в свою чергу, займають материнські – 15,5 % (переривання вагітності за медичними та соціальними показниками у випадку гострої асфіксії, різноманітна генітальна та екстрагенітальна патологія матері у випадку хронічної внутрішньоутробної гіпоксії). Додатковими факторами ризику розвитку хронічної внутрішньоутробної гіпоксії плоду можна вважати вік матері, багатоплідну вагітність, повторні вагітності, а також попередні вагітності, що закінчились абортом.

2. У плодів, виношених в умовах фізіологічного перебігу вагітності, що загинули анте-, інтранатально внаслідок гострої асфіксії, по мірі зростання терміну гестації відмічено поступове зниження показника товщини субепендимарного шару, який являє собою незрілі клітини гліального ряду, та зниження показника щільності клітин в ньому внаслідок міграції диференційованих форм гліоцитів вглиб речовини мозку. Встановлено лінійну пряму кореляційну взаємозалежність між гестаційним віком плоду та показником відносного об'єму мікросудин в цій зоні (r – +0,94). Також гостра анте-, інтранатальна асфіксія плодів з летальним результатом призводить до порушення кровонаповнення судин МЦР русла із визначеною стадійністю (у 16,3% випадків спостерігаються морфологічні ознаки первинної гіпоперфузії (І стадія), у всіх інших спостереженнях домінують ознаки реактивної гіперемії (ІІ стадія)); осередкового ушкодження базальної мембрани, яка подекуди стає витонченою; зростання показника проникності гемато-енцефалічного бар'єру в зонах пошкодження базальних мембран та до розвитку вазогенного набряку мозку, який особливо виражений у незрілих плодів (терміном гестації менше ніж 20 тиж.) та у доношених мертвонароджених. 

3.  Гостра анте-, інтранатальна асфіксія новонароджених із летальним результатом протягом першого місяця життя, реалізує себе ушкодженням макрогліоцитів та розвитком процесів їх масової клітинної загибелі шляхом некрозу і апоптозу; порушенням кровонаповнення судин МЦР русла із визначеною стадійністю; ушкодженням ендотеліального вистилання капілярів із розвитком осередкової деендотелізації, руйнуванням базальної мембрани (це було підтверджено електронно-мікроскопічно); зростанням показника проникності гемато-енцефалічного бар'єру та розвитком вазогенного, а в подальшому, й цитотоксичного набряку мозку (МЦР/ПЕВ=1:1,42 у новонароджених на 36 тиж. гестації та старших); із розвитком у динаміці часткової редукції судин МЦР. Впродовж нетривалого постнатального онтогенезу спостерігається активація регенераторних та компенсаторних реакцій у всіх компонентах ГЕБ (проліферація глії, ендотеліоцитів та перицитів; склеротизація базальної мембрани капілярів).

4. Аналіз випадків ГАІА на фоні ХВУГ із летальним результатом довів сповільнення темпів фетогенезу гліального апарату (макроглії), сповільнення формування МЦР ГМ із більш вираженим підвищенням показників проникності гемато-енцефалічного бар'єру (МЦР/ПЕВ=1:1,51 у новонароджених із терміном гестації 36 тиж. та старших) за рахунок накладення наслідків тяжкої гострої асфіксії, що стала летальною, на попередню ХВУГ, протягом якої внутрішньоутробно розвились: проліферація макроглії із формуванням фокусів замінного гліозу, значна деендотелізація та склероз базальної мембрани мікросудин (товщина базальної мембрани у плодів на 16–20 тиж. гестації – 0,0477±0,0017 ×10-6 м; у новонароджених на 36–40 тиж. гестації – 0,0659±0,0027 ×10-6 м), проліферація перицитів.

5.  Нелетальна (можлива до перенесення) змодельована в експерименті гостра постнатальна гіпоксія, наслідки якої було проаналізовано в динаміці постнатального життя, реалізує себе помірним ушкодженням компонентів ГЕБ із переважною загибеллю гліальних елементів шляхом апоптозу (експресія caspase-3 – 27,7±0,9 екз. експресуючих клітин на обмеженому полі зору (360×10-12 м2) на 1-шу добу життя; аналогічний показник у групі К – 15,7±0,3 екз. (Р≥95%)), незначною деендотелізацією, слабо вираженою рихлістю базальної мембрани, що виявлено на ультрамікроскопічному рівні, та швидким «увімкненням» регенераторних процесів (експресія протеїну проліферації Ki-67 – 25,2±0,6 екз. експресуючих клітин на обмеженому полі зору (360 м2×10-12) на 14-ту добу життя; аналогічний показник у групі К – 3,1±0,1 екз. (Р≥95%)).

6.  Нелетальна (можлива до перенесення) змодельована в експерименті ХВУГ із подальшою гострою постнатальною, можливою до перенесення, гіпоксією, наслідки якої також було проаналізовано в динаміці постнатального життя, реалізують себе гіперплазією астроцитів та їх відростків, неінтенсивною загибеллю гліальних елементів шляхом апоптозу, незначною деендотелізацією капілярів, внутрішньоутробною склеротизацією базальної мембрани (рівень експресії колагену III – 0,260±0,012 ум. од., колагену I типу – 0,284±0,011 ум. од. у тварин на 1-й добі життя; аналогічні показники групи К – 0,017±0,001 ум. од. і 0,022±0,002 ум. од. (Р≥95 %)), окрім того, відзначено наявність суттєвої проліферації перицитів.

7.  Тяжка (сублетальна) поєднана перинатальна гіпоксія в експерименті проявлялась вираженим ушкодженням компонентів ГЕБ із превалюванням некротичних механізмів загибелі клітинних елементів над апоптотичними (це підтверджено під час електронно-мікроскопічного дослідження); значним підвищенням проникності гемато-енцефалічного бар'єру (довжина ділянок капілярної стінки із зруйнованим ендотелієм – більш, ніж 60 %); різким сповільненням активації регенераторних процесів.

8. Дослідження морфофункціонального стану ЕМ та АКТЦ гіпофизу, як маркерів перинатального гіпоксичного стресу, показало, що гостра анте-, інтранатальна асфіксія із летальним результатом (секційні випадки) супроводжувалась різким зростанням показника морфофункціональної активності індоламінпродукуючих пінеалоцитів та АКТЦ (збільшення та еухроматизація ядер, підвищення показника вмісту РНК у цитоплазмі), аж до активації процесів форсованого апоптозу (вміст пінеалоцитів із гіпоплоїдним набором хромосом 14,4±3,5 % у новонароджених із терміном гестації 36 тиж. та більше) та формуванням морфофункціональної недостатності. У випадках із нелетальним результатом (за даними експериментального дослідження) співвідношення між морфофункціональною активацією та вичерпністю досліджуваних стрес-організуючих ендокринних об'єктів зсувається у бік домінування активації.

9. Поєднана перинатальна гіпоксія із летальним результатом, що мало місце в секційних випадках, у досліджуваних ендокринних структурах проявлялась аналогічними ознаками морфофункціональної активації, виявленими під час вивчення впливу ізольованої гострої гіпоксії, але на фоні існуючих змін, викликаних впливом ХВУГ, а саме – поява порожнин у задньо-центральній зоні аденогіпофізу та в ЕМ, що є наслідком масивного форсованого апоптозу (вміст пінеалоцитів із гіпоплоїдним набором хромосом 30,3±4,6 % у новонароджених із терміном гестації 36 тиж. та старших), прискорення темпів внутрішньоутробного розвитку з боку епіфізу та гіперплазією з боку АКТЦ, що розцінювалось як прояв морфофункціональної недостатності. У випадках із нелетальним результатом, що мало місце в експериментальних випадках, в картині морфофункціонального напруження досліджуваних ендокринних структур домінує активація, що оцінено як успішна адаптація.

10. Проведене комплексне морфологічне дослідження секційного та експериментального матеріалу дозволило сформувати концепцію несприятливого результату та найтяжкого ушкодження компонентів ГЕБ плодів та новонароджених, у випадку різних за етіологією гіпоксичних станів, як зриву компенсаторно-адаптаційних процесів, що формуються, та ресурси яких регулюються і визначаються потенціалом стрес-організуючих ендокринних залоз, що продемонстровано на прикладі ЕМ та АКТЦ гіпофізу. У випадку значного ушкодження компонентів ГЕБ та порушення проникності гемато-енцефалічного бар'єру із розвитком вазогенного та цитотоксичного набряку мозку, що призводять до летального результату, морфологічним маркером фази декомпенсації можна назвати виснаженість морфофункціональних ресурсів ЕМ та АКТЦ гіпофізу аж до розвитку в них процесів масової клітинної загибелі, що є ознакою формування дистресу. У експериментальних тварин, які вижили після перинатального гіпоксичного стресу (еустресу), гіпертрофічні/гіперпластичні процеси в ЕМ та АКТЦ сполучаються із вираженими регенераторними процесами в структурах ГЕБ, але в подальшому постнатальному онтогенезі властивостями є нестійкість ендотеліоцитів та астроцитів до дії ушкоджуючих факторів, наявність інтерстиціальних колагенів в базальних мембранах капілярів та збільшення кількості перицитів. 

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

На основі даного дослідження було розроблено та запатентовано метод визначення ступеню тяжкості хронічної внутрішньоутробної гіпоксії шляхом оцінювання антропометричних параметрів плодів та новонароджених. Впровадження даного методу до практичної охорони здоров'я дозволить лікарям - неонатологам, педіатрам, патологоанатомам, на основі оцінки антропометричних параметрів плоду та новонародженого ретроспективно оцінювати ступінь тяжкості та тривалість впливу такого шкідливого фактору, як хронічна внутрішньоутробна гіпоксія.

В ході даної роботи також було розроблено та запатентовано метод оцінювання ступню виразності апоптозу на препаратах, забарвлених за Екнарсонем. Технічний ефект корисної моделі було обумовлено тим, що визначення апоптозу в клітинах біологічного зразку здійснюють простіше, швидше, із значним зниженням собівартості реактивів порівняно із широко застосованими імуногістохімічними методиками, шляхом постановки пероксидазної реакції та непрямої реакції Кунса із використанням моноклональних антитіл до CD95 та до каспази-3. Впровадження даного методу до роботи патологоанатомічних відділень дозволить у значній мірі скоротити як матеріальні, так і часові витрати, під час дослідження процесів масової клітинної загибелі у тканинах.

Було також розроблено та запатентовано новий метод кількісної оцінки вмісту різноманітних антигенів у біологічних тканинах при використанні імуногістохімічних методів дослідження із подальшою люмінісцентною мікроскопією. Ефект даного методу полягає на оцінюванні оптичної щільності світіння гістологічних зрізів у люмінісцентному світлі, шляхом цитофотометричного дослідження. Впровадження даної методики до практичної роботи патологоанатомічних відділень дозволить вивчати точніші та об'єктивніші дані про кількісний вміст тих або інших антигенів у тканинах біологічних зразків під час імуногістохімічного дослідження із використанням моноклональних антитіл та подальшою люмінісцентною мікроскопією.

Результати даного дослідження дозволяють створити теоретичну базу для розробки методів гормональної замісної терапії у новонароджених, що піддавались впливу перинатального гіпоксичного стресу на різних етапах постнатального онтогенезу, що, в свою чергу, підвищить ефективність лікувальних та реабілітаційних заходів у даного контингенту хворих та дозволить у їх випадку максимально зберегти структурні субодиниці центральної нервової системи та, відповідно, функціональні ресурси вищої нервової діяльності.
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39. Кихтенко Е.В. Морфология гемато-энцефалического барьера новорожденных при повреждающем воздействии хронической внутриутробной гипоксии / Е.В. Кихтенко // Современные подходы в клинико-морфологической диагностике и лечении заболеваний человека: пятые научные чтения, посвященные памяти член-корр. РАМН, з.д.н. РФ, профессора О.К. Хмельницкого: сборник научных трудов Всероссийской конференции с международным участием (Санкт-Петербург, 4–5 октября 2013 г.). – Санкт-Петербург, 2013. – С. 164–167.
40. Кихтенко Е.В. Влияние хронической перинатальной гипоксии на процессы запрограммированной клеточной гибели и полиплоидизации пинеалоцитов в эпифизе мозга плодов и новорожденных / Е.В. Кихтенко, Г.И. Губина-Вакулик // Ендокринна патологія у віковому аспекті: міжнар. наук.-практ. конф.: матеріали (Харків, 27–28 листопада 2014 р.). – Харків, 2014. – С. 34. Автором самостійно проведено морфологічний аналіз отриманих даних та підготовку матеріалу до друку.
41. Кихтенко О.В. Особливості експреспресії каспази-3 компонентами гемато-енцефалічного бар'єру при перинатальному гіпоксичному ушкодженні / О.В. Кихтенко, Г.І. Губіна-Вакулик, Н.В. Гольєва // XV конгрес Світової Федерації Українських Лікарських Товариств (СФУЛТ): матеріали конгресу (Чернівці, 16–18 жовтня 2014 р.) // Українські медичні вісті. – 2014. – Т. 11, № 1-4. – С. 429. Автором самостійно проведено морфологічний аналіз отриманих даних та підготовку матеріалу до друку.
42. Кихтенко Е.В. Повреждение гемато-енцефалического барьера и адаптационно-компенсаторные структурные реакции при разной степени тяжести перинатальной гипоксии / Г.И. Губина-Вакулик, Е.В. Кихтенко // Актуальні проблеми сучасної патоморфології та патофізіології: Всеукраїнська наук.-практ. конф. з міжнародною участю, присвячена 50-річчю кафедри патологічної анатомії та кафедри патофізіології Запорізького державного медичного університету: матеріали (Запоріжжя, 28–29 травня 2015 р.). – Запоріжжя, 2015. – С. 45–47. Автором самостійно зібрано матеріал, проведено морфологічний аналіз отриманих даних та підготовку статті до друку.
43. Кихтенко Е.В. Использование антител к фактору Виллебрандта для изучения эндотелиальной дисфункции в гемато-энцефалическом барьере при тяжелой хронической внутриутробной гипоксии / Е.В. Кихтенко, Г.И. Губина-Вакулик, Н.Г. Колоусова // Современные подходы в клинико-морфологической диагностике и лечении заболеваний человека: шестые научные чтения, посвященные памяти член-корр. РАМН, з.д.н. РФ, профессора О.К. Хмельницкого: сборник научных трудов Всероссийской конференции с международным участием (Санкт-Петербург, 09–10 октября 2015 г.). – Санкт-Петербург, 2015. – С. 119–122. Автором самостійно зібрано матеріал, проведено морфологічний аналіз отриманих даних та підготовку статті до друку.
Додадок Б

Апробація основних положень дисертації
Основні положення дисертації були представленіі, обговорені й схвалені на Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю «Сучасні досягнення молодих вчених на допомогу практичній медицині», (Харків, 2006 р.) (доповідь), на міжвузівській конференції молодих вчених «Медицина третього тисячоліття» (Харків, 16 – 17 січня, 2007 р.) (доповідь), на Всеукраїнській науково-практичній конференції «Медична наука – 2007» (Полтава, 13 грудня 2007 р.) (доповідь), на науково-практичній конференції з міжнародною участю «Фундаментальна та клінічна ендокринологія: проблеми, здобутки, перспективи (сьомі Данилевські читання)» (Харків, 21 – 22 лютого 2008 р.) (тези), на міжнародній науковій конференції студентів та молодих вчених «Актуальні питання сучасної медицини» (Харків, 26 – 28 березня, 2008 р.) (доповідь), на Всеукраїнському VIII конгресі патологоанатомів (Полтава, 2008 р.) (доповідь), на міжвузівській конференції молодих вчених «Медицина третього тисячоліття» (Харків, 20 – 21 січня, 2009р.) (доповідь), на VII міжрегіональній науковій конференції «Актуальні питання біології та медицини» (Полтава, 28 – 29 травня 2009 р.) (тези); на науково-практичній конференції Харківської обласної клінічної лікарні для лікарів-інтернів та молодих спеціалістів (Харків, 23 листопада 2009 р.) (доповідь); на науково-практичній конференції «Медицина третього тисячоліття» (Київ, 4-5 жовтня 2012 р.) (тези); на Всеросійській конференції з міжнародною участю, присвяченій пам'яті член.-кор. РАМН, проф. О.К. Хмельницького «Сучасні підходи в клініко-морфологічній діагностиці та лікуванні захворювань людини» (п'яті наукові читання) (Санкт-Петербург, 4-5жовтня 2014р.) (тези); на XV конгресі Світової Федерації Українських Лікарських суспільств (Чернівці, 16-18 жовтня 2014 р.) (тези); на міжнародній науково-практичній конференції «Ендокринна патологія у віковому аспекті» (Харків, 27-28 листопада 2014 р.) (тези); на Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю, присвяченій 50-ти річчю кафедри патологічної анатомії та кафедри патофізіології Запорізького державного медичного університету «Актуальні проблеми сучасної патоморфології та патофізіології» (Запоріжжя, 28-29 травня 2015 р.) (тези); на Всеросійській конференції з міжнародною участю, присвяченій пам'яті член.-кор. РАМН, проф. О.К. Хмельницького «Сучасні підходи в клініко-морфологічній діагностиці та лікуванні захворювань людини» (шості наукові читання) (Санкт-Петербург, 9-10 жовтня 2015 р.) (тези).
Додадок В

Спостереження № 11 (історія пологів №3772). Жінка А., 25 років, домогосподарка, потрапила до пологового відділення обласної клінічної лікарні м. Харкова 27.12.07 р.

Клінічний діагноз: Вагітність 36 тижнів (І). Пологи І, І позиція, передній вид, потиличне передлежання. Передчасне відшарування нормально розташованої плаценти.

Менструації від 13 років, 3-4 дні кожні 28 днів, помірні, не болючі. До справжньої вагітності перенесла дитячі інфекційні захворювання, вірусний гепатит А легкого ступеню тяжкості, гострі респіраторно-вірусні інфекції.

Справжня вагітність протікала без ускладнень. Ріст жінки 1,73 м, вага тіла перед пологами 77 кг. АТ 120/80 мм. рт. ст. Клінічний аналіз крові та проба на толерантність до глюкози у межах нормальних показників. У сечі цукор та білок не відзначались. Група крові 0 (І) резус-позитивна. Антитіл до вірусного гепатиту В і D, а також ВІЛ-інфекції у сироватці крові відзначено не було. Реакція Вассермана є негативною.

27.12.07 о 10:00 народився мертвий доношений плід чоловічої статі. Послід виділився самостійно за 15 хвилин. Крововтрата в пологах 150,0 мл.


Протокол розтину № 244.

Труп мертвонародженого абортивного плоду чоловічої статі, вагою 2590,0 г., довжиною тіла 49 см. Шкіряні покрови бліді, видимі слизові оболонки синюшні. Пуповинний залишок довжиною 5,0 см, діаметром 0,7 см. Підшкірно-жировий шар розвинений в помірній мірі, товщина підшкіряної жирової клітковини на рівні тіла грудини 0,2 см, на передній стінці животу 0,3 см. У плевральних порожнинах, порожнині перікарду та очеревини патологічних скупчень немає; серозні листки цих порожнин гладенькі, вологі, блискучі. Внутрішні органи розташовані правильно.

М'які тканини голови та кості черепу цілі. М'які мозкові оболонки повнокровні, із поодинокими, дрібнокрапковими крововиливами. Маса мозку – 300,0х10-3 кг. Речовина головного мозку має сіро-рожевий колір, тістоподібну консистенцію. Структури білої та сірої речовини на розрізі диференціюються добре. Бічні шлуночки мозку не розширені, епендима їх гладенька, блискуча. Хоріальне сплетіння повнокровне.

Формування серця та крупних судин є анатомічно вірним. На передній поверхні серця поодинокі субперикардіальні крововиливи, діаметром до 0,3 см. Маса серця 37,0х10-3 кг гр, у порожнинах – є трохи рідкої крові. Пристінковий та клапанний ендокард є гладеньким, напівпрозорим, блискучим.

Поділ на долі в легенях правильний. Поверхня легенів строката через численну кількість дрібнокрапкових субплевральних крововиливів. Паренхіма легенів є сіруватою, без повітря, шкірястої щільності. Просвіти крупних та дрібних бронхів порожні.

Просвіт стравоходу порожній, слизова його гладенька, блискуча, повздовжно-складчаста. У порожнині шлунку – невелика кількість слизоподібних мас. Слизова оболонка шлунку має рожувато-сіруватий колір, є крупно-складчастою. У просвіті тонкого кишківника та проксимальних відділах товстого – зеленуваті маси меконію мазеподібної консистенції. Слизові оболонки тонкого та товстого кишкивніка мають сірувато-рожевий колір. Печінка займає більшу частину черевної порожнини; капсула печінки гладенька, блискуча; паренхіма має червонувато-коричневий колір, є повнокровною. Жовчний пузир довжиною 3,0 см, діаметром 1,5 см, вміщує темно-оливкову жовч. Внутрішньо- та зовнішньопечінкові ходи є прохідними, не розширеними. Підшлункова залоза має сірувато-жовтувату дрібнодільчасту паренхіму.

Тимус вагою 5,0 гр, розташований у клітковині переднього середостіння, представлено його двома частками та перешийком. Паренхіма залози має рожевий колір та тістоподібну консистенцію. Селезінка має гладеньку капсулу та лилово-багряну пульпу. Зішкріб з поверхні розрізу є бідним, кров'янистим. Внутрішньогрудні та внутрішньоочеревинні лімфатичні вузли не мають видимих патологічних змін.

Поверхня нирок з сохранною ембріональною дольчістю. Фіброзні капсули нирок знялись легко. На розрізі корковий шар має сіруватий колір, завтовшки 0,3 см; інтермедіарна зона є повнокровною. Чашечки, балії, сечоводи та сечовий міхур сформовано правильно, вони є прохідними, не розширеними, їх слизові оболонки гладенькі, блискучі.

Наднирники є листовидними, за розміром 1,7×1,5×0,3 см; корковий шар є охряно-жовтим, завтовшки 0,1 см.

Плацента має дископодібну форму, за розміром 14×12×3,0 см, з чіткими границями котиледонів на материнській поверхні, що збереглись. На периферії диску плаценти відзначаються пласкі згортки крові загальною площею 7,0х10,0 см. Тканина плаценти є дрібно-губчастою, нерівномірно повнокровною, без осередкових змін на розрізі. Прикріплення пуповини – центральне. Довжина пуповинного залишку – 37,0 см, діаметр – 0,7 см. Судини пуповини є повнокровними. Розрив плодового міхуру – центральний. Плодові оболонки є гладенькими, блискучими, напівпрозорими.

Результати гістологічного дослідження внутрішніх органів:
Головний мозок: помірний перинуклерний та периваскулярний набряк речовини мозку; помірно широка зона гліального матриксу у перивентрикулярній зоні; повнокров'я судин мозку.

Серце: набряк інтерстицію, повнокров'я капілярів.

Легені: не дихали, паренхіма легенів де-не-де має каналікулярну будову; судини є повнокровними.

Печінка: із нечисленними дрібними осередками екстрамедулярного кровотворення; повнокров'я синосоїдів.

Підшлункова залоза: помірний набряк інтерстицію.

Тимус: частки залози невеликі за розміром, вміщують достатню кількість лімфоїдних елементів, диференціювання на шари чітке; пластинчасті тільця дрібні, виповнено їх еозинофільними масами.

Селезінка: лімфоїдні фолікули на стадії формування, червона пульпа повнокровна із дрібними поодинокими осередками екстрамедулярного кровотворення.

Нирки: численна кількість клубочків ембріонального типу у метанефрогенній зоні, повнокров'я судин.

Плацента: строма ворсин відповідає терміну гестації, васкуляризація ворсин достатня; відзначено ознаки інволюції у вигляді нечисленних осередків дрібноглибчастого звапніння; у міжворсинчастому просторі – велика кількість материнської крові, поодинокі фокуси тромбозу; вартонів студень є набряклим, пупкові артерії знаходяться у стані часткової констрикції, пупкова вена повнокровна.

Перинатальний діагноз (за МКХ-Х): P 20.0 - P 02.1

- Патологоанатомічний діагноз плоду:

Антенатальна асфіксія мертвонародженого недоношеного плоду у зв'язку із передчасним відшаруванням нормально розташованої плаценти.

ІІ. Патологія посліду: передчасне відшарування нормально розташованої плаценти.

ІІІ. Патологія матері:

Дослідження головного мозку (зони гермінативного гліального паравентрикулярного матриксу).

Товщина ЗГПВМ складає в середньому 189,23±6,17×10-6 м; середня щільність розташування гліальних елементів в цій зоні – 58,33±0,23 на 15×10ˉ9 м²; середній діаметр ядер гліоцитів – 5,03±0,17×10-6 м. Клітинний склад гліоцитів є досить поліморфним. Так, питома вага клітин із діаметром ядер 4,0-5,0×10-6 м складає 13,02%, із діаметром5,01-6,0×10-6м – 21,07%, із діаметром 6,01-7,0×10-6м – 36,23%, із діаметром 7,01-8,0×10-6 м– 18,37%, клітин, діаметр ядер яких дорівнює або ж більшим за 8,0×10-6 м– 11,31%.

Стан мозкового кровообігу відповідає першій стадії постаноксичних змін – стадії первинної гіпоперфузії. Питома вага судин МЦР складає в середньому 4,96±0,18%. Відзначено ознаки порушення проникності ГЕБ у вигляді виразного вазогенного набряку. Питома вага периваскулярного екстравазату складає в середньому 7,07±0,23%; співвідношення МЦР/ПЕВ – 1:1,43.

Судинна стінка є тонкою, базальні мембрани капілярів не є потовщеними, мають чіткі контури, PAS-позитивні. Середня товщина базальних мембран мікросудин складає 0,0479±0,0015×10-6 м. Рівень морфо-функціональної активності ендотеліоцитів є невисоким, середня оптична щільність ДНК їх ядер – 0,0802±0,0027 ум. од., РНК їх цитоплазми – 0,522±0,015 ум. од. у зеленій частині спектру.

Дослідженя епіфізу.

Епіфіз має темно-сірий колір, конусоподібної форми. У центральних ділянках залоза має целюлярний тип будови. У субкапсулярних зонах відзначались ділянки псевдотрабекулярної будови. Питома вага пептидпродукуючих пінеалоцитів складає в середньому 57,4±4,3%, індоламінпродукуючих – 27,6±3,3%, темних недиференційованих клітин – 15,1±1,3%. Середній діаметр ядер пептидпродукуючих пінеальних клітин – 7,37+0,07×10-6 м, індоламінпродукуючих – 6,55±0,09×10-6 м, темних – 4,72±0,05×10-6 м.

Питома вага поліплоїдних клітин складає 3,4%, клітин, що мають набір хроматину менший за 2С – 13,7%, пінеалоцитів із диплоїдним набором хромосом – 82,9%.

Дослідження гіпофізу.

Під час оглядової мікроскопії відзначено різке повнокров'я судин МЦР аденогіпофізу. Адренокортикотропоцити сконцентровані у задньо-центральній зоні, де їх питома вага складає 6,70±2,49%. Середній діаметр ядер АКТЦ – 6,75±0,30×10-6 м, середній діаметр клітини – 11,51±0,52×10-6 м, ядерно-цитоплазматичний індекс – 0,35. Середня оптична щільність цитоплазми АКТЦ передньої частки гіпофізу на зрізах, забарвлених за методом Браше, 0,2789±0,0121 ум. од. Середня оптична щільність реакції Фьольгена-Росенбека в ядрах даних аденоцитів складає 0,4683±0,0077 ум. од.

Додаток Г

Спостереження № 13 (історія пологів № 256). Жінка А., 36 років, вчитель молодших класів, потрапила до пологового відділення обласної клінічної лікарні м. Харкова 7.01.07 р. о 15:00 для штучного переривання вагітності за медичними показниками.

Клінічний діагноз: Вагітність 36-37 тижнів (І). Пологи І, І позиція, передній вид, потиличне передлежання. Прееклампсія ІІІ ступеню тяжкості. Гестаційний піелонефрит.

Менструація від 14 років, 3-4 дні кожні 28-30 днів, помірні, не болючі. До справжньої вагітності перенесла дитячі інфекційні хвороби, гострі респіраторно-вірусні інфекції.

Справжня вагітність на терміні 17-18 тижнів ускладнилась тяжкою прееклампсією (АТ – 180/120 мм. рт. ст., протеїнурія до 7,0 г/л, пастозність гомілок та стоп, набряклість обличчя). Зріст жінки 1,67 м, вага тіла перед пологами 70,0 кг. Клінічний аналіз крові та проба на толерантність до глюкози була у межах нормальних показників. Група крові 0 (І), резус-позитивна. Антитіл до вірусного гепатиту В і D, а також до ВІЛ-інфекції у сироватці крові відзначено не було. Реакція Вассермана негативна.

15.01.07 о 10:00 було проведено під загальною анестезією операцію малий кесарів перетин, вилучено плід чоловічої статі та послід.

Протокол розтину № 17.
Труп мертвонародженого абортивного плоду чоловічої статі, вагою 2540,0 г, із довжиною тіла 47,0 см. Шкіряні покрови бліді, видимі слизові оболонки синюшного кольору. Попувинний залишок завдовжки 5,0 см, у діаметрі 0,7 см. У плевральних порожнинах, порожнині перикарду та очеревини, патологічних скупчень не має; серозні листки цих порожнин – гладенькі, вологі, блискучі. Внутрішні органи розташовані правильно.

М'які тканини голови та черепу цілі. М'які мозкові оболонки повнокровні. Речовина головного мозку має сірувато-рожевий колір, тістоподібну консистенцію. Структури білої та сірої речовини на розрізі диференціються добре. Бічні шлуночки мозку не розширені, епендима їх гладенька, напівпрозора, блискуча. Хоріальне сплетіння повнокровне.

Формування серця та крупних судин анатомічно вірне. У порожнинах серця міститься трохи рідкої крові. Пристінковий та клапанний ендокард гладенький, напівпрозорий, блискучий.

Поділ на частки легенів правильний. Поверхня легенів строката через чисельну кількість дрібно крапкових субплевральних крововиливів. Паренхіма легенів сірувата, без повітря, має шкірянисту щільність. Просвіти крупних ті дрібних бронхів порожні.

Просвіт стравоходу порожній, слизова його – гладенька, блискуча, повздовжно-складчаста. У порожнині шлунку – невелика кількість слизеподібних мас. Слизова оболонка шлунку має рожувато-сіруватий колір, та крупно-складчаста. У просвіті тонкого кишківника та проксимальних відділах товстого – зеленуваті маси меконію мазеподіьної консистенції. Слизові оболонки тонкого та товстого кишкивніка мають сірувато-рожевий колір. Печінка займає більшу частину черевної порожнини; капсула печінки гладенька, блискуча; паренхіма має червонувато-коричневатий колір, повнокровна. Жовчний міхур вміщає темно-оливкову жовч. Внутрішньо- та зовнішньопечінкові жовчні ходи прохідні, не розширені. Підшлункова залоза має сірувато-жовтувату дрібночасткову паренхіму.

Тимус вагою 6,0 г, розташований у клітковині переднього середостіння, та представлений двома частками та перешийком. Паренхіма залози рожувата, має тістоподібну консистенцію. Селезінка із гладенькою капсулою та та лилово-багряною пульпою. Зішкриб з поверхні розрізу бідний, кров'янистий. Внутрішньогрудні та внутрішньо очеревинні лімфатичні вузли не мають видимих патологічних змін.

Поверхня нирок із сохраною ембріональною дольчатістю. Фіброзні капсули нирок знялись легко. На розрізі корковий шар сіруватого кольору, завтовшки 0,2 см; інтермедіарна зона повнокровна. Чашечки, балії сечоводи та сечовий міхур сформовані правильно, прохідні, не розширені, їх слизові оболонки гладенькі, блискучі.

Наднирники листоподібні, за розмірами 1,3×1,2×0,2 см; корковий шар охряно-жовтого кольору, завтовшки 0,1 см.

Плацента дископодібної форми, за розмірами 12,0×10,0×3,0 см. Тканина плаценти дрібно-губчаста, повнокровна, без осередкових змін на розрізі. Прикріплення пуповини – центральне. Довжина пуповинного залишку 30,0 см, діаметр 0,7 см. Судини пуповини повнокровні. Розрив плодового міхура – центральний. Плодові оболонки гладенькі, блискучі, напівпрозорі.

Результати гістологічного дослідження внутрішніх органів:

Головний мозок: виразний перинуклерний та периваскулярний набряк речовини мозку; повнокров'я судин мозку.

Серце: повнокров'я капілярів.

Легені: паренхіма легенів переважно є розправленою, зрілою; судини повнокровними.

Печінка: невелика кількість осередків екстрамедулярного кровотворення; повнокров'я синусоїдів.

Підшлункова залоза: помірний набряк інтерстицію.

Тимус: частки залози невеликі за розміром, вміщують достатню кількість лімфоїдних елементів, диференціювання за шарами є чітким; пластинчасті тільця дрібні, виповнені еозинофільними шаровими масами.

Селезінка: червона пульпа повнокровна із дрібними поодинокими осередками екстрамедулярного кровотворення.

Нирки: велика кількість клубочків ембріонального типу у метанефрогенній зоні, повнокров'я судин.
Плацента: строма ворсин відповідає терміну гестації, васкуляризація ворсин є достатньою; відзначаються нечисленні осередки дрібноглибчастого звапніння; у міжворсинчастому просторі – рясність мас фібрину. Нечисленні ворсини перебувають у стані фібриноїдного некрозу. Вартонів студень є набряклим, пупкові артерії у стані часткової констрикції, пупкова вена – повнокровна.


Перинатальний діагноз: (за МКХ-Х): P 30.0 – O 04

 - патологоанатомічний діагноз плоду:

Антенатальна асфіксія мертвонародженого недоношеного плоду у зв'язку із штучним перериванням вагітності за медичними показниками.

ІІ. Патологія посліду: -

ІІІ. Патологія матері: прееклампсія ІІІ ступеню тяжкості. Гестаційний піелонефрит.

Дослідження головного мозку (зони гермінативного гліального паравентрикулярного матриксу).

Товщина ЗГПВМ складає в середньому 249,23±6,79×10-6 м; середня щільність розташування гліальних елементів в цій зоні – 67,32±0,21 на 15×10-9 м²; середній діаметр ядер гліоцитів – 5,33±0,16×10-6 м. Клітинний склад гліоцитів є досить поліморфним. Так, питома вага клітин із діаметром ядер 4,0-5,0×10-6 м складає 13,82%, із діаметром – 5,01-6,0×10-6 м – 41,37%, із діаметром – 6,01-7,0×10-6 м – 21,05%, із діаметром – 7,01-8,0×10-6 м – 11,15%, клітин, діаметр ядер яких дорівнював або був більшим за 8,0×10-6 м – 12,61%.

Стан мозкового кровообігу відповідає першій стадії постаноксичних змін – стадії первинної гіпоперфузії. Питома вага судин МЦР складає в середньому 3,67±0,11%. Відзначено ознаки порушення проникності ГЕБ у вигляді виразного вазогенного набряку. Питома вага периваскулярного екстравазату складає в середньому 5,74±0,19%; співвідношення МЦР/ПЕВ – 1:1,56.

Судинна стінка є подекуди потовщеною, склерозованою, базальні мембрани капілярів мають нечіткі контури, є PAS-позитивними, нерівномірно потовщеними. Середня товщина базальних мембран мікросудин складає 0,0579±0,0015×10-6 м. Ендотелій має ознаки проліферації. Рівень морфо-функціональної активності РНК їх цитоплазми 0,534±0,016 ум. од. у зеленій частині спектру.

У частині полів зору спостерігаються мікрофокуси замінного гліозу, що представлені проліферуючими мікрогліоцитами, у цих же місцях відзначено тромбоз мікросудин. Мікротромби поодинокі, організовані, із явищами реканалізації та реваскуляризації.

Дослідження епіфізу.

Епіфіз темно-сірого кольору, конусоподібної форми. У центральний відділах залоза має альвеолярний тип будови. У субкапсулярних зонах відзначається ділянки целулярної будови. Питома вага пептидпродукуючих пінеалоцитів складає в середньому 47,5±4,15%, індоламінпродукуючих – 45,3±4,3%, темних недиференційованих клітин – 4,7±2,0%. Середній діаметр ядер пептидпродукуючих пінеальних клітин – 8,34±0,12×10-6 м, індоламінпродукуючих – 7,56±0,07×10ˉ6 м, темних – 4,63±0,03×10-6 м.

Питома вага поліплоїдних клітин складає 7,2±2,2%, клітин, що мають набір хроматину менший за 2С – 29,4±3,6%, пінеалоцитів із диплоїдним набором хромосом – 63,1±4,4%.

Дослідження гіпофізу.

Під час оглядової мікроскопії відзначено наявність різкого повнокров'я судин МЦР аденогіпофізу. Адренокортикотропоцити сконцентровані у задньо-центральній зоні, де їх питома вага складає 5,10±2,20%. Середній діаметр ядер АКТЦ – 5,12±0,17×10-6 м, середні діаметр клітини – 7,65±0,21 мх10-6, ядерно-цитоплазматичний індекс – 0,43. Середня оптична щільність цитоплазми АКТЦ передньої долі гіпофізу на зрізах, забарвлених за методом Браше, 0,2532±0,0115 ум. од.,середня оптична щільність реакції Фьольгена-Росенбека в ядрах даних аденоцитів 0,5017±0,0077 ум. од.

Додаток Д
Спостереження № 33 (історія пологів № 277). Новонароджений, що народився на терміні 36 тижнів, хлопчик, вага тіла 2800,0 г, довжина тіла 44,0 м х10-2, що загинув на 3-тю добу постнатального онтогенезу.

Клінічний діагноз: Вагітність 36-37 тижнів (І-ша). Пологи І, І позиція, передній вид, потиличне передлежання. Асфіксія у пологах внаслідок слабкості пологової діяльності у матері.

Після стимуляції пологової діяльності хлопчик народився 03.04.2008 у 5 г 15 хв. Стан за шкалою Апгар на 1-ій хвилині життя – 2 бали, було проведено необхідні реанімаційні заходи. Загальний стан новонародженого на 5-ій хвилині життя – 3 бали. Протягом часу знаходження новонародженого в стаціонарі його стан стабільно продовжував залишатись тяжким. У клінічній картині провалювали симптоми пригнічення ЦНС, хлопчик весь час знаходився на апараті штучної вентиляції легенів. 06.04.08 0 10:00, не дивлячись на адекватні заходи інтенсивної терапії, що було проведено, настала асистолія, рефрактерна до реанімаційних заходів, о 10 г 15 хв було констатовано біологічну смерть.

Протокол розтину № 73.

Труп новонародженого чоловічої статі, вагою 2820,0 г, із довжиною тіла 44,0 см. Шкіряні покрови бліді, видимі слизові оболонки синюшного кольору. Пуповинний залишок завздовшки 5,0 см, із діаметром 0,7 см. У плевральних порожнинах, порожнині перикарду та очеревини патологічних скупчень немає; серозні листки цих порожнин гладенькі, вологі, блискучі. Внутрішні органи розташовано правильно.

М'які тканини голови та кості черепу цілі. М'які мозкові оболонки повнокровні. Борозна розташована є правильно, звивини згладжені. Речовина головного мозку має сірувато-рожевий колір та тістоподібну консистенцію. Під час розрізу ніж прилипає до поверхні розрізу. Структури білої та сірої речовини на розрізі диференціюються добре. Бічні шлуночки мозку не розширені, епендима їх гладенька, блискуча. Хоріальне сплетіння повнокровне.

Формування серця та крупних судин анатомічно вірне. У порожнинах серця – трохи рідкої крові. Пристінковий та клапанний ендокард гладенький, напівпрозорий, блискучий.

Поділ на частки легенів правильний. Поверхня легенів строката через численну кількість дрібнокрапкових субплевральних крововиливів. Паренхіма легенів має сіруватий колір, не має повітря, має шкіряну щільність. Просвіти крупних та дрібних бронхів порожні.

Просвіт стравоходу порожній, слизова його гладенька, блискуча, повздовжно-складчаста. У порожнині шлунку – невелика кількість слизоподібних мас. Слизова оболонка шлунку має сірувато-рожевий колір, є крупно-складчастою. Слизові оболонки тонкого та товстого кишківника мають сірувато-рожевий колір, у просвіті вміст, що відповідає анатомічним ділянкам. Печінка займає більшу частину черевної порожнини; капсула печінки гладенька, блискуча; паренхіма має червонувато-коричневий колір, є повнокровною. Жовчний міхур вміщає темно-оливкову жовч. Внутрішньо- та зовнішньопечінкові жовчні ходи є прохідними, не розширеними, підшлункова залоза має сірувато-жовтувату дрібночасткову паренхіму.

Тимус масою 4,0 г, розташований у клітковині переднього середостіння, представлений двома частками та перешийком. Паренхіма залози має рожеватий колір та тістоподібну консистенцію. Селезінка із гладенькою капсулою та лилово-багряною пульпою. Зішкреб з поверхні розрізу є бідним, кров'янистим. Внутрішньогрудні та внутрішньо очеревинні лімфатичні вузли без видимих патологічних змін.

Поверхня нирок є частковою. Фіброзні капсули нирок знялись легко. На розрізі корковий шар є сіруватим, завтовшки 0,2 см; інтермедіарна зона повнокровна. Чашечки, балії, сечоводи та сечовий міхур сформовано правильно, вони є прохідними, не розширеними, їх слизові оболонки гладенькі, блискучі.

Наднирники листоподібні, за розмірами 1,3×1,2×0,2 см; корковий шар має охряно-жовтий колір, завтовшки 0,1 см.

Рузільтати гістологічного дослідження внутрішніх органів:

Головний мозок: виразний перинуклерний та периваскулярний набряк речовини мозку; повнокров'я судин мозку.

Серце: повнокров'я капілярів.

Легені: паренхіма легенів є переважно розправленою, зрілою; судини – повнокровними.

Печінка: невелика кількість осередків екстрамедулярного кровотворення; повнокров'я синусоїдів.

Підшлункова залоза: помірний набряк інтерстицію.

Тимус: частки залози невеликі за розмірами, вміщують достатню кількість лімфоїдних елементів, диференціювання на частини є чітким; пластинчаті тільця дрібні, виповнені еозинофільними шаровими масами.

Селезінка: червона пульпа є повнокровною, із дрібними поодинокими осередками екстрамедулярного кровотворення.

Нирки: велика кількість клубочків ембріонального типу в метанефрогенній зоні, повнокров'я судин.
Перинатальний діагноз: (за МКХ-Х): P 30.0
 - Патологоанатомічний діагноз плоду: інтранатальна асфіксія.

ІІ. Патологія посліду: -

ІІІ. Патологія матері: слабкість пологової діяльності.

Дослідження головного мозку (зони гермінативного гліального паравентрикулярного матриксу).

Товщина ЗГПВМ складає в середньому 166,58±4,14×10-6 м; середня щільність розташування гліальних елементів в цій зоні – 61,17±2,33 на 15 ×10-9 м². Клітинний склад гліоцитів є поліморфним. Так, питома вага клітин із діаметром ядер 4,0-5,0×10-6 м складає 10,32%, із діаметром 5,01-6,0×10-6 м – 18,01%, із діаметром 6,01-7,0×10-6 м – 36,15%, із діаметром7,01-8,0×10-6 м – 22,11%, клітин, діаметр яких дорівнював або був більшим за 8,0×10-6 м – 13,06%. У поодиноких астроцитах було відзначено наявність клазматодендрозу.

Стан мозкового кровообігу відповідає третій стадії постаноксичних змін – стадії вторинної гіпоперфузії. Питома вага судин МЦР складає в середньому 4,67±2,11%. Спостерігаються ознаки порушення проникності ГЕБ у вигляді виразного вазогенного набряку. Питома вага периваскулярного екстравазату складає в середньому 6,64±2,76%; співвідношення МЦР/ПЕВ – 1:1,42.

Судинна стінка тонка, базальні мембрани капілярів мають чіткі контури, є PAS-позитивними, тонкими. Середня товщина базальних мембран мікросудин 0,0487±0,0019х10-6 м. Ендотелій є осередково десквамованим, осередково має ознаки проліферації. Рівень морфо-функціональної активності ендотеліоцитів є помірним, середня оптична щільність ДНК їх ядер – 0,0732±0,0021 ум. од., РНК їх цитоплазми – 0,527±0,016 ум. од. у зеленій частині спектру.

Дослідження епіфізу.
Епіфіз темно-сірого кольору, конусоподібної форми. У центральних ділянках залоза має альвеолярний тип будови. У субкапсулярних зонах було відзначено наявність ділянок целулярної будови. Питома вага пептипродукуючих пінеалоцитів складає в середньому 46,5±4,17%, індлоламінпродукуючих – 43,3±4,1%, темних недиференційованих клітин – 10,2±2,0%. Середній діаметр ядер пептидпродукуючих пінеальних клітин – 8,74±0,11×10-6 м, індоламінпродукуючих – 7,76±0,03×10-6м, темних – 4,33±0,04×10-6 м.

Питома вага поліплоїдних клітин складає 7,3±2,0%, клітин, що мають набір хроматину менший за 2С – 27,4±3,8%, пінеалоцитів із диплоїдним набором хромосом – 65,1±4,2%.

Дослідження гіпофізу.

 Під час оглядової мікроскопії було відзначено наявність різкого повнокров'я судин МЦР аденогіпофізу. Адренокортикотропоцити були сконцентрованими у задньо-центральній зоні, де їх питома вага склала 5,10±2,20%. Середній діаметр ядер АКТЦ – 5,12±0,17×10-6 м, середній діаметр клітини – 7,65±0,21×10-6 м, ядерно-цитоплазматичний індекс – 0,43. Середня оптична щільність цитоплазми АКТЦ передньої долі гіпофізу на зрізах, забарвлених за методом Браше, 0,2532±0,0115 ум. од. Середня оптична щільність реакції Фьольгена-Росенбека в ядрах даних аденоцитів 0,5017±0,0077 ум. од.

Додаток Е

Спостереження № 78 (історія пологів № 237). Жінка А., 33 роки, домогосподарка, потрапила до відділення патології вагітних обласної клінічної лікарні м. Харкова 17.03.07 р. 0 11:00.

Клінічний діагноз: Вагітність 36-37 тижнів (І-ша). Пологи ІІ, І позиція, передній вид, потиличне передлежання. Гіпертонічна хвороба. Гестаційний піелонефрит.

Менструація від 15-ти років, 3-4 дні кожні 28-30 днів, помірні, не болючі. До справжньої вагітності перенесла дитячі інфекційні захворювання, гострі респіраторно-вірусні інфекції. Справжня вагітність на терміні 17-18 тижнів ускладнилась сполучним гестозом зі стійким підвищенням АТ до 180/120 мм. рт. ст., протеїнурія до 6,0 г/л., пастозність гомілок та ступнів, набряклість обличчя. Зріст жінки 1,73 м, вага тіла перед пологами 77,0 кг. Клінічний аналіз крові та проба на толерантність до глюкози у мехаж нормальних показників. Група крові 0 (І), резус-позитивна. Антитіла до вірусного гепатиту В і D, а також до ВІЛ-інфекції у сироватці крові відзначено не було. Реакція Вассермана негативна.

27.03.07 о 12:00 почались перейми, о 15:00 – потуги, було проведено гормонально-медикаментозну стимуляцію пологової діяльності через слабкість останньої. О 17:30 народилась дівчинка, із вагою 2900,0×10ˉ3 кг, довжиною тіла – 49,0×10ˉ2 м, оцінка за шкалою Апгар на 3-тій хвилині життя – 2 бали, на 5-ій – 3 бали. Через тяжкість стану, внаслідок перенесеної інтранатальної асфіксії, новонароджену одразу ж було переведено на апаратне дихання. Не дивлячись на адекватні терапевтичні заходи, що було проведено, за 18 годин після народження настала асистолія, рефрактерна до реанімаційних заходів, було констатовано біологічну смерть.

Протокол розтину № 33.
Труп новонародженого жіночої статі, із вагою 2840,0 г, довжиною тіла 49,0 см. Шкіряні покрови бліді, видимі слизові оболонки синюшні. Пуповинний залишок завдовжки 5,0 см, із діаметром 0,7 см. У плевральних порожнинах, порожнині перікарду та очеревини патологічних скупчень немає; серозні листки цих порожнин гладенькі, вологі, блискучі. Внутрішні органи розташовані правильно.

М'які тканини голови та кості черепу цілі. М'які мозкові оболонки повнокровні. Речовина головного мозку має сіро-рожевий колір та тістоподібну консистенцію. Структури сірої та білої речовини на розрізі диференціюються добре. Бічні шлуночки мозку не розширені, епендима їх гладенька, блискуча. Хоріальне сплетіння повнокровне. Формування серця та крупних судин є анатомічно вірним. У порожнинах серця – трохи рідкої крові. Пристінковий та клапанний ендокард гладенький, напівпрозорий, блискучий.

Поділ на частки у легенях є правильним. Поверхня легенів строката через численну кількість дрібнокрапкових субплевральних крововиливів. Паренхіма легенів є сіруватою, без повітря, має шкіряну щільність. Просвіти крупних та дрібних бронхів порожні.

Просвіт стравоходу порожній, слизова його гладенька, блискуча, повздовжно - складчаста. У порожнині шлунку – невелика кількість слизоподібних мас. Слизова оболонка шлунку має рожувато-сірий колір, є крупно-складчастою. У просвіті тонкого кишківника та проксимальних ділянках товстого – зеленуваті маси меконію мазеподібної консистенції. Слизові оболонки тонкого та товстого кишківника мають сіро-рожевий колір. Печінка займає більшу частину черевної порожнини; капсула печінки гладенька, блискуча; паренхіма має червонувато-коричневий колір, є повнокровною. Жовчний міхур вміщає темно-оливкову жовч. Внутрішньо- та зовнішньопечінкові жовчні ходи є прохідними, не розширеними. Підшлункова залоза має сірувато-жовтувату дрібночасткову паренхіму.

Тимус вагою 5,0 г, розташований у клітковині переднього середостіння, представлений двома частками та перешийком. Паренхіма залози рожева, та має тістоподібну консистенцію. Селезінка має гладеньку капсулу та лилово-багряну пульпу. Зішкреб з поверхні розрізу є бідним, кров'янистим. Внутрішньо грудні та внутрішньо очеревинні лімфатичні вузли не мають видимих патологічних змін.

Поверхня нирок часткова. Фіброзні капсули нирок знялись легко. На розрізі корковий шар є сіруватим, завтовшки 0,2 см, інтермедіарна зона є повнокровною. Чашечки, балії, сечоводи та сечовий міхур сформовано правильно, є прохідними, їх слизові оболонки гладенькі, блискучі.

Наднирники листоподібні, за розмірами 1,3×1,2×0,2 см; корковий шар охряно-жовтого кольору, завтовшки 0,1 см.

Результати гістологічного дослідження внутрішніх органів:

Головний мозок: виразний перинуклерний та периваскулярний набряк речовини мозку; повнокров'я судин мозку.

Серце: повнокров'я капілярів.

Легені: паренхіма легенів є переважно розправленою, зрілою; судини повнокровними.

Печінка: невелика кількість осередків екстрамедулярного кровотворення; повнокров'я синусоїдів.

Підшлункова залоза: помірний набряк інтерстицію.

Тимус: частки залози невеликі за розмірами, вміщають достатню кількість лімфоїдних елементів, диференціювання на шари є чітким; пластинчаті тільця дрібні, виповнено їх еозинофільними шаровими масами.

Селезінка: червона пульпа є повнокровною, із дрібними поодинокими осередками екстрамедулярного кровотворення.

Нирки: велика кількість клубочків ембріонального типу в метанефрогенній зоні, повнокров'я судин.
Перинатальний діагноз (за МКХ-Х): P 30.0

 - Патологоанатомічний діагноз плоду:

Інтранатальна асфіксія доношеного новонародженого.

ІІ. Патологія посліду: - 

ІІІ. Патологія матері: гіпертонічна хвороба. Сполучний гестоз. Вторинна слабкість пологової діяльності

Дослідження головного мозку (зони гермінативного гліального паравентрикулярного матриксу).
Товщина ЗГПВМ складає в середньому 243,24±6,75×10-6 м; середня щільність розташування гліальних елементів в цій зоні – 66,37±0,28 на 15 ×10-9 м²; середній діаметр ядер гліоцитів – 5,39±0,10×10-6 м. Клітинний склад гліоцитів є досить поліморфним. Так, питома вага клітин із діаметром ядер 4,0-5,0×10-6 м складає 13,12%, із діаметром 5,01-6,0×10-6 м – 42,33%, із діаметром 6,01-7,0×10-6 м – 24,05%, із діаметром 7,01-8,0×10-6 м – 16,17%, клітин, діаметр яких дорівнює або є більшим за 8,0×10-6 м – 12,68%.

Стан мозкового кровообігу відповідає першій стадії постаноксичних змін – стадії первинної гіпоперфузії. Питома вага судин МЦР складає в середньому 3,97±0,10%. Було відзначено наявність ознак порушення проникності ГЕБ у вигляді виразного вазогенного набряку. Питома вага периваскулярного екстравазату складає в середньому 5,71±0,12%; співвідношення МЦР/ПЕВ – 1:1,56.

Судинна стінка є подекуди потовщеною, склерозованою, базальні мембрани капілярів мають нечіткі контури, є PAS-позитивними, нерівномірно потовщеними. Середня товщина базальних мембран мікросудин складає 0,0539±0,0015×10-6 м. Ендотелій має ознаки проліферації. Рівень морфо-функціональної активності ендотеліоцитів є високим, середня оптична щільність ДНК їх ядер – 0,0742±0,0026 ум. од., РНК їх цитоплазми – 0,578±0,019 ум. од. в зеленій частині спектру.

У частині полів зору спостерігаються мікрофокуси замінного гліозу, що представлено проліферуючими мікрогліоцитами, в тих самих місцях було також відзначено тромбоз мікросудин. Мікротромби поодинокі, організовані, із явищами реканалізації та реваскуляризації.

Дослідження епіфізу.

Епіфіз темно-сірого кольору, конусоподібної форми. У центральних ділянках залоза має альвеолярний тип будови. У субкапсулярних зонах було відзначено наявність ділянок целулярної будови. Питома вага пептидпродукуючих пінеалоцитів складає в середньому – 47,0±4,11%, індоламінпродукуючих – 42,3±4,3%, темних недиференційованих клітин – 4,4±2,4%. Середній діаметр ядер пептидпродукуючих пінеальних клітин – 8,35±0,16×10-6 м, індоламінпродукуючих – 0,57±0,08х10-6 м, темних – 4,93±0,01×10-6 м.

Питома вага поліплоїдних клітин складає 7,1±2,2%, клітин, що мають набір хроматину менший за 2С – 29,3±4,6%, пінеалоцитів із диплоїдним набором хромосом – 65,1±4,6%.

Дослідження гіпофізу.

Під час оглядової мікроскопії було відзначено наявність різкого повнокров'я судин МЦР аденогіпофізу. Адренокортикотропоцити були сконцентрованими у задньо - центральній зоні, де їх питома вага складає 5,17±2,28%. Середній діаметр ядер АКТЦ – 5,19±0,10×10-6 м, середній діаметр клітини – 7,15±0,22×10-6 м, ядерно-цитоплазматичний індекс – 0,43. Середня оптична щільність цитоплазми АКТЦ передньої долі гіпофізу на зрізах, забарвлених за методом Браше, 0,2435±0,0116 ум. од. Середня оптична щільність реакції Фьольгена-Росенбека в ядрах даних аденоцитів 0,5717±0,0089 ум. од.
Перинатальна гіпоксія різного ступеня віжкості





Розвиток адаптаційних реакцій





Дистрес з летальним результатом


Збільшення морфофункціональної напруги індоламінпродукуючих пінеалоцітів і АКТЦ з ознаками вичерпності їх функцій та загибелі їх значної частини шляхом апоптозу.





Успішна адаптація з нелетальним результатом


В ЕМ та аденогіпофізі спостерігається гіперплазія, гіпертрофія пінеалоцітів і АКТЦ з ознаками загибелі їх незначної частини шляхом апоптозу.





При розвитку декомпенсації в організмі у відповідь на дію гіпоксичного фактора елементи ГЕБ мають ознаки гальмування темпів внутрішньоутробного розвитку і вираженого ушкодження: масивна загибель макрогліоцитів і ендотелію, рихлість і потовщення базальних мембран капілярів за рахунок накопичення інтерстиціальних колагенів, масивний периваскулярний набряк за рахунок деендотелізації та підвищенні проникності ГЕБ та ін.








При розвитку в організмі адекватних компенсаторно-пристосувальних реакцій структури ГЕБ збережені, часто з ознаками регенерації та гіперплазії: гіперплазія та прискорення дозрівання макроглії, нестійкість та проліферація ендотелію, проліферація перицитів та ін.
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