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АНОТАЦІЯ

Товажнянська В.Д. Вплив плодово-материнської інфекції на морфофункціональний стан надниркових залоз плода (клініко-експериментальне дослідження). Кваліфікаційна наукова робота на правах рукопису. Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук за фахом 14.03.02 - патологічна анатомія. Харківський національний медичний університет МОЗ України, Харків, 2018.

Дисертація присвячена дослідженню впливу плодово-материнської інфекції на морфофункціональний стан надниркових залоз плоду.
Для досягнення поставленої мети і вирішення завдань дисертаційної роботи було проведено три дослідження:
- ретроспективний аналіз архівного матеріалу для виявлення епідеміологічних аспектів антенатальної та інтранатальної смертності плодів, для чого був проаналізований архівний матеріал прозектури КЗОЗ «Харківський міський перинатальний центр» за період з 1 січня 2012 року по 1 січня 2017 року (271 спостереження). Ми проаналізували протоколи розтинів плодів, померлих у терміні гестації від 22 до 42 тижнів і копії історій вагітностей і пологів їх матерів. Архівний матеріал був розділений на три групи: контрольна група, група хронічної внутрішньоутробної гіпоксії ХВГ і група плодів від інфікованих матерів групи Інфекції;

- проспективне вивчення морфофункціональних особливостей надниркових залоз людських плодів у нормі та за різних патологічних умов, що включають ХВГ та інфікування матері. У це дослідження, що було присвячене впливу ХВГ і материнської інфекції на надниркові залози людських плодів, увійшли 146 спостережень. Секційний матеріал набирався на базі КНП "Міський перинатальний центр" Харківської обласної ради за період 2015-2016 рр. Усі спостереження були також розподілені на три групи, що включали плоди від матерів з фізіологічною вагітністю (група контролю), плоди від матерів, вагітність яких була ускладнена хронічною внутрішньоутробною гіпоксією (група ХВГ) і плоди від матерів, вагітність яких супроводжувалася інфекційними ускладненнями (Інфекції);

- експериментальне дослідження, проведене на 35 щурах для моделювання впливу внутрішньоутробної гіпоксії(експеримент №1) та материнської інфекції(експеримент №2) на надниркові залози плоду. 
У експерименті №1 вагітних самиць щурів лінії WAG піддавали високогірному кисневому голодуванню протягом 20 хвилин щодня в один і той же час з моменту реєстрації вагітності до моменту розродження. У експерименті №2 проводилося моделювання інфекційно-запального процесу в черевній порожнині самиці щура. Для моделювання інфекційного запалення в якості інфекційного агента у 8 тварин використовували референс-штами Escherichia coli (ATCC 25922 (F50)), у 7 - Staphylococcus aureus (ATCC 25923) і у 8 - Klebsiella pneumoniae (NCTC 5055). У 5 випадках плоди були отримані від самиць з фізіологічним перебігом вагітності і склали групу контролю. Вагітних самиць щурів (19-21-й день вагітності) виводили з експерименту шляхом введення у вену хвоста тіопентала натрію концентрацією 2-2,5% розчину в дозі 7-10 мг на 1 кг маси тіла з наступною декапітацією.
Аналіз результатів 271 розтину мертвонароджених плодів, а також історій вагітностей і пологів їх матерів у місті Харкові за 2012-2016 рр. продемонстрував тенденцію до збільшення кількості мертвонароджень у інфікуваних вагітних (в середньому 34,4%;  28,6%  у 2012 р.у порівнянні з 40,9% у 2016 р., р=0,003). При цьому антенатальна загибель плодів домінувала над інтранатальною (87,5% і 12,5% відповідно, р=0,001). За даними дискримінантного аналізу серед чинників ризику мертвонародження, пов'язаних з плодом, прогностичне значення мали такі параметри як чоловіча стать плоду (F=4,398, р<0,037) і низька маса тіла (F=7,236, р<0,008). Чинники прогнозу мертво народження, що пов'язані з матір'ю включали вік (F=7,912, р<0,005), наявність першої вагітності (F=6,127, р<0,014) та ожиріння (F=4,811, р<0,029).

Результати дослідження надниркових залоз плодів людини від здорових матерів продемонстрували достовірні відмінності між наднирковими залозами підгруп доношених і недоношених плодів. Адренальні залози у доношених плодів характеризувалися великими розмірами (р=0,0003) і масою (р= 0,0019), зміною співвідношення відносних об'ємів різних зон кори у бік зменшення клубочкової (р=0,26) і фетальної зон (р=0,0356) на тлі розширення пучкової зони (р=0,002), а також збільшенням розмірів (р<0,001) і щільності розташування адренокортикоцитів (р=0,0056). При оцінці СПВ об'єктивних відмінностей в обох підгрупах не виявлено, хоча імунофлюоресценція колагену I і III типу була достовірно нижче у доношених плодів (р<0,001 для колагену I типу; р<0,001для колагену III типу). Дослідження імунофлюоресценції кортизолу у пучковій і фетальній зонах не продемонструвало достовірних відмінностей між доношеними і недоношеними плодами (р=0,594 для пучкової зони; р=0,318 для фетальної зони).

При ХВГ у надниркових залозах плодів людини і щурів виявлені однакові тенденції, що свідчать про патологічний вплив ХВГ на фетогенез надниркових залоз. Виявлено збільшення відносного об'єму постійної кори на тлі зменшення фетальної (р<0,001 для плодів щурів; р=0,001 для доношених плодів людей, р<0,001 для недоношених), достовірне посилення оптичної щільності свічення кортизолу у пучковій зоні (р<0,001для щурів, р<0,001 для доношених плодів людей; р<0,001для недоношених плодів людей) і статистично значуще підвищення ЯЦІ (р=0,0002 для плодів щурів; р= 0,00271 для доношених плодів людей; р<0,001 для недоношених плодів людей). Характерними морфологічними змінами були гіпоплазія клубочкової і фетальної зон, а також цитоліз і резорбція адренокортикоцитів у пучковій і у фетальній зонах на тлі посилення утворення колагену  I і III типу, що разом зі збільшенням СПВ свідчило про збільшення відносного об'єму сполучної тканини під впливом гіпоксії.
При порівняльній оцінці результатів груп інфекцій і ХВГ в надниркових залозах плодів людей і щурів були зафіксовані схожі морфологічні зміни, які включали збільшення відносного об'єму пучкової зони на тлі зменшення об'єму клубочкової і фетальної кори. У групі інфекцій ці зміни були виражені суттєвіше, особливо у підгрупі недоношених плодів людини (р<0,001 для пучкової зони). У пучковій і фетальній корі плодів усіх груп виявлялися виразні вогнища цитолізу і резорбції. Ці морфологічні показники мали достовірно велику вираженість у плодів від інфікованих матерів (р=0,005 для доношених; р=0,02 для недоношених; р=0,01 для щурів у пучковій зоні; р=0,02 для доношених; р=0,009 для недоношених; р=0,01 для щурів). У обох групах відзначалося посилення оптичної щільності свічення колагену I (р=0,3 для доношених; р=0,01 для недоношених; р=0,0005 для щурів) і III типів (р=0,002 для доношених; р=0,06 для недоношених; р=0,4 для щурів). Проте, у групі інфекцій виразно переважав колаген III типу, тоді як в групі ХВГ - колаген I типу.

 Вплив материнської інфекції проявився підвищенням цитокінової активності у надниркових залозах плодів (ІЛ- 6 і ФНП-α). При цьому виявлялися клітини, продукуючі ІЛ- 6 і ФНП-α, і була виявлена помірна позитивна кореляція між кількістю цитокінових клітин, що включають продуценти ІЛ- 6 і ФНП-α і колагеном III типу в групі інфекцій (для ІЛ-р=0,008, для ФНП-α р=0,045 для доношених; для ІЛ- 6 р=0,05, для ФНП-α р=0,03 для недоношених; з ІЛ- 6 р=0,0008 для E.coli; р=0,02 для K.pneumonia; р=0,005 для S.aureus; з ФНП-α р=0,003 для E.coli; р=0,0009 для K.pneumonia; р=0,0002 для S.aureus). У групі ХВГ цього зв'язку не зафіксовано (для ІЛ- 6 р=0,112, для ФНП-α р=0,23 у доношених; для ІЛ- 6 р=0,24, для ФНП-α р=0,38 для недоношених; для ІЛ- 6 р=0,1; для ФНП-α р=0,6 у щурів). В обох групах спостерігалася посилена продукція кортизолу адренокортикоцитами пучкової і фетальної зонами. Ці зміни були найвираженішими у групі плодів людей від інфікованих матерів (р=0,009).
Аналіз порівняльних морфофункціональних характеристик різних підгруп плодів від інфікованих щурів продемонстрував єдину тенденцію для усіх видів збудників. Основні відмінності патологічного впливу інфекційних патогенів на кору надниркових залоз полягали у різних ступенях виразності морфологічних змін. Найвиразніше ознаки дії інфекції спостерігалися у підгрупі S. аureus, тоді як у підгрупі K.pneumonia ці прояви мали найменший ступінь вираженості. На відміну від підгруп E.coli і K.pneumonia, у підгрупі золотистого стафілокока була виявлена значно більша оптична щільность свічення колагену I типу і кількість цитокінових клітин (р<0,001 для колагену 1 типу; р=0,0007 для ІЛ- 6; р=0,003 для ФНП-α). У підгрупах E.coli і K.pneumonia рівень імунофлюоресценції кортизолу у пучковій зоні був достовірно підвищений (р<0,001 для E.coli; р<0,001для K.pneumonia), а у фетальній корі спостерігалося різке зниження цього показника (р=0,01 для E.coli; р=0,01 для K.pneumonia). У підгрупі золотистого стафілокока були зафіксовані інверсні зміни (р=0,2 для пучкової зони; р=0,02 для фетальної).
Ключові слова: наднирник, щур, плід, мертвонародження, антенатальна загибель, інтранатальна загибель, материнська інфекція, E.coli, K. Pneumonia, S.aureus.

SUMMARY
Tovazhnianska V.D. Impact of fetal-maternal infection on morpho-functional state of fetus’ adrenal glands (clinical and experimental study). Thesis for the degree of Candidate of Medical Sciences in specialty 14.03.02 - Pathological Anatomy. - Kharkiv National Medical University, Ministry of Health of Ukraine, Kharkiv, 2018.
The thesis is devoted to the study of impact of fetus-maternal infection on morpho-functional state of fetusadrenal glands.

To achieve the aim and solve the tasks of the thesis, three studies were conducted:

- retrospective analysis of archive material for epidemiological aspects of antenatal and intranatal mortality identification. We analyzed archive material of of the "City Perinatal Center" for the period from January 1, 2012 to January 1, 2017 (271 observations). We analyzed fetuses’ autopsy protocols that died at the gestation period from 22 to 42 weeks and a copy of pregnancy and laborcases of their mothers. The archive material was divided into three groups: a control group, a group of chronic intrauterine hypoxia (CIH) and a group of fetuses from infected mothers (Infections);

- prospective study of morphofunctional features of human adrenal glands in normal and in different pathological conditions, including intrauterine hypoxia and mother infection. This study included 146 observations. The sectional material was collected on “City Perinatal Center” for the period 2015-2016. All observations were also divided into three groups, which included the fetuses from mothers with physiological pregnancy (control group), mothers whose pregnancy was complicated by chronic intrauterine hypoxia (CIH group) and fetuses from mothers whose pregnancy was accompanied by infections (Infections);

- experimental study conducted on 35 rats for modeling the effect of intrauterine hypoxia (experiment number 1) and maternal infection (experiment number 2) on the fetuses’ adrenal glands.

In experiment number 1, pregnant female line WAG rats were subjected to high oxygen starvation for 20 minutes daily at the same time from the moment of registration of pregnancy to the moment of delivery. In experiment number 2, the modeling of infectious-inflammatory process in the female rats abdominal cavity was carried out. Reference strains of Escherichia coli (ATCC 25922 (F50)), 7-Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and 8-Klebsiella pneumoniae (NCTC 5055) were used for the simulation of infectious inflammation as an infectious agent. Pregnant female rats (19-21 days of pregnancy) were excluded from the experiment by inserting a sodium thiopental into the tail vein at a concentration of 2-2.5% solution in a dose of 7-10 mg per 1 kg of body weight followed by decapitation.

The analysis of 271 stillbirths observations, as well as the pregnancy and delivery cases of their mothers in Kharkiv during 2012-2016, has shown a tendency to increase the number of stillborns in infected pregnancies (an average of 34.4%, 28.6% in 2012 compared to 40.9% in 2016, p = 0.003). In this case, the antenatal death dominated the intranatal (87.5% compared with 12.5%, p = 0.001). According to discriminant analysis, among fetal risk factors for stillbirths associated with the fetus, the following parameters were conducted  as prognostic - male fetal sex (F = 4.398, p <0.037) and low body weight (F = 7.236, p <0.008). The maternal mortality prognostic factors included age (F = 7.912, p <0.005), first pregnancy (F = 6.127, p <0.014) and obesity (F = 4.811, p <0.029).
The results of human adrenal gland studies from healthy mothers have shown a significant difference between the adrenal glands in premature and mature fetuses. Adrenal glands in mature ones were characterized by large dimensions (p = 0,0003) and mass (p = 0,0019), changes in the ratio of relative volumes of different zones of the cortex toward reducing zona glomerulosa (p = 0,26) and fetal zones (p = 0.0356) on the background of zona fasciculata expansion (p = 0.002), as well as an increase in the size (p<0,001) and the density of adrenocorticocytes (p = 0.0056). In assessing the SPI, objective differences were not detected in both subgroups, although the immunofluorescence of collagen type I and type III was significantly lower in premature (p<0,001 for type I collagen; p<0,001 for collagen III type) Investigation of immunofluorescence in zona fasciculata and fetal zone did not show significant differences between the premature and mature fetuses (p = 0.594 for zona fasciculata, p = 0.318 for fetal zone).

During CIH in the adrenal glands of human and rat fetuses, the same tendencies have been revealed, indicating the pathological effect of CIH on adrenal gland fetogenesis. An increase in volume of zona glomeroulosa was observed on the background of reduction of fetal (p <0,001 for rats, p = 0.001 for mature human fetuses, р<0,001for premature), a significant increase in the optical density of cortisol luminescence in zona fasciculata (p <0,001 for rats, p<0,001for mature fetuses, p<0,001for premature infants) and statistically significant increase in NCR (p = 0,0002 for rats; p = 0,00271 for mature fetus, p <0,001 for premature fetuses). Characteristic morphological changes were hypoplasia of zona glomeroulosa and fetal zone, as well as cytolysis and resorption of adrenocorticocytes in zona fasciculata and in the fetal zones. Formation of collagen type I and type III were increased, which, together with an increase in SPI, indicated an excessive proliferation of the connective tissue under the influence of hypoxia.

In a comparative assessment of groups of infections and CIH in the adrenal glands of humans and rats fetuses, similar morphological changes were recorded, which included an increase in the relative volume of the zona fasciculataon the background of diminished zona glomerulosa and fetal zone volume. In infections group these changes were more pronounced, especially in the subgroup of premature infected human fetuses (p<0,001 for zona fasciculata). In zona fasciculate and fetal cortex of all groups fetuses, there were distinct centers of cytolisys and resorption. These morphological indices had a significantly high expression in fetusesfrom infected mothers. Both groups showed an increase in the optical density of the collagen luminescence I (p = 0.3 for mature, p = 0.01 for premature, p = 0.0005 for rats) and III types (p = 0.002 for mature, p = 0.06 for premature; p = 0.4 for rats). However, type III collagen was predominant in the group of infections, whereas in the group of HIV it was type I collagen.

The influence of maternal infection was manifested by increased cytokine activity in fetuses adrenal glands (IL-6 and TNF-α). In this case, the cells producing IL-6 and TNF-α were detected and a moderate positive correlation was found between the number of cytokine cells comprising IL-6 and TNF -α and type III collagen in the infections group (for IL-6 p = 0.008, for TNF -α p = 0.045 for premature, for IL-6 p = 0.05, for TNF -α p = 0.03 for mature, with IL-6 p = 0.0008 for E.coli, p = 0, 02 for K.pneumonia; p = 0.005 for S.aureus; with TNF -α p = 0.003 for E.coli; p = 0.0009 for K.pneumonia; p = 0.0002 for S.aureus). In the group of HIV this connection was not recorded (for IL-6 p = 0.112, for TNF -α p = 0.23 for premature, for IL-6 p = 0.24, for TNF -α p = 0.38 for mature; for IL-6 p = 0.1; for TNF -α p = 0.6 in rats). In both groups, increased production of cortisol in zona fasciculate and fetal zone was observed. These changes were most pronounced in the group of fetuses from infected mothers (p = 0.009).

The analysis of comparative morphofunctional characteristics of different subgroups of fetuses from infected rats has shown a single tendency for all types of pathogens. The main differences in the pathological effects of these infections on the adrenal cortex consisted of the severity of morphological changes. The most pronounced signs of infection were observed in S. aureus subgroup, while in the K.pneumonia subgroup, these manifestations had the slightest degree of severity. In contrast to E. coli and K.pneumonia subgroups, the subgroup of Staphylococcus aureus showed a significantly higher optical density of the I-type collagen and cytokine cells (р<0,001 for type 1 collagen, p = 0.0007 for IL - 6; p = 0.003 for TNF-α). In subgroups of E.coli and K.pneumonia, the level of cortisol immunofluorescence in zona fasciculata was significantly increased (p<0,001 for E.coli, p<0,001 for K.pneumonia), and in the fetal cortex there was a sharp decrease in this index (p = 0.01 for E.coli, p = 0.01 for K.pneumonia). In the subgroup of S. aureus inverse changes were recorded (p = 0.2 for zona fasciculata, p = 0.02 for fetal zone).

Key words: adrenal, rat, fetus, stillbirth, antenatal death, intranatal death, maternal infection, E.coli, K. pneumonia, S.aureus.
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СПИСОК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ
ХВГ – хронічна внутрішньоутробна гіпоксія
ВУІ – внутрішньоутробна інфекція
ФНП-α – фактор некрозу пухлин-α
ІЛ-6 – інтерлейкін- 6

МКАт – моноклональні антитіла

E. coli – Escherichiacoli
K. pneumonia – Klebsiella pneumonia 

S. aureus – Staphilococcus aureus
СПВ – стромально-паренхіматозне відношення

ЯЦІ – ядерно-цитоплазматичний індекс

ВСТУП
Актуальність теми
Однією з найважливіших проблем педіатрії, акушерства і гінекології є забезпечення перебігу вагітності і народження здорових дітей. Процес вагітності визначається комплексною взаємодією матері, плаценти і плоду, успішним розвитком плоду і його адаптацією до умов довкілля, що змінюються. 

За даними ВООЗ (2017) 450 новонароджених дітей помирають кожну годину, головним чином, через причини, що можна відвернути. У 2016 році на кожні 1000 народжень 18,4 дитини були мертвонародженими, в основному у країнах з низьким і середнім рівнем доходу. В Україні у 1990 році рівень дитячої смертності складав 20 випадків на тисячу народжених дітей, у 2000 році - 18, а у 2013 - 10. На сьогодні цей показник не змінився. 
Основними причинами смерті плодів є передчасні пологи (35,0%), родові травми (24,0%), внутрішньоутробна інфекція (14,0%), природжені аномалії (11,0%) та ін. (7,0%). За даними UNICEF (2016 р.) внутрішньоутробна інфекція (ВУІ) є однією з основних причин перинатальної захворюваності і смертності. ВУІ плоду останніми роками виходить на провідне місце, обумовлюючи від 11% до 45% смертей. 

Наявність інфекції у матері реалізується в серйозних ускладненнях з боку плоду. Зокрема, навіть обсіменність умовно-патогенною флорою може призводити до зміни імунного гомеостазу жінки і супроводжуватися звичним невиношуванням вагітності [Шалина Р. И. и соавт., 2016].

Необхідно відмітити, що в минулому десятилітті переважаючими збудниками ВУІ були представники генітальних мікоплазм, стрептококів групи В, ентерококів, хламідій і лістерий. Нині, у зв'язку з активним використанням антибактеріальних препаратів широкого спектру дії, з'явилася виразна тенденція до зміни структури збудників ВУІ у бік збільшення частоти наявності бактерій сімейства Еntегоbасtеriасеае, головним чином клебсієлли і ешерихії [Casadevall A, 2003, Feldt - Rasmussen U., 2011, Firoz T. 2013]. Деякі автори відмічають збільшення питомої ваги стафілококів в спектрі ВУІ [Г. М. Еликбаев и соавт., 2016].
Останнім часом відмічено зростання інфекційних захворювань, пов'язаних з умовно-патогенною мікрофлорою, особливо Escherichia coli, Klebsiella pneumonia і Staphilococcus aureus. У зв'язку з цим, змінилася і структура інфекційної патології вагітної, плоду і новонародженого [Gibbs R.S., 2002].

ВУІ і запалення можуть сприяти ураженню органів плоду як шляхом прямого клітинного ушкодження, так і  шляхом посилення його іншими інтра- і позаутробними змінами, такими як гіпоксія [Haun L., 2007].

Гіпоксія у період до, під час і після пологів є однією з найпоширеніших причин перинатальних розладів, захворюваності і смертності дітей [Raff Н. і співавт., 2000]. 

Внутрішньоутробна гіпоксія плоду, як ускладнення ВУІ, діагностується приблизно у кожного п'ятого новонародженого з масою тіла 1000г і більше. Так, у Харківській області за 2008-2012 рр. цей показник варіював у межах 16,6-21,4%, і далі мав тенденцію до зростання [Андреев А.В. і співавт., 2013].

Надниркові залози є одним з найважливіших компонентів ендокринної системи. Вони відіграють центральну роль в регуляції адаптивних механізмів при відповіді організму на стресову дію, у підтримці водно-сольового балансу і контролі артеріального тиску. Основними гормонами, які продукуються людськими наднирковими залозами, є стероїдний гормон кортизол, мінералокортикоїд альдостерон, андрогендегідроепіандростерон, а також катехоламіни (адреналін і норадреналін) [Hoshino Y., 2002; Rook G.A., 2004; Хем А., 1993].
Мікроорганізми можуть впливати на надниркові залози або шляхом прямого вторгнення до тканини органу, або за допомогою біохімічних модуляторів. Бактерії можуть впливати на надниркові залози, як прямим інфікуванням і ушкодженням тканин, так і шляхом утворення екзо- і ендотоксинів і порушенням імунної відповіді [Lee C.W., 2005; Alevritis E.M., 2003; Annane D., 2004].

Вплив на плід такого ушкоджувального чинника як ВУІ і, як його наслідок, хронічної гіпоксії, призводить до виснаження резервних можливостей організму дитини, до порушення адаптаційних процесів як в антенатальному, так і в постнатальному періоді, характеризується морфофункціональними змінами фетоплацентарної системи, імунної системи, головного мозку, легенів, нирок, епіфізу, щитоподібної залози, надниркових залоз, серцево-судинної системи [Решетникова О.С., 2007; Найденова О.В., Ситникова В. О., 2008; Сорокина И.В., 2013; Губина-Вакулик Г.И., 2004; Кихтенко О.В., 2013; Андреев А.А., 2014; Мирошниченко М.С., 2008].

Актуальність цієї проблеми і відсутність комплексних морфологічних досліджень надниркових залоз у дітей, народжених від матерів з інфекційною патологією обгрунтовує необхідність проведення цього дослідження.
Зв'язок з науковими програмами. Дисертація є фрагментом комплексної науково-дослідної роботи кафедри патологічної анатомії Харківського національного медичного університету "Вплив материнсько-плодової інфекції на ембріогенез і фетогенез нащадків (номер державної реєстрації № 0115U000987), яка входить до координаційного плану пріоритетних напрямів, затвердженого Міністерством охорони здоров'я України.

Мета дослідження – визначити вплив плодово-материнської інфекції на морфо-функціональний стан надниркових залоз плоду.
Для досягнення поставленої мети вирішені наступні завдання:

1. Визначити епідеміологічні особливості внутрішньоутробної інфекції і її роль в антенатальній і інтранатальній смертності за матеріалами розтинів та виявити прогностичні чинники мертвонародження.

2. У порівнянні дослідити морфо-функціональні особливості надниркових залоз доношених і недоношених плодів від здорових матерів.

3. Вивчити основні морфо-функціональні особливості патологічного впливу хронічної внутрішньоутробної гіпоксії на надниркові залози плодів людей і щурів. 

4. Вивчити дію материнської інфекції на морфо-функціональний стан надниркових залоз плодів людей і щурів у порівняльному аспекті з групою контролю і групою хронічної внутрішньоутробної гіпоксії.

5. Вивчити дію материнської інфекції на морфо-функціональний стан надниркових залоз плодів людей і щурів у порівняльному аспекті з групою хронічної внутрішньоутробної гіпоксії.
6. Провести аналіз морфологічних змін надниркових залоз плодів щурів у залежності від виду інфекції матері.

Предмет дослідження: патоморфологічні зміни надниркових залоз плода.
Методи дослідження: епідеміологічні, гістологічні, імуногістохімічні, морфометричні і статистичні методи. 
Дослідження проведені на базі кафедри патологічної анатомії, віварію Харківського національного медичного університету і прозектури КНП "Міський перинатальний центр" Харківської міської ради.
Наукова новизна одержаних результатів
Уперше в результаті ретроспективного дослідження представлені епідеміологічні особливості ВУІ і її ролі в антенатальній та інтранатальній смертності за матеріалами розтинів. Уперше, на підставі даних дискримінантного аналізу, ідентифіковані прогностичні чинники мертвонародження, пов'язані з плодом і з матір'ю. Проведено детальне дослідження відмінностей морфо-функціонального стану надниркових залоз доношених і недоношених плодів.
У порівняльному аспекті отримані основні морфофункціональні маркери патологічного впливу хронічної внутрішньоутробної гіпоксії і материнської інфекції на надниркові залози людських плодів, а саме посилення функціональної активності адренокортикоцитів з наявністю характерних морфологічних змін у адренальній корі і надлишковою проліферацією строми залоз.

На експериментальному матеріалі проведено комплексне дослідження морфо-функціональних особливостей тканини кори надниркових залоз під впливом хронічної внутрішньоутробної гіпоксії і материнської інфекції. Було виявлено збільшення відносного об'єму пучкової зони на тлі зменшення об'єму клубочкової і фетальної кори. При цьому, в групі інфекцій зміни були виражені набагато виразніше.

Продемонстровані основні відмінності морфо-функціонального стану надниркових залоз плодів при дії різних видів материнської інфекції, включаючи Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Staphilococcus aureus, які полягали в різного ступеню  вираженості морфологічних змін. Найвиразніші ознаки дії інфекції спостерігалися у підгрупі S. аureus, тоді як у підгрупі K.pneumonia ці прояви мали найменший ступінь виразності.

Практична значення одержаних результатів
У результаті ретроспективного дослідження епідеміологічних особливостей внутрішньоутробного інфікування, була створена прогностична модель антенатальної смертності плодів з урахуванням материнських і плодових чинників.
Вивчені гістологічні та імуногістохімічні особливості, морфометричні показники надниркових залоз можна використовувати у практичній патологічній анатомії для поліпшення патологоанатомічної діагностики впливу інфекцій матері на зміни у надниркових залозах у нащадків.

Отримані результати впроваджені у практичну діяльність патологоанатомічних відділень КНП "Міський перинатальний центр" Харківської міської ради, Тернопільського обласного патологоанатомічного бюро, Вінницького обласного патологоанатомічного бюро, а також у навчальний процес кафедри патологічної анатомії Харківської медичної академії післядипломної освіти, кафедри патологічної анатомії Сумського державного університету, кафедри клінічної патології Харківського національного університету імені В. Н. Каразина.

Особистий вклад здобувача. Дисертантом проведений інформаційний і патентний пошук, збір, аналіз і обробка матеріалу, виконані гістологічні, імуногістохімічні дослідження. Спільно з науковим керівником визначений напрям досліджень, сформульована мета і завдання, сформовані групи досліджень. Дисертантом  проведений аналіз і статистична обробка результатів дослідження, на підставі яких визначені морфологічні особливості надниркових залоз плодів від матерів з інфекційною патологією.

Апробація результатів дисертації.
Матеріали дисертації і її фрагменти були представлені і обговорені на науково-практичних конференціях з міжнародною участю, конференції, присвяченій 200-річчю УМСА (Полтава, 2015г), "Теорія і практика сучасної морфології" (Дніпро, 5-7 жовтня 2016г.),  "International Congress of Medical Sciences" (Софія, 11-14 травня 2017), "Медицина третього тисячоліття" (Харків, 2013), "Медицина третього тисячоліття" (Харків, 2014), "Медицина третього тисячоліття" (Харків, 2015), "Всеукраїнський з'їзд патологоанатомів" (Яремче, 26-28.09.2018).

Апробація результатів дисертації відбулася на засіданні апробаційної ради Харківської національного медичного університету 23.11.2018 р.

Публікації. 
За темою дисертації опубліковано 18 наукових робіт, які відображують зміст проведеного дослідження, з них 7 статей у наукових спеціалізованих виданнях, 3 статті у міжнародних журналах (у тому числі 2 - без співавторів); 1 патент на винахід; 5 тез у матеріалах наукових конференцій.
Об'єм і структура дисертації. 
Дисертація викладена на 190 сторінках комп'ютерного набору і складається з анотацій українською та англійською мовами, переліку публікацій здобувача, вступу, огляду літератури, матеріалів і методів дослідження, розділу власних досліджень, аналізу і обговорення отриманих результатів, висновків, практичних рекомендацій, списку використаних літературних джерел, додатків. Перелік використаних літературних джерел містить 214 найменувань вітчизняних і зарубіжних авторів, з яких кирилицею – 75, латиницею – 139. Ілюстрована частина включає 46 таблиць, 17 графіків і 23 рисунка (фотографії мікропрепаратів).

Розділ 1

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1 Вплив материнської інфекції на ембріо- і фетогенез плоду, 

а також на рівень мертвонароджень
1.1.1 Частота і структура мертвонароджень 

Однією з найважливіших проблем педіатрії, акушерства і гінекології є успішний перебіг вагітності і народження здорових дітей. Успішність вагітності визначається комплексною взаємодією матері, плаценти і плоду, розвитком плоду і його адаптацією до умов довкілля , що змінюються [1].
За даними ВООЗ (2017) 450 новонароджених дітей помирають кожну годину, головним чином, через відвернені причини. У 2016 році на кожні 1000 народжень 18,4 дитини були мертвонародженими, в основному у країнах з низьким і середнім рівнем доходу [2,3]. В Україні у 1990 році рівень дитячої смертності складав 20 випадків на тисячу народжених дітей, у 2000 році - 18, а у 2013 - 10. На сьогодні цей показник не змінився [4,5].
За даними Global Health Statistics відомо, що у 2016 році мертвонародженими були 2,6 мільйона немовлят, з яких 1,3 мільйона померло інтранатально [6].
Основними причинами смерті плодів є передчасні пологи (35,0%), родові травми (24,0%), внутрішньоутробна інфекція (14,0%), природжені аномалії (11,0%) та ін. (7,0%) [7]. Внутрішньоутробне інфікування (ВУІ) плоду останніми роками виходить на провідне місце, обумовлюючи від 11% до 45% смертей [8,9]. Це так само підтверджується даними UNICEF, які свідчать, що ВУІ є однією з основних причин перинатальної захворюваності і смертності, а також призводить до значного погіршення здоров'я дітей [10,11].
У різних країнах ризик інфікування плоду коливається від 0,01 до 75%, що обумовлено видом і типом збудника, характером перебігу інфекції у матері і супутньою патологією [12,13]. Найбільш високий ризик інфікування плоду спостерігається при первинній інфекції вагітної жінки [14].

1.1.2 Особливості внутрішньоутробної інфекції

Необхідно відмітити, що в минулому десятилітті переважаючими збудниками ВУІ були представники генітальних мікоплазм, стрептококів групи В, ентерококів, хламідій і лістерій. Нині, у зв'язку з активним використанням антибактеріальних препаратів широкого спектру дії, з'явилася виразна тенденція до зміни структури збудників ВУІ у бік збільшення частоти  бактерій сімейства Еntегоbасtеriасеае, головним чином клебсієли і ешерихії [15, 16, 17]. Деякі автори відмічають збільшення питомої ваги стафілококів у спектрі ВУІ [18, 19, 20].

Наявність інфекції у матері найчастіше реалізується у серйозних ускладненнях з боку плоду. Зокрема, навіть засіяність умовно-патогенною флорою може призводити до зміни імунного гомеостазу жінки і супроводжуватися звичним невиношуванням вагітності [21].

При виникненні інфекційного процесу у ранньому фетальному періоді переважають генералізовані форми захворювання, а також наявність множинних вогнищ запалення [22, 23]. У цій ситуації відбувається відставання морфологічного і функціонального дозрівання усіх органів і систем плоду [24]. При доношеній вагітності у новонародженого можуть виявлятися ознаки незрілості [25,26].

Проблема мікст-інфекцій набуває все більшої актуальності, що пов'язано з їх широким поширенням і тяжкістю клінічних проявів. Необхідно відмітити, що спільна дія мікроорганізмів у змішаній картині інфікування призводить не до простої сумації симптомів, а сприяє важчому перебігу захворювання з розвитком різних ускладнень [27, 28, 29, 30, 31].
Захворювання плодів і новонароджених, викликаних госпітальними штамами клебсієли, як в монокультурі, так і в полімікробних асоціаціях, як правило, мають короткий інкубаційний період і високий відсоток летальності. При цьому, летальний результат може наступити протягом двох діб [32, 33]. Дослідження з вивчення впливу Escherichia coli на вагітних самицях кроликів і мишей довели безперечну здатність індукувати передчасні пологи [34].

1.1.3 Механізми впливу бактеріальної інфекції матері на 

морфофункціональний стан плоду

Розвиток запального процесу у плода з ВУІ пов'язаний з декількома механізмами дії інфекційних збудників. Ці механізми включають прямий вплив бактерійних клітин на клітини плоду, а також шляхом виділення екзо- і ендотоксинів. Ще одним чинником є ступінь вираженості імунної відповіді при проникненні до організма інфекційного агента [35, 36].
При цьому значення мають вид збудника, його вірулентність, шляхи проникнення мікроорганізмів від матері до плоду, тропізм збудника до плаценти, органів і тканин плоду, а також захисні резерви матері і плоду [37, 38, 39].

При бактеріальній інфекції відбувається взаємодія мікроорганізму з клітиною хазяїна (макроорганізму) шляхом адгезії і проникнення [41, 42]. Процес прилипання збудника до клітин хазяїна здійснюється за допомогою адгезинів на поверхні бактерій і рецепторів на поверхні клітин організму. Адгезини мікроорганізмів (лектини) різноманітні за своєю структурою і включають усі відомі антигени їх поверхні, а також пили, джгутики або фімбрії [43, 44, 45, 46].

Механізм попадання бактерій всередину клітин різний. Частина мікроорганізмів зв'язується з інтегринами клітин хазяїна, тобто з білками плазматичних мембран [47, 48]. Деякі бактерії не можуть проникнути безпосередньо до клітини - вони поглинаються ендоцитозом в епітелій або в макрофаги. Потім за допомогою гемолізину звільняються з вакуолі ендоцитоза в цитоплазму. У цитоплазмі вони інгібують синтез білку, швидко репліцируються і лізирують клітини хазяїна. Зокрема, такий процес характерний для E.coli. Інші бактерії, наприклад сальмонелла, ієрсинія, мікобактерія туберкульозу репліцируются вже у фаголізосомах макрофага [49, 50].

Другим механізмом впливу бактеріального патогена на клітини макроорганізму є дія екзотоксинів без проникнення мікроорганізму в клітини хазяїна [51, 52]. Багато бактерій виділяють ферменти, які розщепляють сіалову кислоту глікопротеїнів глікокалікса клітинної мембрани. Ультраструктурно взаємодія токсину з мембраною представлена у вигляді "шапочки" на мікроворсинках епітеліоцита [53, 54].

Найважливішим механізмом патологічного впливу бактерій є дія ендотоксину [55]. Ендотоксини - ліпополісахариди, які є структурним компонентом зовнішньої мембрани клітинної стінки грамнегативних бактерій і складається з жирної кислоти (ліпід А) і серцевинного цукру [56]. Біологічно активні функції ліпополісахариду включають активацію макрофагів, виражену запальну клітинну реакцію, але можуть значно змінюватися під впливом таких цитокінів хазяїна, як фактор некрозу пухлин (ФНП) і інтерлейкіни (IL) [57, 58]. Дія токсину закінчується загибеллю клітини. Найбільш важким проявом дії ендотоксину є розвиток ендотоксичного шоку [59].

Бактеріальні токсини стимулюють вироблення цитокінів у плацентарних тканинах, включаючи клітини хоріоамніона, децидуальної оболонки і трофобласта [60]. IL-1β і ФНП-α відіграють центральну роль у виникненні запального каскаду [61]. Цитокіни також стимулюють продукцію простагландина у плаценті, амніоні і децидуальній оболонці [62]. У плодів від матерів з важким хоріоамніонитом виявляється підвищення рівня прозапальних цитокінів, зокрема ФНП-α, IL-6, IL-8 і IL-1β [63, 64, 65].

Вважається, що підвищення рівня цитокінів корелює з ураженням головного мозку плоду [66]. Цитокіни, що продукуються ембріональними мембранами, проникають до амніотичної рідини, де знаходяться у прямому контакті з легенями плодa (через аспірування навколоплідної рідини) або проникають доіншихорганів і систем плоду гематогенним шляхом [67]. Циркулюючі внутрішньоутробні цитокіни можуть змінювати проникність гематоенцефалічного бар'єру [68].

ФНП-α, також відомий як кахектин, є центральним медіатором розвитку шоку при сепсисі й відіграє ключову роль в індукції токсичності [69]. За даними Malik R., ФНП-α також індукує антивірусну активність і може виконувати захисну роль при паразитарних інфекціях [70].

IЛ-6 - один з найважливіших медіаторів гострої фази запалення [71]. У м'язах і жировій тканині він стимулює мобілізацію енергії, призводить до підвищення температури тіла, а також є головним стимулятором синтезу печінкою білків гострої фази, проліферації й диференціювання В- і Т-клітин, а також лейкоцитопоезу [72]. Ця речовина секретується макрофагами, фібробластами, клітинами судинного ендотелію, Т-клітинами, гліальними клітинами та ін. після активації їх патоген-зв'язаними молекулами [73].
1.1.4 Морфологічні прояви материнської інфекції в органах плоду

Одним з наслідків ВУІ є виникнення хронічної плацентарної недостатності, пов'язане з розвитком хоріоамніоніту [74].

Хоріоамніоніт - гістологічний термін, що описує лімфоїдну і лейкоцитарну інфільтрацію плодових оболонок, зазвичай пов'язану з бактеріальною плацентарною інфекцією. Важкий хоріоамніонит частіше асоціюється з нейтрофільною інфільтрацією плодових оболонок і  пуповини [75].
Клінічні прояви ВУІ плоду залежать від декількох чинників - терміну вагітності, в який сталося інфікування плоду, вірулентності збудника, шляхів його проникнення і ступеня токсичності [76].

Розрізняють наступні шляхи проникнення мікробних агентів до плодового мішку: висхідний, гематогенний, ретроградний і ятрогенний [77]. Найчастішим є висхідний шлях інфікування [78].
Бактерії, що висіваються з амніотичної рідини і плодових оболонок зазвичай складаються з мікроорганізмів, які колонізують піхву. Зокрема, грамнегативні (Escherichia coli, Gardnerella vaginalis), грампозитивні (Streptococcus групи B) і анаеробні (Mycoplasma hominis) бактерії [79].
Морфологічні прояви інфекції багато в чому визначаються терміном інфікування плоду. Так, при інфікуванні на ранніх етапах вагітності можливий розвиток бластопатій, істинних вад, ранніх фетопатій, що надалі може призводити до спонтанного аборту [80]. У плоду у відповідь на впровадження інфекції може розвинутися генералізована запальна реакція. Особливо яскраво виражені 1-а і 3-а фаза запалення (альтерація,  проліферація і фіброз), а 2-а фаза (ексудація), як правило, згладжена. Внаслідок цього у дитини можливе формування множинних вад розвитку, наприклад, фіброеластоза [81].

При інфікуванні у період з 28 по 40 тиждень вагітності можуть розвиватися пізні фетопатії. На цьому етапі розвитку плід вже може відповісти на впровадження патогенних мікроорганізмів повноцінною запальною реакцією [82]. До запальної відповіді найчастіше залучаються декілька органів. При цьому можливий розвиток змішаної або поєднаної патології. У цій ситуації гістологічна картина демонструє дифузну лімфоїдну і лейкоцитарну інфільтрацію у багатьох паренхіматозних органах. При вираженому інфекційно-запальному процесі можуть спостерігатися мікроабсцеси [83].
У інфікованих плодів у ряді випадків відзначається затримка внутрішньоутробного розвитку,  гепатоспленомегалія, стигми дисембріогенеза та ін. Найчастіше при інфекційній патології матері у плодів спостерігається природжена пневмонія, гепатит або менінгоенцефаліт [84].
Плоди чоловічої статі є сприйнятливішими до розвитку інфекційних захворювань. Високу чутливість хлопчиків до бактерійних таіншихінфекційпов'язують з наявністю генетичного локуса на Х-хромосомі і синтезом імуноглобулінів. Ця тенденція найвиразніша у недоношених дітей з масою тіла при народженні від 1001 до 2500 г [85].
Можливо, що у дівчаток продукція великої кількості клітин, що продукують антитіла, є наслідком дії естрогену, який здатний посилювати проліферацію імунокомпетентних клітин. Цим можна пояснити більш виражену здатність жіночого організму до імунної відповіді [86].

Незалежно від етіології, інфекційні ембріопатії і фетопатії мають ряд загальних морфологічних ознак, до яких відносяться анатомічна і функціональна незрілість органів у поєднанні з тканинними дисплазіями і без них (надлишкове розростання сполучної тканини; осередки екстрамедулярного кровотворення з наявністю мієлоїдних елементів і еозинофілів або без них в інтерстиціальних тканинах) [86].

1.1.5. Вплив внутрішньоутробної гіпоксії на розвиток плоду

Внутрішньоутробна інфекція і запалення можуть сприяти ураженню органів плоду як шляхом прямого клітинного ушкодження, так і шляхом посилення його іншими інтра- і позаутробними змінами, наприклад як гіпоксія [87]. Гіпоксія у період до, під час і після пологів є однією з найпоширеніших причин перинатальних розладів, захворюваності і смертності дітей. Метаболічні й ендокринні ефекти різних видів гіпоксії у пре- і неонатальному періодах у щурів були детально представлені Raff Н. і співавт. [88, 89]. 

Внутрішньоутробна гіпоксія плоду, як ускладнення ВУІ, діагностується приблизно у кожного п'ятого новонародженого з масою тіла 1000 г і більше. Так, у Харківській області у 2008-2012 рр. цей показник варіював у межах 16,6-21,4% і у подальшому мав тенденцію до збільшення [90].

У структурі захворюваності новонароджених дітей, що перенесли асфіксію на тліхронічноївнутрішньоутробної гіпоксії(ХВГ), домінують дихальні, серцево-судинні порушення і внутрішньошлуночкові крововиливи [91]. Діти з антенатальною гіпоксією в анамнезі мають затримку фізичного розвитку, морфофункціональні ураження головного мозку, серця, легенів і надниркових залоз [92].

Результати експериментальних досліджень Карповой И.Ю. і співавт. (2011) довели, що ХВГ негативно впливає як на організм матері, так і на організм плоду [93]. Відзначається, що цей патологічний стан особливо негативно реалізує свою дію у першому триместрі вагітності, впливаючи на масу плодів [94].

Під впливом хронічної гіпоксії відбувається централізація кровообігу плоду, що реалізується у порушенні розвитку багатьох внутрішніх органів. Хронічна гіпоксія знижує концентрацію глюкози у крові і зменшує її споживання організмом [95]. У результаті все це призводить до затримки зростання плоду [96].
Вважається, що перенесена у внутрішньоутробному періоді гостра постнатальна гіпоксія є причиною порушень гіпоталамо-гіпофізарно-наднирникової вісі у дорослих. Вони проявляються у вигляді значного пригнічення або неадекватного підвищення відповіді на стрес [97, 98]. У деяких випадках перинатальна гіпоксія збільшує ендогенні рівні кортикостерона та інсуліну, які можуть самостійно програмувати подальші зміни у фенотипі дорослої людини [99, 100, 101].

За даними Андрєєва А.В. важка ХВГ обумовлює масивний цитоліз ендокриноцитів у пучковій і фетальній зонах кори надниркової залози на тлі швидшого розвитку кори дефінітива і посилення морфофункціональної активності адренальних клітин [102].
1.2 Розвиток і морфо-функціональні особливості 

надниркових залоз плодів

1.2.1 Анатомічні і функціональні характеристики надниркових залоз плодів

У життєдіяльності людини важливе місце посідає ендокринна система, яка координує і регулює діяльність практично усіх органів і систем. Вона забезпечує адаптацію до умов довкілля, що постійно змінюються, зберігаючи сталістьвнутрішнього середовища, необхідну для підтримки нормального функціонування організму. 

Надниркові залози є одним з найважливіших компонентів ендокринної системи. Ці органи відіграють центральну роль у регуляції адаптивних механізмів при відповіді організму на стресову дію, у підтримці водно-сольового балансу і контролі артеріального тиску [103]. Основні гормони, які продукуються людськими наднирковими залозами, це стероїдний гормон кортизол, мінералокортикоїд альдостерон, андрогендегідроепіандростерон, а також катехоламіни (адреналін і норадреналін) [104].
Стародавні анатоми, такі як Леонардо да Вінчі, Гален і Везалій не звертали уваги на ці залози. Уперше надниркові залози були описані у 1552 році Bartholomaeus Eustachius, який назвав їх "glandulae renibus incumbents" (залози, що лежать на нирці) [105]. Вони були намальовані на мідних пластинах і відтворені у друкарському виглядіу 1563 році. Eustachius був першим анатомом, який використовував цей метод [106]. 
Кіркова і мозкова речовина адренальних залоз були уперше представлені у 1845 році анатомом і ембріологом з Йени Emil Huschke [107]. У XIX столітті функція надниркових залоз була предметом безлічі спекуляцій.  Передбачалося, що вони можуть вивільняти "специфічну речовину у кров" або навпаки "поглинають вологі ексудати з великих довколишніх судин". 
Фундаментальне припущення про те, що надниркові залози є залозами внутрішньої секреції було висловлено паризьким фізіологом Claude Bernard у 1855 році. Відтоді багато анатомо-морфологічних і фізіологічних особливостей надниркових залоз було детально вивчено [108].

Надниркові залози - gl.adrenalis (suprarenalis) розташовуються заочеревинно, вище і медіальніше верхніх полюсів обох нирок. Адренальні залози є невеликими парними анатомічними структурами, які досягають у довжину 3-5 см і важать 1,5-6,5 грам. Їх вага може збільшуватися більше, ніж на 50% у період вагітності або важкого стресу [109, 110].
Праву надниркову залозу нерідко описують як орган, що має форму піраміди або «шапки відьми» (witch's hat), який локалізується постеро-латерально по відношенню до нижньої порожнистої вени і стикається з правою діафрагмальною ніжкою і bare area (оголеною зоною) печінки [111]. Ліва надниркова залоза має півмісяцеву або листоподібну форму, а його розміри у більшості випадків перевищують розміри правої адренальної залози. 
Він розташовується латеральніше аорти, відразу позаду верхнього краю підшлункової залози і медиальніше верхнього полюса нирки. Надниркові залози мають добре виражену, але тонку колагенову капсулу, яка проникає за рахунок глибокої трабекули до кіркової речовини і містить судинні сплетіння [112]. Анатомічна будова надниркової залози схожа у людей і щурів [113, 114, 115, 116].
У сполучнотканинній капсулі, що покриває залози, розташовуються початкові ділянки тяжів, утворені дрібними клітинами з темними ядрами і помірною кількістю ліпідних включень уцитоплазмі [117].

Адренальна залоза складається з тяжів епітеліальних залозистих клітин, розташованих перпендикулярно до поверхні органу [118]. Відповідним чином орієнтована і мережа капілярів, які з усіх боків оточують скупчення залозистих клітин. Розташування клітин у тяжах та їх морфобіохімічне диференціювання неоднакові у різних зонах кіркової речовини органу [119].

Кора надниркових залоз характеризується яскравим вохряно-жовтим кольором, дрібнозернистою поверхнею і відносно щільною консистенцією, завдяки чому вона легко диференціюється від навколишньої жирової тканини. У кірковій речовині виділяють три основні зони. Zona glomerulosa (клубочкова зона) є джерелом мінералокортикоїда альдостерону. 
Zona fasciculata (пучкова зона) виділяє глюкокортикоїд кортизол. На неї доводиться до 75% об'єму адренальної кори. Zona reticularis (сітчаста зона) продукує статеві стероїди (прогестерон, попередники естрогену і андрогенів) [120].

У клубочковій зоніклітини згруповані у невеликі, неправильної форми клубочки, розділені капілярами [121]. Далі розташований широкий шар пучкової зони, клітини якої утворюють досить прямі, радіально спрямовані тяжи, завтовшки у 1-2 клітини. Тяжі орієнтовані перпендикулярно до поверхні залози. Між мозковою речовиною і пучковою зоною у дорослих розташований порівняно тонкий шар сітчастої зони, клітини якої утворюють колони, що йдуть у різних напрямах і анастомозують один з одним. Простір між тяжами займають широкі капіляри. Чітких меж між трьома описаними зонами зазвичай не спостерігається [122].

Паренхіматозні клітини клубочкової зони нагадують клітини циліндричного епітелію. Їх ядра менше і темніше, ніж ядра клітин пучкової зони, а цитоплазма більш гомогенна, не зважаючи на певну кількість жирових крапель [123].

Клітини пучкової зони за формою близькі до багатогранників і мають щільніші й світліші ядра. Цитоплазма цих клітин сильно вакуолізована за рахунок вмісту безлічі жирових включень [124]. Ця особливість клітин пучкової зони настільки  виражена, що вони отримали назву спонгіоцитів. У жирових краплях цих клітин була виявлена найбільш висока у організмі концентрація холестерину, ефіри якого слугують попередниками стероїдних гормонів [125].

Мозкова речовина розташовується усередині надниркових залоз і має рихлу структуру. Його колір варіює від темно-червоного або перлинно-сірого залежно від змісту крові. Адренальна медулла повністю оточена кірковою речовиною за винятком зони воріт [126].
Ліва надниркова залоза отримує артеріальну кров від трьох артерій, що розгалужуються при наближенні до залози. Кровопостачання правої надниркової залози, зазвичай,відбувається за рахунокоднієї артерії, що виходить з аорти. Артеріальні гілки утворюють капілярне ложе капсули надниркової залози, а також йдуть домозковоїречовини залози [127]. Вважається, що майже кожна з епітеліальних клітин пучкової зони кіркової речовини стикається з двома капілярами - по одному з кожного боку. У звичайних гістологічних зрізах, забарвлених гематоксиліном і еозином, капіляри кіркової речовини помітні невиразно [128].

Кров з капілярів мозкової речовини надходить до венул, які зливаючись, утворюють велику центральну вену, що прямує доворіт залози. Стінка центральної вени містить численні подовжні гладком'язові волокна. Вени відходять також від капсули залози. Лімфатичні судини описані тільки уділянках скупчення великих об'ємів сполучної тканини, тобто поблизу великих вен і у капсулі [129].

Суттєва кількість нервових волокон, що іннервують залозу, відноситься до постгангліонарних симпатичних волокон, які спрямовані до паренхіматозних клітин мозкової речовини [130]. 

Аномалії надниркових залоз містять украй рідкісні анатомічні варіанти, що характеризуються наявністю додаткових адренальних залоз, які зазвичай також містять кіркову і мозкову речовину [131]. Ектопія адренальної кори є ще одним з анатомічних варіантів. Вона зустрічається частіше і характеризується наявністю вузлів адренальной кори у селезінці, яєчках, яєчниках або в паранефральній жировій тканині, розташованій нижче нирки [132].

Виділення глюкокортикоїдів стимулюється особливим адренокортикотропним гормоном аденогіпофіза. Вони регулюють білковий і вуглеводний обмін, а також гальмують розмноження клітин і формування основної речовини у сполучній тканині, розвиток запальної реакції і процеси утворення антитіл [133].

При помірній продукції цих гормонів у цитоплазмі клітин пучкової зони знаходиться багато дрібних ліпідних включень. При стимуляції залозистої функції розміри клітин, ядер і ядерець збільшуються. Ліпідні гранули при гіпертрофії клітин можуть повністю зникати, проте, при сильнішій стимуляції кількість їх збільшується в порівнянні з нормою, але розміри зменшуються. Такі зміни ліпідних включень свідчать про те, що вони містять не остаточний гормон, а лише його попередник [134,135].

Надниркові залози щурів мають схожу будову з людськими, що дозволяє екстраполювати ці дані при вивченні органів щурів на людину.

1.2.2 Ембріогенез надниркових залоз плоду

Надниркові залози складаються з двох основних компонентів (кіркова і мозкова речовина), які мають два різні джерела ембріонального походження. Ця обставина, у свою чергу, визначає механізми, щоконтролюють продукцію гормонів, які продукуються кожною з цих частин. Адренальная кора є дериватом мезодермальної тканини і складає до 90% ваги надниркових залоз [136]. Саме ця зона, у відповідь на гормональну стимуляцію, синтезує глюкокортикоїди, мінералокортикоїди та андрогени. Мозкова речовина розвивається з субпопуляції клітин нервового гребеня. На нього доводиться до 10% маси цих залоз. У цій зоні продукуються катехоламіни у відповідь на пряму симпатичну стимуляцію [137].

Кіркова речовина закладається на 4-5 тижні ембріонального розвитку у вигляді потовщення целомічного епітелію. На 6-7 тижні вона втрачає зв'язок з вистиланням целома і формує тяжі у вигляді компактного скупчення клітин - інтерреналовий орган [138]. З кінця 7-го тижня у корі формуються дві зони - зовнішня (кора дефінітива), утворена дрібними клітинами без чітких видимих меж, і внутрішня (фетальная кора), що складається з більших клітин. З 6 по 20 тиждень маса надниркової залози збільшується у 170 разів за рахунок збільшення фетальной кори, яка складає близько 87% маси органу. Надалі зростання йде за рахунок постійної кори: з 22 по 34 тиждень її товщина збільшується на 160%, тоді як товщина фетальной кори в цей період не змінюється [139].

Мозкова речовина розвивається з парааортальних симпатобластів, диференційованих у хромафінобласти. Ці клітини, починаючи з 6-7 тижнів, вростають углиб кори органу у напрямку до центру, де утворюють скупчення різних розмірів ("мозкові кулі"). Клітини "мозкових куль" під впливом підвищеного рівня глюкокортикоїдів, що утворюються у корі, диференціюються у хромафінні клітини [140]. З 8 тижня їх секреторні гранули містять тільки норадреналін (Н-клітини). 
З 16 тижня відбувається трансформація частини норадреноцитів у адреноцити (А-клітини). Надалі кількість останніх збільшується [141]. До народження у наднирковій залозі, разом із зрілими хромафіноцитами, виявляються групи хромафінобластів на різних стадіях диференціювання. 
Протягом перших років постнатального життя завершуються процеси цитологічного диференціювання залозистих клітин. Найвиразніше збільшення об'єму хромафінної тканини і диференціювання строми відзначається у віці 7-10 років у людей і у віці 2 місяців у щурів. Стабілізація структури мозкової речовини настає до періоду статевої зрілості [142].

Найсильніші зміни у структурі органу відбуваються протягом перших місяців постнатального розвитку. Вони проявляються в загибелі і швидкій резорбції клітин фетальної кори - вже на 2-3 день у ній видно крововиливи і ділянки руйнування залозистих клітин. У людей до кінця 2 тижня постнатального життя маса залоз зменшується більш ніж у 2 рази, а до кінця 1 року життя товщина фетальної кори складає лише 16-20% від початкового рівня [143]. У щурів же процеси резорбції відбуваються швидше - вже до кінця 2 місяця життя у щурят утворюється сітчаста зона кори [144].

Протягом першого року постнатального розвитку паралельно з інволюцією фетальної кори відбувається розвиток і зональне диференціювання кори дефінітива. Сітчаста зона у вигляді самостійного шару у людей утворюється до 3 років. Наступні зміни кори аж до періоду найвищого розвитку полягають у диференціюванні зон, збільшенні маси клітин і формуванні строми залози [145].
1.2.3 Функцінальні особливості надниркових залоз плоду протягом вагітності та пологів

Плід і плацента секретують стероїди і білки, що надходять до кровотоку матері і впливають на вироблення материнських гормонів [146]. Плацента відіграє первинну роль у створенні балансу між зростанням і розвитком плоду та гомеостазом матері [147]. Функціонування плаценти нагадує роботу вісі гіпоталамус - гіпофіз – орган-мішень з активуючими та інгібуючими механізмами зворотного зв'язку [148]. Проте у плаценті немає прямих нервових аферентних шляхів, що має місце у зрілої гіпоталамо-гіпофізарної системи [149].

Основну частину надниркової залози плоду складає фетальная зона, яка обумовлює розміри і функціональну активність органу у внутрішньоутробному періоді [150, 151]. Фетальна зона кори надниркових залоз істотно відрізняється від дефінітива, як гістологічно, так і функціонально [152]. Фетальназона продукує андрогенний стероїд С19 (дегідроепіандростерон сульфат). С19 є початковим матеріалом для синтезу естрогену у плаценті [153]. Цей гормон синтезується виключно фетальною корою. Плацента не може синтезувати стероїд з прегненолона або з прогестерону через відсутність необхідних ферментів, але може синтезувати естроген з С19. У третьому триместрі вагітності фетальна адреналова кора експресує високий рівень ферменту Р450с17 і продукує велику кількість стероїдів [154,155]. Комбінація обох шляхів біосинтезу у цих двох органах - адреналової корі, яка синтезує С19, і плаценти, яка синтезує естроген з С19, взаємодоповнюють один одного і формують інтегральну систему синтезу естрогену. Синтез плацентарнихестрогенів, необхідних для пологів, можливий тільки з попередників стероїдів, які синтезуються фетальними наднирковими залозами [156, 157, 158, 159].
У свою чергу плацента, продукуючи прогестерон, надає адреналовим залозам плоду субстрат для синтезу глюкокортикоїдів і мінералокортикоїдів [160, 161, 162]. Плацентарний прогестерон пригнічує перехід D5–стероїдів до D4-форми у фетальній зоні надниркових залоз плоду. Продукований плацентою естрадіол модифікує утворення і метаболізм кортикостероїдів і прогестерону [163]. Плацента регулює взаємоперетворення материнського кортизолу, а також продукцію адренокортикотропного гормону (АКТГ) гіпофізом плоду. Цей ефект опосередкує зміною транспорту материнського кортизолу плоду через плаценту [164, 165].

Плацента є важливим корегулятором функції надниркових залоз плоду за рахунок продукції кортикотропін-рилізинг-гормону, плацентарного хоріотропного гормону, прогестерону і естрадіолу. Після 20-го тижня гестації основним регулювальником функціональної активності фетальної зони стає АКТГ [166, 167]. 

Гіпофізарний АКТГ плоду визначається з 9-го тижня гестації. Рівень його зростає до 20-го тижня і залишається стабільним до 34-го тижня вагітності. Далі концентрація АКТГ значно знижується до моменту пологів [168]. Концентрація кортизолу у плазмі плоду прогресивно збільшується під час усієї вагітності і набуває пікових значень у період пологів [169, 170]. Материнський кортиколіберин у взаємодії з АКТГ посилює ефекти гіпоталамуса і гіпофіза плоду, що призводить до різкого підвищення рівня фетальних глюкокортикоїдів у пізні терміни III триместру для забезпечення зростання і дозрівання органів і систем до моменту пологів [171, 172, 173].

1.3 Вплив інфекційної патології на морфо-функціональний
стан надниркових залоз

Мікроорганізми можуть впливати на надниркові залози або шляхом прямого вторгнення до тканини органу або за допомогою біохімічних модуляторів. Бактерії можуть впливати на надниркові залози як прямим інфікуванням і ушкодженням тканин, так і шляхом утворення екзо- і ендотоксинів і порушеннямімунної відповіді. Взаємодія ендотоксину і АКТГ створює умови, які призводять до крововиливів у надниркові залози і, можливо, розвитку синдрому Уотерхауса-Фрідріхсена [174, 175].

Синдром Уотерхауса-Фрідріхсена характеризується гострою наднирковою залозистою недостатністю і розвитком глибокого шоку. Зазвичай синдром пов'язаний з інфікуванням Neisseria meningitidis, але може виникати і при фульмінантних інфекціях з іншими мікроорганізмами [176]. У своїй роботі Фрідріхсен описав цей синдром при інфікуванні N. meningitidis, Streptococcus spp, Haemophilus influenza, Corynebacterium diphtheriae і Staphylococcus aureus [177]. Він також зміг експериментально викликати крововилив у надниркові залози у морських свинок шляхом ін'єкцій Bacillus anthracis, Clostridium tetani, Streptococcus spp і декількох грамнегативних бактерій [178].
У дослідженні, проведеному на кролях, M.I. Levin [179] виявив, що локальне або системне введення ендотоксину призводило до крововиливу у надниркові залози, але тільки після підвищення рівня АКТГ. Передбачається, що гіперактивність залози є необхідною умовою до розвитку крововиливів [180]. Інші дослідження випадків синдрому Уотерхауса-Фрідріхсена продемонстрували зміни у корі -  стертість колончатої структури, наявність псевдотубул і кіст кори, а також появи безлічі фібринових тромбів у багатьох органах, зокрема наднирковій залозі, що вказує на роль дисемінованого внутрішньосудинного згортання в розвитку синдрому [181, 182].

На додаток до ендотоксину було вивчено дію екзотоксину, який також впливав на розвиток різних патологічних ефектів у надниркових залозах. У дослідженні I. Kuwajima щурам, сенсибілізованим гістаміновим чинником (HSF), вводили Bordetella pertussis, що призводило до цитолізу, вакуолізації, клітинного некрозу і виснаження ліпідів у пучковій зоні кори надниркової залози [183, 184].

Вивчений також патологічний вплив деяких видів грибів на надниркові залози. Було виявлено, що Paracoccidioides brasiliensis викликає руйнування дрібних судин і призводить до утворення гранульом на тлі ендоваскуліту. У результаті некрозу гине велика частина залозистої тканини, що, швидше за все, є наслідком локальної ішемії, вторинної по відношенню до грибкової емболії [185, 186, 187]. 

Ушкодження надниркових залоз Histoplasma capsulatum найчастіше зустрічаються у сітчастій та пучковій зонах [188]. Розвиток надниркового залозистого васкуліту може викликати велике руйнування залози, що призводить до вираженої надниркової залозистої недостатності [189, 190]. Як і у P. brasiliensis, уражені судини нездібні адекватно перфузувати надниркову тканину, що призводить до некрозу і масивного залозистого інфаркту [191].

M. tuberculosis - бактерійний агент, що найчастіше зустрічається та асоціюється з руйнуванням надниркових залоз. Мікобактерії потрапляють до залози гематогенним шляхом, де можуть знаходитися без проявів клінічних симптомів [192, 193]. У великому ретроспективному дослідженні 13762 пацієнтів, відкрита форма туберкульозу була виявлена у 6,5% спостережень. При цьому у 6,0% випадків спостерігалася надниркова залозиста недостатність [194, 195]. У 25% спостережень запальний процес був обмежений тільки наднирковими залозами. Цікаво, що M. tuberculosis, ймовірно, викликає пряме порушення функції надниркових залоз, індукуючи дегенерацію клітин в адренальній корі [196, 197]. Гіпертрофія залоз виникає при недавній активній інфекції, тоді як невеликі, атрофовані або кальциновані залози, ймовірно, є проявом неактивної або перенесеної раніше інфекції [198, 199].

Атипова мікобактерія Mycobacterium avium може виявлятися в надниркових залозах хворих СНІДом. В одному з досліджень цей мікроорганізм був виявлений у п'яти з 41 випадку [200]. Роль M. avium у розвитку патології надниркових залоз ще не визначена. Можливо, що руйнування залоз пов'язане з супутньою цитомегаловірусною інфекцією, а не з прямою дією мікобактерії [201, 202, 203].
Первинна недостатність надниркових залоз у плода може виникнути притривалому призначенні вагітній жінці екзогенних глюкокортикостероїдів або при надлишковій продукції ендогенного кортизолу [204]. Відомо, що високі дози, що вводяться протягом відносно короткого часу (дні, тижні) і низькі дози, вживані протягом тривалого часу (місяці), можуть призвести до функціональної атрофії кіркової речовини надниркових залоз у дитини, а далі, у дорослому віці, призвести до надниркової залозистої недостатності [205, 206].

Osburn B.I. і співавт. вивчали рівень гормонів кори надниркових залоз у плазмі новонароджених і плодів овець, інфікованих Brucella ovis, Pestivirus border disease і/або вірусом краснухи [207]. Доведена адренокортикальна активність, виміряна як морфологічними, так і фізіологічними параметрами, спостерігалася у інфікованих ягнят на 130 день 148-денного періоду вагітності [208].

За даними Gravett M.G. і співавторів ВУІ асоціювалася зі збільшенням біосинтезу наднирковими залозами андрогенів і кортизолу. Протягом 7 днів після передчасних пологів також визначалося посилення синтезу плацентарного естрогену [209].
Гормон стресу дегідроепіандростерона сульфат (DHEAS) і кортизол мають протилежні ефекти: кортизол пригнічує, тоді як DHEAS посилює імунну відповідь [210]. C.S. Buhimschi і співавт. оцінювали вплив внутрішньоамніотичного запалення на об'єм ембріональних надниркових залоз і співвідношення кортизолу і DHEAS (співвідношення фетального стресу) при вагітності, ускладненій передчасними пологами. У плодів, схильних до внутрішньоамніотичного запалення, надниркові залози були збільшені у розмірах. У них спостерігалося нижче співвідношення кортизолу і DHEAS, що вказує на важливу роль аденокортикальної вісі плоду у внутрішньоутробній адаптації до запалення [211].
Метою дослідження Falkenberg E.R. і співавт. було вивчення впливу материнських інфекцій на гіпоталамо-гіпофізарно-надниркову вісь плоду [212]. Не дивлячись на те, що плоди від інфікованих матерів народилися у середньому на тиждень раніше, рівні кортизолу і DHEAS у сироватці пуповинної крові були вищі, ніж у плодів від здорових матерів. Ці дані вказують на активацію фетальної гіпоталамо-гіпофізарно-надниркової вісі при вагітності, ускладненій материнськими інфекціями. Така ембріональна відповідь може бути наслідком трансплацентарного проникнення продуктів активованої материнської імунної системи [213].

Поєднання недостатності кори надниркових залоз і надлишкової продукції стероїдних гормонів може призвести до розвитку синдрому природженої гіперплазії надниркових залоз. Відсутність будь-якого з ферментів, що беруть участь у біосинтезі стероїдів, порушує синтез молекул попередників у ділянках ферментного блоку [214].

Однотипні зміни спостерігаються як у плодів на 28-32 тижні, так і у 37-40 тижнів гестації, але у перших швидше і частіше настає виснаження функції і морфологічні ознаки декомпенсації. Проте доношений плід стійкіший до стресових дій [215].

Незважаючи на важливість впливу умовно-патогенних інфекцій вагітної на морфологічні характеристики надниркових залоз, багато питань залишається практично не вивченими. Це стосується як морфофункціональних, так і  мікробіологічних аспектів представленої патології, що свідчить про актуальність вивчення  цього наукового напряму.

Розділ 2

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

2.1 Загальна характеристика спостережень

Для досягнення поставленої мети і вирішення завдань дисертаційної роботи було проведено три дослідження:
- ретроспективний аналіз архівного матеріалу для виявлення деяких епідеміологічних аспектів антенатальної та інтранатальної смертності плодів;

- проспективне вивчення морфофункціональних особливостей надниркових залоз людських плодів у нормі та за різних патологічних умов, що включають внутрішньоутробну гіпоксію та інфікування матері;

- експериментальне дослідження, проведене на щурах для моделювання впливу внутрішньоутробної гіпоксії та материнської інфекції на надниркові залози плоду. Загальну схему роботи представляє графік 2.1. 

Ретроспективна оцінка архівного матеріалу проводилася для визначення частоти внутрішньоутробного інфікування у місті Харкові, а також для виявлення чинників, які впливають на розвиток цієї патології. У цьому дослідженні були проаналізовані дані прозектури КЗОЗ «Харківський міський перинатальний центр» за період з 1 січня 2012 року по 1 січня 2017 року. Вони були протоколами розтинів плодів, померлих у терміні гестації від 22 до 42 тижнів і копії історій вагітностей і пологів їх матерів. Архівний матеріал (271 спостереження) був розділений на три групи: контрольна група, група хронічної внутрішньоутробної гіпоксії (ХВГ) і група плодів від інфікованих матерів (Інфекції). Детальну характеристику вивчених спостережень демонструє таблиця 2.1.

У друге дослідження, що було присвячене впливу внутрішньоутробної гіпоксії і материнської інфекції на надниркові залози людських плодів, увійшли 146 спостережень. Секційний матеріал набирався на базі КЗОЗ "Харківський міський перинатальний центр" за період 2015-2016 рр.
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Графік 2.1. Дизайн дослідження і кількість вивчених спостережень, що увійшли до нього
Таблиця 2.1

Характеристики 271 спостереження, що увійшли до ретроспективного епідеміологічного дослідження

	Вивчені групи
	Підгрупи з урахуванням терміну гестації
	n (%)
	Всього, n (%)

	Контроль
	Доношені
	12 (40%)
	30 (11,07%)

	
	Недоношені
	18 (60%)
	

	ХВГ
	Доношені
	62 (41,9%)
	148 (54,6%)

	
	Недоношені
	86 (58,1%)
	

	Інфекції
	Доношені
	33(35,5%)
	93 (34,4%)

	
	Недоношені
	60 (64,5%)
	


Усі спостереження були також розподілені на три групи, що включають плоди від матерів з фізіологічною вагітністю (група контролю), плоди від матерів, вагітність яких була ускладнена хронічною внутрішньоутробною гіпоксією (група ХВГ) і плоди від матерів, вагітність яких супроводжувалася інфекційними ускладненнями (Інфекції) (Табл. 2.2).
Таблиця 2.2

Аналіз секційного матеріалу (146 спостережень)

	Вивчені групи
	Підгрупи з урахуванням терміну гестації
	n (%)
	Всього, n (%)

	Контроль
	Доношені
	7 (50%)
	14 (9,6%)

	
	Недоношені
	7 (50%)
	

	ХВГ
	Доношені
	30 (46,9%)
	64 (43,8%)

	
	Недоношені
	34 (53,1%)
	

	Інфекції
	Доношені
	29 (42,6%)
	68 (46,%)

	
	Недоношені
	39 (57,4%)
	


Забір матеріалу аутопсії проводився не пізніше 4 годин після смерті. Плоди усіх груп загинули антенатально (плід без мацерації) або інтранатально внаслідок гіпоксії у результаті гострого порушення матково-плацентарного кровообігу. 
Причиною смерті плодів була анте- або інтранатальна асфіксія внаслідок гострого порушення матково-плацентарного кровообігу і двобічний крововилив у шлуночки головного мозку. У дослідження не включалися плоди з невизначеним гестаційним віком, з вродженими вадами розвитку і плоди з мацерацією. Термін гестації визначався по даті останньої менструації у матері з урахуванням даних акушерського спостереження за вагітною і ультрасонографії.

ВУІ практично в усіх випадках супроводжується розвитком ХВГ, оскільки у клінічній практиці ці два стани не можливо розділити, ми провели два експерименти, результати яких допомогли нам відрізнити "чисту" ХВГ від ХВГ, що супроводжує інфекції.

Експериментальне дослідження включало два підрозділи, які були присвячені моделюванню впливу ХВГ (експеримент №1) і материнській інфекції (експеримент №2) на розвиток надниркових залоз плоду [73].
У експерименті №1 вагітних самиць щурів лінії WAG піддавали високогірному кисневому голодуванню, що відповідало підйому на висоту 7500 м над рівнем моря. Тварини, що вивчалися, знаходилися в умовах кисневого голодування протягом 20 хвилин щодня в один і той же час з моменту реєстрації вагітності до моменту розродження [144]. Вагітних самиць щурів (19-21-й день вагітності) виводили з експерименту шляхом введення у вену хвоста тіопентала натрію концентрацією 2-2,5% розчину в дозі 7-10 мг на 1 кг маси тіла з наступною декапітацією.
У експерименті №2 проводилося моделювання інфекційно-запального процесу в черевній порожнині самиці щура. Для фіксації тварину укладали на спину, охоплюючи верхню частину її грудної клітки великим і вказівним пальцями. При цьому схрещували передні лапи тварини під нижньою щелепою. Фіксованого щура опускали вниз головою. Шкіру живота брали в складку каудальніше пупка і біля її основи проколювали черевну стінку, тримаючи голку перпендикулярно. Надалі голку проводили по ходу складки і виконували ін'єкцію. Така техніка ін'єкції дозволяла зберегти внутрішні органи від ушкодження голкою.

На першому етапі дослідження експериментальним шляхом була встановлена необхідна інфікуюча доза бактерійного патогена для розвитку підгострого інфекційно-запального процесу у черевній порожнині щура. 

Для моделювання інфекційного запалення в якості інфекційного агента у 8 тварин використовувалися референс-штами Escherichia coli (ATCC 25922 (F50)), у 7 - Staphylococcus aureus (ATCC 25923) і у 8 - Klebsiella pneumoniae (NCTC 5055). У 5 випадках плоди були отримані від самиць з фізіологічним перебігом вагітності і вони склали групу контролю.

Спочатку проводили сенсибілізацію тварин за допомогою  одноразового підшкірного введення у ділянку стегна 0,1 мл суспензії бактерій референтного штаму (щільність 1,0 од. за шкалою McFarland), знищених шляхом нагрівання (1:00 при 80° С). Через 10 діб проводили інфікування тварин внутрішньоочеревинно. З метою сенсибілізації очеревини перед ін'єкцією суміші бактеріальних культур у черевну порожнину вводили мʼясопептонний бульйон. Для запобігання швидкій резорбції мікробної суспензії з черевної порожнини і загибелі тварини, бактерійну культуру вводили у 20% розчині манніту. Це дозволяло уповільнити всмоктування бактерій у кров і забезпечити переважання місцевих змін в очеревині над системними симптомами інфекції. Після інфікування до самиці підсаджували самців. Щури вагітніли. Потім від них були отримані плоди, які використовували в експерименті.

Експеримент реалізований на тваринах, які мають максимально близьку схожість гістоморфологічних параметрів плацентарного бар'єру з людиною, що дозволяє з достатньою упевненістю екстраполювати результати досліджень на людський організм. Тривалість вагітності щурів протягом 21-22 днів дозволяла здійснювати експерименти у відносно нетривалий термін. Вибір експериментального матеріалу також був обумовлений тим, що відтворення первинного джерела інфекційно-запального процесу в очеревині материнського організму має реальну порівнянність з проблемою внутрішньоутробного інфікування для людини, а розвиток процесу внутрішньоутробного підгострого інфікування в експерименті має перебіг подібний людському [30].

Усі маніпуляції з тваринами, а також виведення їх з експерименту відповідали вимогам нормативних документів (Європейська конвенція по захисту хребетних тварин (Страсбург, 18.03.1986 р.), Директиви Ради Європейського економічного суспільства по захисту хребетних тварин (Страсбург, 24.11.1986 г.), закону України "Про лікарські засоби", 1996г., ст. 7, 8, 12, керівництво ІПН GСP (у 2008 г.), GLР (2002 р.), відповідно до вимог і норм, типових положень з питань етики МОЗ України № 690 від 23.09.2009 р.).

2.2 Методи дослідження

При проведенні ретроспективного епідеміологічного дослідження вивчалися історії вагітностей і пологів, а також протоколи розтинів плодів. При цьому аналізувалися клінічні дані матерів (вік, наявність і вираженість генітальної та екстрагенітальної патології, кількість попередніх вагітностей і пологів) і плодів (вага, довжина, основні об'єми тіла, причина смерті) [51].

У роботах за оцінкою впливу ХВГ та інфекції на надниркові залози плоду у людей і щурів морфологічне дослідження починали з визначення довжини і ваги плодів, а також з вивчення макроскопічних характеристик надниркових залоз. Макроскопічну оцінку експериментального матеріалу проводили за допомогою лупи (× 3,8 діоптрій).

Для гістологічного дослідження надниркових залоз, як секційного, так і експериментального матеріалу, брався один шматочок правої і лівої надниркової залози. Після підрізування його фіксували у 10% розчині формаліну. У подальшому матеріал проводився по спиртах зростаючої концентрації і заливався целоїдин-парафіном. Після закінчення проводки виготовлялися серійні зрізи завтовшки 5-6×10-6 м, які забарвлювали за різними гістологічними методиками: гематоксиліном і еозином, а також  пікрофуксином за методом ван Гізон. 
Ці мікропрепарати використовувалися для загальної оцінки стану тканин, мікроскопічного вивчення надниркових залоз і проведення морфометричного дослідження. Морфологічна оцінка також містила використання імуногістохімічних методів. Усі вищезгадані гістологічні та імуногістохімічні методики виконувалися за схемами, приведеними у керівництві по гістологічній і імуногістохімічній техніці [145].

При вивченні морфометричних параметрів надниркових залоз вимірювали середню товщину кожної зони адренальної кори, середню площу клітин і ядра, ядерно-цитоплазматичний індекс (ЯЦІ), щільність клітин кожної зони, а також стромально-паренхіматозне співвідношення. У кожному випадку при підрахунку розмірів ендокриноцитів вивчали 10 випадково обраних полів зору, а у кожному полі зору виконували по 10 вимірів.

Імуногістохімічне дослідження проводили на парафінових зрізах завтовшки 5-6×10-6 м за допомогою прямого методу Кунса за методикою Brosman. На фіксований препарат наносили конʼюгат (флюоресціючу сироватку), витримували 30 хв при температурі 37 °С у вологій камері. У подальшому препарат відмивали від незв'язаного конʼюгата фізіологічним розчином (pH 7,2 - 7,5), підсушували на повітрі, наносили нефлюоресціюче масло і досліджували під мікроскопом. 

В якості люмінесцентних міток використовували F(ab)-2 - фрагменти кролячих антитіл проти імуноглобулінів миші, мічених ФІТЦ. Препарати вивчали у люмінесцентному мікроскопі "Axioskoр 40". 

Оптичну щільність імунофлюоресценції визначали за методом Губиной-Вакулик Г.И. і співавторів [146].
Детальну характеристику вивчених імуногістохімічних маркерів демонструє таблиця 2.3.

Гістологічні і морфометричні дослідження проводили на мікроскопі Olympus BX-41 (Японія) з використанням програм Olympus DP- Soft (Version 3: 1) і Microsoft Excel 2010, імуногістохімічне дослідження проводилося на люмінесцентному мікроскопі "Axioskop 40" (Carl Zeiss, Німеччина).

Результати дисертаційної роботи грунтувалися на репрезентативних вибірках вивченого матеріалу. Отримані результати були включені до бази даних, яку у подальшому піддавали багатофакторному і ретроспективному дослідженню.

Для визначення динаміки змін у досліджуваних групах архівного матеріалу були створені лінії тренду. Для визначення поліноміальної групи ХВГ використовувалася формула: y= -1, 6429x2+6,2171x+52,54, R² = 0,4211. 
Для визначення поліноміальної групи Інфекцій:

y = -0,2714x2+6,3886x+18,74, R² = 0,7388. 

Таблиця 2.3 
Характеристики маркерів, що увійшли до імуногістохімічного дослідження

	Маркер
	Мета
	Виробник

	Антисироватка до кортизолу
	Дослідження гормонопродукції у пучковій і фетальній зонах кори надниркових залоз
	Novocastra Laboratories Ltd, UK.

	Моноклональні антитіла (МКАт) до
ІЛ- 6
	Типування клітин - інтерлейкін-продуцентів
	Novocastra Laboratories Ltd, UK.

	Моноклональні антитіла (МКАт) до ФНП-α
	Типування клітин - інтерлейкін-продуцентів
	Novocastra Laboratories Ltd, UK.

	Моноклональні антитіла (МКАт) до коллагену I типу
	Типування колагену I типу
	Novocastra Laboratories Ltd, UK.

	Моноклональні антитіла (МКАт) до коллагену III типу
	Типування колагену III типу
	IMTEK, Ltd, Росія


Для уточнення прогностичного значення отриманих даних було вирішено скористатися методом дискримінантного прогнозування розвитку ранньої антенатальної смертності:

F1 = 17,1*A+2,0*B - 18,7,

F2 = 16,4*A+1,5*B - 16,9,

де A - маса тіла плоду (низька - 1 бал; нормальна або підвищена - 2 бали); B - вік матері (1 бал - від 26-30 років; 2 бали - вік, відмінний від 26-30 років). При перевищенні коефіцієнта F1 над F2 прогнозувався високий ризик розвитку ранньої антенатальної смертності. 

2.3 Статистична обробка матеріалу

Для статистичної оцінки усі дані були внесені до електронних таблиць Exсel. Аналіз результатів проводили з використанням ліцензійних статистичних програм 18.0 у середовищі Windows. При цьому обчислювали середні значення кожного з показників, середнє квадратичне відхилення, середню помилку середньої арифметичної, а також оцінку розподілу величин. У роботі використовували методи варіаційного, альтернативного і кореляційного аналізу. Кореляційний аналіз проводили між щільністю клітин і шириною кожної зони, ЯЦІ і оптичною щільністю свічення кортизолу у пучковій і фетальній зонах, кількістю клітин-інтерлейкін-продуцентів (як ІЛ-6, так і ФНП) і оптичною щільністю свічення колагену I і III типу.
Усі вибірки оцінювали відносно відповідності нормальності розподілу варіант за критеріями Kolmogorov-Smirnov і Shapiro-Wilk's і у разі наявності цієї відповідності у порівнюваних групах використовували методи параметричної статистики (кореляційний метод Пірсона). При невідповідності хоча б однієї з груп критеріям нормальності розподілу варіант використовували методи непараметричної статистики (критерії Манна-Уітні, χ2 Пірсона, Вальда-Вольфовича, Вілкоксона, кореляційний аналіз за Спірменом) [2, 31, 59, 85, 90].

Список праць, опублікованих за темою розділу дисертації:

1. Товажнянська ВД, Сорокіна ІВ, Андросов ЄД. Патент на винахід Спосіб морфологічної діагностики пошкоджуючої дії хронічної внутрішньоутробної гіпоксії на кору наднирників плода. МПК (01.2015) А61В 10/00 G01N 33/48.

Розділ 3

РЕТРОСПЕКТИВНИЙ АНАЛІЗ ВНУТРІШНЬОУТРОБНОГО ІНФІКУВАННЯ ПЛОДУ І ЙОГО РОЛІ В АНТЕНАТАЛЬНій І ІНТРАНАТАЛЬНІЙ СМЕРТНОСТІ у ХАРКІВСЬКОму МІСЬКОму ПЕРИНАТАЛЬНОму ЦЕНТРі
Для вивчення епідеміологічних особливостей внутрішньоутробного інфікування і його ролі в антенатальній і інтранатальній смертності ми проаналізували архівний матеріал прозектури Харківського міського перинатального центру за період з 1 січня 2012 року по 31 грудня 2016 року. Вивчали частоту виявлення вказаної патології серед померлих плодів, а також динаміку зміни даного показника упродовж останніх п'яти років. Іншою кінцевою точкою роботи було дослідження можливих кореляційних зв'язків між внутрішньоутробним інфікуванням і різними характеристиками матері і плоду.
Архівний матеріал був протоколами розтинів плодів, померлих в терміні гестації 22-42 тижні і копії історій хвороби їх матерів (n=271). При проведенні аналізу усі спостереження були розділені на три групи: контрольна група (n=30), група ХВГ (n=148) і група плодів від інфікованих матерів (n=93).
В усій вивченій вибірці переважала смертність, пов'язана з ХВГ - 54,6%. Наявність інфекцій у матерів, що призвели до внутрішньоутробного інфікування і пов'язаною з ним смертю плодів, була зафіксована в 34,4% випадків серед усіх спостережень.
Нами вивчена динаміка зміни смертності плодів з 2012 по 2016 рік в представлених групах. З цією метою були створені лінії тренду. Для визначення поліноміальної групи ХВГ використовували формулу:

y=-1, 6429x2+6,2171x+52,54, R² = 0,4211. 
Для групи "інфекції" :

y =-0,2714x2+6,3886x+18,74, R² = 0,7388.

Відмічено, що доля смертності від ХВГ протягом вивченого періоду залишалася стабільною і складала у більшості точок виміру більше 50%. Звертає на себе увагу, що упродовж останніх двох років було виявлено суттєве збільшення смертності плодів через внутрішньоутробне інфікування. 

У структурі усіх спостережень кількість антенатальних смертей виразно домінувала над кількістю інтранатальних (87,8% і відповідно12,2%, р<0,001) (Табл.3.1). Цю тенденцію простежували в усіх тимчасових точках дослідження. Основні причини летальності були представлені гострим порушенням матково-плацентарного кровообігу за рахунок передчасного відшарування нормально і неправильно розташованої плаценти, а також патологією пуповини (оболонкове прикріплення пуповини, обвивання її навколо шиї і тіла плоду, істинні і помилкові вузли пуповини).
У цій роботі були проаналізовані різні параметри, що мали можливий вплив на смертність плодів. 
Таблиця 3.1
Розподіл анте- і інтранатальних загиблих плодів

	Рік
	Антенатальна загибель
	Інтранатальна загибель
	Р

	
	n
	%
	n
	%
	

	2012
	50
	90,9
	5
	9,1
	<0,001

	2013
	53
	89,8
	6
	10,2
	<0,001

	2014
	57
	91,9
	5
	8,06
	<0,001

	2015
	43
	84,3
	8
	15,7
	<0,001

	2016
	35
	79,6
	9
	20,4
	<0,001

	Всього 

2012 - 2016
	238
	87,8
	33
	12,2
	<0,001


Усі вони були розділені на дві категорії: чинники, пов'язані з плодом і чинники, пов'язані з матір'ю. При аналізі показників першої категорії було продемонстровано достовірне переважання у вивченій вибірці плодів чоловічої статі (Табл.3.2). Ця тенденція була об'єктивною при оцінці плодів з груп ХВГ і інфекції (р<0,05).

Таблиця 3.2

Розподіл загиблих плодів за статевою ознакою

	Стать

Группа
	Чоловіча
	Жіноча
	Р

	Контроль (n=30)
	16 (53,3%)
	14 (46,7%)
	>0,611

	ХВГ (n=148)
	88 (59,5%)
	60 (40,5)
	<0,001

	Інфекції (n=93)
	56 (60,2%)
	37 (39,8%)
	<0,006

	Всього (n=271)
	160 (59,0%)
	111 (41,0%)
	<0,001


У нашому дослідженні гестаційний вік плодів варіював від 22 до 42 тижнів і складав у середньому 38,5±0,8 тижнів. Частіше за все мертвонародження припадало на термін гестації 38-40 тижнів (Графік 3.1). 

        
[image: image2]
Графік 3.1  Розподіл груп спостережень відповідно до гестаційного віку.

При проведенні субаналізу плодів чоловічої статі за гестаційним віком було виявлено, що найбільша кількість плодів загинула у терміні 38-40 тижнів і 22-29 тижнів. Порівняльна оцінка цих чинників у вивчених групах не зафіксувала будь-яких достовірних відмінностей (Табл. 3.3). Дослідження гестаційного віку загиблих плодів жіночої статі зафіксувало аналогічні результати (Табл. 3.4).

Розгляд ролі чинника гестаційного віку 38−40 тижнів у різних групах виявив, що він переважав тільки у групі контролю, хоча розподіл гестаційного віку померлих при порівнянні усіх вибірок достовірно не відрізнявся. Треба відмітити, що в групах ХВГ і інфекції цей параметр не продемонстрував об'єктивних відмінностей.  (Табл. 3.5).

Вивчення маси, довжини тіла, окружності голови і грудної клітки усіх мертвонароджених дітей представила наявність статистично значущих відмінностей при порівнянні груп інфекції і контролю, а також груп інфекції і ХВГ (Табл. 3.6). При цьому плоди з групи інфекції мали достовірно менші значення з усіх досліджених параметрів. Значущих відмінностей при порівнянні групи ХВГ і контролю виявлено не було.
При роздільній оцінці антропометричних даних тільки у доношених або тільки у недоношених плодів також визначалася схожа тенденція до зниження маси, довжини тіла і окружностей голови і грудної клітки в групі інфекції, проте вона не була статистично достовірною (Табл.3.7 і 3.8).
У категорію вивчених чинників, пов'язаних з матір'ю, увійшли такі параметри, як вік матерів, кількість абортів і пологів у анамнезі, наявність генітальної і екстрагенітальної патології, ускладнень вагітності і вид розродження. 
При дослідженні анамнестичних даних цих жінок усіх трьох груп було виявлено, що у 18,8% (n=51) з них мали місце аборти в анамнезі. Аборти були зафіксовані тільки в групах ХВГ (20,9% (n=30)) і інфекції (22,6% (n=21)).
Таблиця 3.3

Розподіл плодів чоловічої статі по гестаційному віку у момент їх загибелі
	Групи
	Гестаційний вік

	
	22-29

тижнів
	30-34

тижні
	35-37

тижнів
	38-40

тижнів
	41-42

тижні

	Контроль (n=16)
	4 (25,0%)
	3 (18,8%)
	1 (6,3%)
	7(43,8%)
	1(6,3%)

	ХВГ 
(n=88)
	18(20,5%)

P1-2>0,686
P2-3>0,075
	19 (21,5%)
P1-2>0,759
P2-3>0,466
	16 (18,2%)
P1-2>0,239
P2-3>0,542
	25 (28,4%)
P1-2>0,222
P2-3>0,350
	10(11,4%)
P1-2>0,544
P2-3>0,102

	Інфекції (n=56)
	19 (33,9%)
P1-3>0,503
	15 (26,8%)
P1-3>0,517
	8 (14,3%)
P1-3>0,397
	12 (21,4%)
P1-3>0,079
	2 (3,6%)
P1-33>0,636

	Всього

(n=160)
	41 (25,6%)
	37 (23,1%)
	25 (15,6%)
	44 (27,5%)
	13 (8,2%)


Примітка. P1-2- достовірність відмінностей між групою контролю і ХВГ.

P2-3- достовірність відмінностей між групою ХВГ і інфекцій. 

P1-3- достовірність відмінностей між групою контролю і інфекцій. 
Таблиця 3.4

Розподіл плодів жіночої статі по гестаційному вікуу момент їх загибелі
	Групи
	Гестаційний вік

	
	22-29

тижнів
	30-34

тижні
	35-37

тижнів
	38-40

тижнів
	41-42

Тижні

	Контроль (n=14)
	2 (14,3%)
	3 (21,5%)
	1 (7,1%)
	7 (50,0%)
	1(7,1%)

	ХВГ 
(n=60)
	16 (26,7%)

P1-2>0,334

P2-3>0,974
	10 (16,7%)

P1-2>0,672

P2-3>0,362
	11 (18,3%)

P1-2>0,309

P2-3>0,692
	21 (35,0%)

P1-2>0,301

P2-3>0,271
	2 (3,3%)

P1-2>0,517

P2-3>0,868

	Інфекції (n=37)
	10 (27,0%)

P1-3>0,345
	9 (24,3%)

P1-3>0,834
	8 (21,6%)

P1-3>0,229
	9 (24,3%)

P1-3>0,084
	1 (2,7%)

P1-3>0,473

	Всього

(n=111)
	28 (25,2%)
	22 (19,8%)
	20 (18,1%)
	37 (33,3%)
	4 (3,6%)


Примітка. P1-2- достовірність відмінностей між групою контролю і ХВГ.

P2-3- достовірність відмінностей між групою ХВГ і інфекцій. 

P1-3- достовірність відмінностей між групою контролю і інфекцій. 
Таблиця 3.5
Аналіз гестаційного віку в досліджених групах

	Групи
	Гестаційний вік

	
	22 − 29 тижнів
	30 − 33 тижнів
	34 − 37 тижнів
	38-40 тижнів
	41 − 42 тижнів

	Група контролю (n=30)
	6 (20,0%)
	4(13,3%)
	3 (10,0%)
	15 (50,0%)
	2 (6,7%)

	Група ХВГ (n=148)
	36(24,3%)

P1-2>0,614

P2-3>0,944
	22(14,9%)

P1-2>0,821

P2-3>0,634
	35(23,7%)

P1-2>0,097

P2-3>0,693
	52(35,1%)

P1-2>0,126

P2-3>0,912
	3 (2,0%)

P1-2>0,156

P2-3>0,916

	Группа інфекції

(n=93)
	23 (24,7%)

P1-3>0,599
	16 (17,2%)

P1-3>0,616
	20 (21,5%)

P1-3>0,163
	32(34,4%)

P1-3>0,129
	2(2,2%)

P1-3>0,232

	Всього (n=271)
	65 (24,0%)
	42(15,5%)
	58 (21,4%)
	99(36,5%)
	7 (2,6%)


Примітка. P1-2- достовірність відмінностей між групою контролю і ХВГ.

P2-3- достовірність відмінностей між групою ХВГ і інфекцій. 

P1-3- достовірність відмінностей між групою контролю і інфекцій. 
Так, у 7 (2,6%) жінок з усієї вивченої вибірки раніше відзначалися випадки антенатальної загибелі плоду. Ще в 7 (2,6%) випадках у матерів раніше мали місце багатоплідні вагітності, а 11 (4,1%) пацієнткам виконували екстракорпоральне запліднення. Проте, враховуючи невелику кількість спостережень, ці ознаки не були включені в детальний аналіз. При порівняльній оцінці цих мертвонароджених плодів від матерів з абортами в анамнезі, у різних групах не було виявлено достовірних відмінностей (Табл.3.9). Виняток становили лише плоди з групи інфекції, у яких відзначалася достовірно менша маса тіла у порівнянні з групою контролю.
Роздільний аналіз значення абортів в анамнезі по групах показав, що в групі ХВГ не було виявлено достовірних відмінностей при порівнянні у вибірках з абортами або без них. 
Таблиця 3.6
Антропометричні дані мертвонароджених дітей

	
	Загальна група (n=271)
	Група контролю (n=30)
	Група ХВГ (n=148)
	Група інфекції (n=93)
	Р 1
	Р 2
	Р 3 
	Р 4 

	Маса
	1995,0±16,6

960 - 2795
	2635,0±36,5
2230,0 - 3300,0
	2425,0±22,5

1475,0 - 3150,0
	1570,0±27,0

750,0 -  2550,0
	<0,001
	>0,064
	<0,001
	<0,001

	Довжина
	43,0±0,1

35 - 51
	50,5±0,3
41,0 - 53,0
	48,0±0,2

40,5 - 52,0
	42,0±0,2

32,0 - 50,0
	<0,001
	>0,127
	<0,001
	<0,001

	Окружність голови
	29,0±0,08

24 - 32
	32,0±0,2

29,0 - 35,0
	31,0±0,1

27,0 - 33,0
	28,0±0,14

22,0 - 33,0
	<0,003
	>0,151
	<0,002
	<0,003

	Окружність грудної клітки
	27,0±0,08
21 - 30
	30,0±0,2

35,0 - 32,0
	29,0±0,1

23,0 - 32,0
	25,0±0,16

20,0 - 31,0
	<0,002
	>0,111
	<0,004
	<0,005


Примітка. P1 - достовірність відмінностей між групою контролю і загальною групою 

P2 - достовірність відмінностей між групою ХВГ і контролем.

P3 - достовірність відмінностей між групою контролю і інфекцій. 
P4 - достовірність відмінностей між групою ХВГ і інфекцій. 

Таблиця 3.7

Антропометричні дані доношених мертвонароджених дітей

	Група
	Маса тіла, 
х 10-3, кг
	Довжина тіла, 
х10- 2, м
	Окружність грудної клітки, 
х10- 2, м
	Окружність голови, 
х10- 2, м

	Контроль
(n=30)
	3180,0±149,5
	51,8±1,3
	31,7±0,8
	32,9±0,7

	ХВГ
(n=27)
	3025,7±88,51
P1-2>0,614

P2-3>0,944
	51,34±0,5
P1-2>0,614

P2-3>0,944
	31,0 ±0,6
P1-2>0,614

P2-3>0,944
	32,74±0,4
P1-2>0,614

P2-3>0,944

	Інфекції
(n=22)
	3180,0±149,5
	51,8±1,3
	31,7±0,8
	32,9±0,7


Примітка. P1-2- достовірність відмінностей між групою контролю і ХВГ.

P2-3- достовірність відмінностей між групою ХВГ і інфекцій. 

P1-3- достовірність відмінностей між групою контролю і інфекцій. 
Таблиця 3.8
Антропометричні дані недоношених мертвонароджених дітей

	Група
	Масатіла, 
х10-3кг
(Me±me;Q25-75)
	Довжинатіла, х10- 2, м
(Me±me;Q25-75)
	Окружність грудної клітки, х10- 2, м
(Me±me;Q25-75)
	Окружність голови, х10- 2, м
(Me±me;Q25-75)

	Контроль
	1405,83±184,3
	38,7±1,7
	23,5±1,2 
	26,42±1,1

	ХВГ
	1297,38±65,9#

P1-2>0,614

P2-3>0,944
	37,54±0,6

P1-2>0,614

P2-3>0,944
	23,67±0,6

P1-2>0,614

P2-3>0,944
	26,29±0,6

P1-2>0,614

P2-3>0,944

	Інфекції
	1269,41±81,4#

P1-3>0,345
	37,08±0,8

P1-3>0,345
	22,63±0,6

P1-3>0,345
	25,57±0,6

P1-3>0,345


Примітка. P1-2- достовірність відмінностей між групою контролю і ХВГ.

P2-3- достовірність відмінностей між групою ХВГ і інфекцій. 

P1-3- достовірність відмінностей між групою контролю і інфекцій. 
У підгрупі плодів, у яких матері мали аборти в анамнезі, спостерігалася виразна тенденція до зменшення маси тіла (Табл.3.10).
Таблиця 3.9
Антропометричні дані мертвонароджених дітей у абортаріїв в анамнезі
	Група
	Маса тіла, 
х 10-3кг
(Me±me;Q25-75)
	Довжина тіла, х10- 2, м
(Me±me;Q25-75)
	Окружність грудної клітки, х10- 2, м 
(Me±me;Q25-75)
	Окружність голови, х10- 2, м
(Me±me;Q25-75)

	Контроль
	2635±36,5

(2230-3300)
	50,5±0,3

(41-53)
	32±0,1
(30-33)
	30±0,1
(29-32)

	ХВГ
	2315±49,3
(1530-3300)
P1-2>0,187

P2-3>0,325
	48,0±0,4

(41-52)

P1-2>0,164

P2-3>0,666
	32,0±0,2

(29-34)
P1-2>0,764

P2-3>0,693
	29,0±0,2

(26-32)
P1-2>0,415

P2-3>0,978

	Інфекції
	2085±54,0
(930-2690)

P1-3<0,011
	49,5±0,5

(42-52)
P1-3>0,468
	32,5±0,3

(28-33)
P1-3>0,934
	29,5±0,3

(25-32)
P1-3>0,468


Примітка. P1-2- достовірність відмінностей між групою контролю і ХВГ.

P2-3- достовірність відмінностей між групою ХВГ і інфекцій. 

P1-3- достовірність відмінностей між групою контролю і інфекцій
У групі інфекції, навпаки, були продемонстровані достовірні відмінності при порівнянні антропометричних даних у плодів від матерів з абортами в анамнезі і без (Табл.3.11).

Відмінності не були об'єктивними тільки при оцінці маси плодів. Звертало на себе увагу, що на відміну від групи ХВГ, довжина, окружність голови і грудної клітки мертвонароджених від матерів, що переносили аборти, були достовірно вище.

При включенні в аналіз антропометричних параметрів мертвонароджених, у матерів яких не було абортів в анамнезі, достовірні відмінності були отримані за усіма досліджуваними ознаками при порівнянні груп інфекції і контролю, а також груп ХВГ і ВУІ (Табл.3.12).

.

Таблиця 3.10
Антропометричні дані мертвонароджених дітей при порівнянні абортаріїв в анамнезі та жінок без абортів групи ХВГ та контролю
	
	Група контролю (n=30)
	Група ХВГ (n=148)
	Група ХВГ без абортів (n=118)
	Група ХВГ з абортами (n=30)
	Р 1

	Р 2 
	Р 3

	Р 4


	Маса
	2635,0±36,5
2230,0 - 3300,0
	2425,0±22,5

1475,0 - 3150,0
	2450,0±25,3

1450,0 - 3100,0
	2315,0±49,3

1530,0 - 3300,0
	>0,064
	>0,919
	>0,064
	>0,187

	Довжина
	50,5±0,3
41,0 - 53,0
	48,0±0,2

40,5 - 52,0
	48,0±0,2

40,0 - 52,0
	48,0±0,4

41,0 - 52,0
	>0,127
	>0,702
	>0,154
	>0,164

	Окружність голови
	32,0±0,2

29,0 - 35,0
	31,0±0,1

27,0 - 33,0
	31,0±0,1

26,0 - 33,0
	32,5±0,2

29,0 - 34,0
	>0,151
	>0,128
	>0,097
	>0,752

	Окружність грудної клітки
	30,0±0,2

35,0 - 32,0
	29,0±0,1

23,0 - 32,0
	29,0±0,1

23,0 - 31,0
	30±0,2

26,0 - 32,0
	>0,111
	>0,101
	>0,060
	>0,820


Прим. P1 - достовірність відмінностей між групою контролю і ХВГ.
P2 - достовірність відмінностей між групою ХВГ без абортів і з абортами. 

P3 - достовірність відмінностей між групою ХВГ без абортів і групою контролю. 

P4 - достовірність відмінностей між групою ХВГ з абортами і групою контролю. 

Таблиця 3.11

Антропометричні дані мертвонароджених дітей при порівнянні абортаріїв в анамнезі та жінок без абортів групи Інфекцій та контролю
	
	Група контролю (n=30)
	Група Інфекції (n=93)
	Група Інфекції без абортів (n=71)
	Група Інфекції c абортами 

(n=22)
	Р 1

	Р 2
	Р 3

	Р 4 


	Маса
	2635,0±36,5
2230,0 - 3300,0
	1570,0±27,0

750,0 -  2550,0
	1420,0±30,9

740 - 2350
	2085,0±54,0

930,0 - 2690,0
	<0,001
	<0,001
	<0,011
	>0,155

	Довжина
	50,5±0,3
41,0 - 53,0
	42,0±0,2

32,0 - 50,0
	40,0±0,3

32 - 48
	49,5±0,48

42,0 - 52,0
	<0,001
	<0,001
	>0,468
	<0,006

	Окружність голови
	32,0±0,2

29,0 - 35,0
	28,0±0,14

22,0 - 33,0
	26,0±0,16

22 - 32
	32,5±0,26

28,0 - 33,0
	<0,002
	<0,001
	>0,502
	<0,014

	Окружність грудної клітки
	30,0±0,2

35,0 - 32,0
	25,0±0,16

20,0 - 31,0
	23,0±0,18

20 - 30
	29,5±0,30

25,0 - 32,0
	<0,003
	<0,001
	>0,776
	<0,010


Прим. P1 - достовірність відмінностей між групою контролю і інфекцій.
P2 - достовірність відмінностей між групою інфекцій без абортів і групою контролю 
P3 - достовірність відмінностей між групою інфекцій з абортами і групою контролю. 
P4 - достовірність відмінностей між групою ХВГ без абортів і з абортами. 

Таблиця 3.12

Антропометричні дані мертвонароджених дітей при порівнянні жінок без абортів групи Інфекцій та ХВГ
	
	Група контролю (n=30)
	Група ХВГ без абортів (n=118)
	Група Інфекції без абортів (n=71)
	Р 1

	Р 2 
	Р 3


	Маса
	2635,0±36,5
2230,0 - 3300,0
	2450,0±25,3

1450,0 - 3100,0

	1420,0±30,9

740 - 2350
	>0,064
	<0,001
	<0,001

	Довжина
	50,5±0,3
41,0 - 53,0
	48,0±0,2

40,0 - 52,0


	40,0±0,3

32 - 48
	>0,154
	<0,001
	<0,001

	Окружність голови
	32,0±0,2

29,0 - 35,0
	31,0±0,1

26,0 - 33,0
	26,0±0,16

22 - 32
	>0,097
	<0,001
	<0,001

	Окружність грудної клітки
	30,0±0,2

35,0 - 32,0
	29,0±0,1

23,0 - 31,0

	23,0±0,18

20 - 30
	>0,060
	<0,001
	<0,001


Прим. P1 - достовірність відмінностей між групою ХВГ без абортів і групою контролю.
P2 - достовірність відмінностей між групою інфекцій без абортів і групою контролю 
P3 - достовірність відмінностей між групою інфекцій без абортів і групою ХВГ з абортами. 
Вік матерів варіював від 16 до 44 років і складав в середньому 30,3±0,4 років. Треба відмітити, що середні значення віку матерів були схожі в усіх досліджених групах: 31,2±1,3 років у групі контролю, 30,2±0,5 років у групі ХВГ і 30,4±0,6 років у групі інфекції. При оцінці розподілу різних значень материнського віку по групах дослідження було виявлено, що найчастіше мертвонародження мали місце у віковому інтервалі 26-30 років (Табл.3.13). Значення цього параметра було найсильніше виражено у групі материнської інфекції (були відмінності в усіх чотирьох тимчасових точках виміру). У групі ХВГ цей параметр продемонстрував достовірність тільки у двох з чотирьох точок виміру, а в групі контролю - лише в одній з них
Таблиця 3.13

Розподіл матерів мертвонароджених плодів відповідно до віку матерів

	Групи
	Вік матерів

	
	16 − 25 років
	26 − 30 років
	31 − 35 років
	36 − 40 років
	41 − 44 років

	Група контролю (n=30)
	6 (20,0%)
	7 (23,3%)


	8 (26,7%)
	6 (20,0%)
	3 (10,0%)*

	Група 

ХВГ

(n=148)
	32 (21,6%)
P1-2>0,846

P2-3>0,054
	46 (31,1%)
P1-2>0,396

P2-3>0,060
	44 (29,7%)
P1-2>0,742

P2-3>0,777
	20 (13,5%)*
P1-2>0,359

P2-3>0,701
	6 (4,1%)*
P1-2>0,182

P2-3>0,664

	Група інфекції

(n=93)
	11 (11,8%)*
P1-3>0,260
	40 (43,1%)
P1-3>0,055
	26 (28,0%)*
P1-3>0,890
	11 (11,8%)*
P1-3>0,260
	5 (5,3%)*
P1-3>0,364

	Всього 

(n=271)
	49 (18,1%)*
	93 (34,3%)
	78 (28,8%)
	37 (13,7%)*
	14 (5,1%)*


Примітка. P1-2- достовірність відмінностей між групою контролю і ХВГ.

P2-3- достовірність відмінностей між групою ХВГ і інфекцій. 

P1-3- достовірність відмінностей між групою контролю і інфекцій
*  - р<0,05 при порівнянні з віком 26-30 років
У 72-ти випадках (26,6%) за медичними показаннями вагітним виконувався кесаревий розтин. Відповідно, у 199 жінок (73,4%) пологи відбувалися через природні родові шляхи. У групі контролю пологи з допомогою кесарева розтину сталися в 30,0% (n=9) спостережень, а у групі ХВГ - в 38,4% (n=57), при цьому у групі інфекцій було відмічено значно більше число пологів за допомогою оперативних втручань - 60,6% (n=56).
У 55% жінок усієї вивченої популяції ця вагітність була першою. Кількість пологів варіювала від 1 до 8 і складала, в середньому, 2,4±0,34. Розподіл числа пологів мав схожі показники в усіх досліджених групах (Табл.3.14). Достовірні відмінності у порівнянні з таким параметром, як перші пологи, були зафіксовані в усіх точках виміру у матерів усіх трьох груп.

Таблиця 3.14
Розподіл першонароджуючих та повторнонароджуючих жінок

	Групи 
	Число пологів

	
	1
	2
	3
	4
	8

	Група контролю (n=30)
	19 (63,3%)
	6 (20,0%)*
	4 (13,3%)*
	1 (3,4%)*
	0*

	Група 

ХВГ

(n=148)
	79 (53,4%)
P1-2>0,322

P2-3>0,705
	49 (33,1%)*
P1-2>0,159

P2-3>0,627
	15 (10,1%)*
P1-2>0,605

P2-3>0,679
	4 (2,7%)*
P1-2>0,833

P2-3>0,809
	1 (0,7%)*
P1-2>0,137

P2-3<0,011

	Група інфекції

(n=93)
	52 (55,9%)
P1-3>0,477
	28 (30,1%)*
P1-3>0,284
	11(11,8%*)
P1-3>0,827
	2 (2,2%)*
P1-3>0,715
	0*
P1-3>0,011

	Всього 

(n=271)
	150 (55,4%)
	83(30,6%)*
	30 (11,0%)*
	7 (2,6%)*
	1 (0,4%)*


Примітка. P1-2- достовірність відмінностей між групою контролю і ХВГ.

P2-3- достовірність відмінностей між групою ХВГ і інфекцій. 

P1-3- достовірність відмінностей між групою контролю і інфекцій
При аналізі архівного матеріалу встановлено, що за клінічними даними усі вагітні жінки з групи контролю були здорові. Перебіг вагітності у них був фізіологічний і не супроводжувався будь-якими ускладненнями. 
У історіях хвороби не було згадок про аборти і анте- або інтранатальну загибель плоду при попередніх вагітностях. У групі ХВГ і групі інфекцій у матерів була виявлена різна екстрагенітальна і генітальна патологія, а також ускладнення вагітності.

При порівнянні цих двох груп відносно наявності екстрагенітальної патології та шкідливих звичок було виявлено, що вони зустрічалися більше ніж у 50% пацієнток, як першої, так і другої вибірок (Табл. 3.15). 

Таблиця 3.15

Розподіл жінок з урахуванням шкідливих звичок і 

екстрагенітальної патології в досліджуваних групах

	Назва патології
	Група ХВГ

(n=148) (%)
	Група інфекцій

(n=93) (%)
	Р

	Тютюнопаління
	1 (0,7)
	5 (5,4)
	<0,024

	Ін'єкційна наркоманія
	0
	1 (1,1)
	>0,203

	Ожиріння
	19 (12,8)
	13 (13,9)
	>0,806

	Гіпертонічна хвороба
	13 (8,8)
	6 (6,5)
	>0,520

	Дифузний зоб
	14 (9,5)
	2 (2,1)
	<0,026

	Нейроциркуляторна дистонія
	17 (11,5)
	3 (3,2)
	<0,024

	Патологія нирок і сечових шляхів
	2 (1,4)
	21 (22,6)
	<0,001

	Міопія
	18 (12,2)
	4 (4,3)
	<0,040

	Варикозне розширення вен нижніх кінцівок
	6 (4,1)
	1 (1,1)
	>0,181

	Хронічний панкреатит
	1 (0,7)
	4 (4,3)
	>0,058

	Цукровий діабет
	10 (6,8)
	0
	<0,011

	Всього
	101 (68,2)
	60 (64,5)
	>0,553


Хоча обидві групи не були однорідними відносно цього параметра, між ними не було продемонстровано достовірних відмінностей у загальному рівні екстрагенітальної патології (р>0,05). В обох групах було зафіксовано виразне переважання пацієнток з ожирінням (12,8% і 13,9% відповідно, р>0,806). У вибірці материнської інфекції рівні захворювань нирок і сечових шляхів були достовірно вище, ніж у матерів з групи ХВГ (р<0,001). З іншого боку, у матерів, плоди яких мали внутрішньоутробну гіпоксію, відзначався об'єктивно вищий рівень дифузного зобу, нейроциркуляторної дистонії, міопії і цукрового діабету.

Оцінка генітальної патології показала, що вона достовірно частіше зустрічалася в групі інфекції (Табл. 3.16). При вилученні з аналізу випадків генітальної інфекції ці відмінності не були такими очевидними, але залишалися статистично значущими (р<0,05). У вибірці інфекції виявлявся значно вищий рівень ерозій шийки матки і істміко-цервикальної недостатності.

Серед спектру інфекційної патології матерів значно переважали захворювання, пов'язані з вірусом герпесу і цитомегаловірусом, а також інфекції статевих шляхів (Графік 3.2). 

Таблиця 3.16

Розподіл жінок досліджуваних груп відповідно генітальної патології

	Назва патології
	Група ХВГ

(n=148) (%)
	Група інфекцій

(n=93) (%)
	Р

	Інфекція статевих шляхів
	0
	42 (45,2)
	<0,001

	Фіброміома матки
	13 (8,8%)
	6 (6,5)
	>0,520

	Ерозія шийки матки
	0
	7 (7,5)
	<0,001

	Істмико-цервікальна недостатність
	0
	8 (8,6)
	<0,001

	Всього
	13 (8,8)
	63 (67,7)
	<0,001


Останні найчастіше були пов'язані з хламідіями, уреаплазмами і гарднерелами. Треба відмітити, що у більшості жінок мало місце поєднання декількох патологій - як генітальної, так і екстрагенітальної. 

Загальний рівень ускладнень вагітності був набагато вищий у групі ХВГ (Табл.3.17). Ці відмінності були статистично значущими (р<0,001). У пацієнток з вибірки ХВГ суттєво переважали випадки прееклампсії, зокрема прееклампсії I ступеня тяжкості. Достовірних відмінностей відносно частоти анемії або резус-конфлікту в обох групах виявлено не було.
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Графік 3.2. Аналіз інфекційної патології у матерів з групи інфекції.
Таблиця 3.17.

Розподіл жінок досліджуваних груп відповідно ускладнень вагітності

	Назва патології
	Група ХВГ

(n=148) (%)
	Група 
інфекцій

(n=93) (%)
	Р

	Анемія
	41 (27,7)
	22 (23,7)
	>0,492

	Резус-конфлікт
	4 (2,7)
	0
	>0,112

	Загальний рівень прееклампсії
	46 (31,1)
	10 (10,8%)
	<0,001

	Прееклампсія легкого ступеня 
	27 (18,2)
	6 (6,5)
	<0,011

	Прееклампсія середнього ступеня
	13 (8,8)
	4 (4,3)
	>0,186

	Прееклампсія важкого ступеня
	6 (4,1)
	0
	>0,049

	Всього
	91 (61,5)
	32 (34,4)
	<0,001


При аналізі усього отриманого матеріала, були виділені деякі ознаки, що мали прогностичне значення відносно частоти мертвонароджень у групі материнської інфекції. При використанні дискримінантного аналізу найбільші дискримінантні коефіцієнти виявлені у таких параметрів, як вік матері від 26 до 30 років (Р<0,005), низька маса тіла плоду (Р<0,008), перша вагітність матері (Р<0,014), ожиріння матері (Р<0,029) і чоловіча стать плоду (Р<0,037) (Табл. 3.18).

Таблиця 3.18

Результати дискримінантного аналізу клініко-анамнестичних показників при прогнозуванні ранньої антенатальної смертності 
	
	Значення дискримінантного коефіцієнта F
	Достовірність дискримінантного коефіцієнта F

	Вік матері від 26 до 30 років 

(1- так; 2- ні)
	7,912
	<0,005

	Низька маса тіла плоду 

(1-низька; 2 - ненизька)
	7,236
	<0,008

	Перша вагітність матері 

(1- так; 2- ні)
	6,127
	<0,014

	Ожиріння у матері (1- так; 2- ні)
	4,811
	<0,029

	Чоловіча стать плоду 

(чол. - 1; жін. - 2)
	4,398
	<0,037

	Наявність генітальної інфекції у матері (1- так; 2- ні)
	0,640
	>0,425

	Патологія нирок і сечових шляхів у матері (1 – у наявності; 2- немає)
	0,001
	>0,976


Для уточнення прогностичного значення отриманих даних було вирішено скористатися методом дискримінантного прогнозування розвитку ранньої антенатальної смертності.

1. F1 = 17,1*2+2,0*1-18,7= 17,5

F2 = 16,4*2+1,5*1-16,9= 17,4, - 16-й пацієнт
При підвищеній масі тіла плоду, віку матері від 26 до 30 років, прогнозується високий ризик розвитку антенатальної смертності.

2. F1 = 17,1*1+2,0*2-18,7= 2,4

F2 = 16,4*1+1,5*2-16,9= 2,5, 160-й пацієнт
При пониженій масі тіла плоду, віку матері старше або молодше 26-30 років прогнозується низький ризик розвитку антенатальної смертності.

Резюме. Представлені дані демонструють, що з кожним роком кількість мертвонароджень у інфікованих вагітних у місті Харкові збільшується. Серед чинників ризику мертвонародження, пов'язаних з плодом, прогностичне значення у цій групі мають такі параметри, як чоловіча стать плоду (F=4,398, р<0,037) і низька маса тіла (F=7,236, р<0,008). Чинники прогнозу мертвонародження, пов'язані з матір'ю включають вік матері (F=7,912, р<0,005), наявність першої вагітності (F=6,127, р<0,014) і ожиріння (F=4,811, р<0,029).
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Розділ 4

МОРФО-ФУНКЦІОНАЛЬНІ ОСОБЛИВОСТІ надниркових ЗАЛОЗ ПЛОДІВ ЛЮДИНИ

4.1 Морфо-функціональна характеристика надниркових залоз у
плодів від матерів з фізіологічною вагітністю (контрольна група)
Незалежно від ступеня зрілості плоду, обидві надниркові залози мали характерні макроскопічні ознаки.  У більшості випадків права надниркова залоза була округло-трикутної форми, а ліва - листоподібна.
Ззовні адренальні залози були покриті тонкою капсулою зрихлої сполучної тканини. Консистенція залоз визначалася як м'яко-еластична. На розрізі чітко візуалізувалися два шари - вохряно-жовтий зовнішній і червонисто-бурий внутрішній.

Необхідно відзначити, що у деяких спостереженнях під капсулою і на розрізі виявлялися діапедезні крововиливи. У 28,6% (n=4) випадків ця морфологічна особливість відзначалася в обох надниркових залозах, а в 14,3% (n=2) спостережень - тільки у правій наднирковій залозі.

Макроскопічно надниркові залози доношених і недоношених плодів відрізнялися розмірами і масою, що було пов'язано з меншими розмірами тіла недоношених (Табл. 4.1).
Таблиця.4.1

Маса і розміри надниркових залоз у плодів групи контролю

	Показник
	Доношені плоди (n=7)
	Недоношені плоди (n=7)
	Р

	Маса надниркових залоз 

в середньому, х10- 3 кг
	8,7 ±0,2
	5,2 ±0,1
	р=0,0019

	Довжина, х 10-2 м
	3,6 ± 0,1
	2,5 ± 0,01
	р=0,0003

	Ширина, х 10-2 м
	2,6±0,2
	1,7±0,1
	р=0,001

	Товщина, х 10-2 м
	0,0,9±0,02
	0,0,6±0,03
	р<0,001


Капсула, що покриває надниркові залози, мікроскопічно була представлена двома добре помітними шарами: зовнішнім і внутрішнім. Зовнішній шар складався з рихлої сполучної тканини. Місцями він був декілька разволокнений (частіше у недоношених плодів). Внутрішній шар капсули мав більш компактну структуру. Від капсули углиб органу відходили численні ніжно-волокнисті септи, що складали строму залози. У корі надниркових залоз плодів виявлялися два шари, представлені постійною (дефінітивом) і фетальною корою. Мікроскопічно дефінітива кора була добре виражена і складалася з клубочкової і пучкової зон. У доношених плодів у всіх випадках межі між зонами кори були чіткими (Рис. 4.1). У підгрупі недоношених плодів межі між зонами кори у 28,6% (n=2)  випадків виглядали змазаними.
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Рис. 4.1 Чітка зональність кори надниркової залози доношеного плоду групи контролю. Забарвлення гематоксиліном-еозином,  зб.×100.

Мікроскопічна картина клубочкової зони була представлена невеликими "клубочками" неправильної форми, які містили дрібні овальні або округлі клітини із злегка базофільною, зернистою цитоплазмою і невеликим темним ядром. При збільшенні мікроскопа ×400 візуалізувалася вакуолізація цитоплазми. У деяких полях зору виявлялися клітини з гіпертрофованими ядрами. Хоча ядерця виявлялися не в кожному ядрі, в окремих клітинах одночасно визначалося декілька ядерець. У більшості спостережень клітини розташовувалися компактно. Рідше відзначалося їх рихле розташування серед петель сполучної тканини. Для клубочкової зони також була характерна помірно виражена мозаїчність. При цьому поля клітин зі світлою цитоплазмою чергувалися з темними клітинами чіткими.

У недоношених плодів аркадні структури були помітні тільки подекуди, тоді як у доношених вони візуалізувалися в усіх спостереженнях. У переважному числі випадків контрольної групи ядра клітин клубочкової зони були помірно базофільні (Рис. 4.2). 
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Рис. 4.2 Помірно підвищене кровонаповнення синусоїдів надниркових залоз (чорна стрілка). Вогнища цитолізу і резорбції спонгіоцитів (біла стрілка) пучкової зони надниркової залози недоношених плодів контрольної групи. Забарвлення гематоксиліном-еозином,  зб.×400.

У недоношених плодів контрольної групи постійна кора була більш вузькою. Ширина клубочкової зони при цьому мала тенденцію до відносного збільшення. Адренокортикоцити клубочкової зони характеризувалися невеликими розмірами і рихлим розташуванням. У доношених плодів ці клітини локалізувалися щільніше.
Пучкова зона у цій групі була представлена великими кубічними або призматичними спонгіоцитами з переважно еозинофільною, місцями злегка базофільною цитоплазмою. Клітини пучкової зони розташовувалися серед тонких прошарків сполучної тканини у вигляді перпендикулярно орієнтованих до поверхні органу стовпчиків. З наближенням до центральних відділів надниркової залози, перпендикулярна орієнтація стовпчиків втрачалася і переходила у фетальну кору. Спонгіоцити візуалізувалися у вигляді невеликих темних клітин з щільним ядром. Проте деякі клітини мали відносно світле ядро з ледве помітними глибками хроматину, а також світлу слабо вакуолізовану цитоплазму. 

У недоношених плодів пучкова зона була у 1,4 раза ширше за клубочкову, у доношених - у 1,9 раза (р=0,002). В 50,0% спостережень у недоношених виявлялася змазаність колончатої структури. Також звертала на себе увагу виражена мозаїчність вказаної зони. Ще однією особливістю, яка була виявлена у даній підгрупі плодів, була наявність вогнищ цитолізу і резорбції спонгіоцитів (Табл. 4.2). Проте їх сумарний об'єм у більшості випадків не був значним і складав 0,2% від усього об'єму пучкової зони (Рис. 4.3). У доношених плодів вогнища цитолізу і резорбції не були виявлені. 
Таблиця 4.2

Відносні об'єми (%) основних структурних компонентів кори надниркових залоз у доношених і недоношених плодів групи контролю

	Структурні компоненти
	Доношені плоди (n=7)
	Недоношені плоди (n=7)
	Р



	Постійна кора
	56,02(2,7
	47,46(1,29
	р=0,005

	Клубочкова зона
	19,9±0,79
	20,44±0,9
	р=0,26

	Пучкова зона
	36,15±1,96
	27,02 ± 0,9
	р=0,002

	Фетальна кора
	43,98 ± 1,5
	52,53 ± 1,29
	р=0,0356

	Строма 
	11,6±0,3
	13,4±0,5
	р=0,059

	Паренхіма
	88,4±0,7
	86,5±0,6
	р=0,09

	СПВ
	0,0,13±0,006
	0,0,15±0,005
	р=0,788
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Рис. 4.3 Світлі (чорна стрілка) та темні (біла стрілка) спонгіоцити пучкової зони кори надниркової залози недоношених плодів контрольної групи. Забарвлення гематоксиліном-еозином, зб.×400.

Клітини фетальної зони характеризувалися великими розмірами, багатокутною формою і світлою еозинофільною цитоплазмою. Проте, у деяких спостереженнях також виявлялися і кубічні адренокортикоцити. Ці клітини мали світлі, округлі й великі ядра з суттєво вираженими ядерцями і глибками хроматину. Мозаїчність будови цієї зони в усіх групах була виражена помірно. Інколи виявлялися гігантські клітини.
При порівнянні фетальної зони доношених і недоношених плодів були зафіксовані наступні відмінності: у недоношених фетальна зона була достовірно ширше (р=0,0356), її клітини і ядра були більшими, а венозні синусоїди надниркових залоз мали підвищене кровонаповнення.

Порівняльні параметри структурних компонентів кори надниркових залоз приведені на графіку 4.1 і у таблиці 4.3.

У роботі досліджували продукцію гормонів надниркових залоз, за допомогою антисироватки до кортизолу. Отримані дані демонструє таблиця 4.4. та Рис.4.4.
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Графік 4.1 Відносні об'єми основних структурних компонентів кори надниркових залоз у доношених і недоношених плодів групи контролю

Таблиця 4.3

Кількість клітин в полі зору і дані цитокаріометрії у різних зонах кори надниркових залоз плодів контрольної групи

	Зона
	Група
	Щільність клітин у полі зору х (екз.)
	Середня площа клітин, мкм2
	Середня площа ядер, мкм2
	ЯЦІ

	Клубочкова
	Доношені 
(n=7)
	270,6±8,85*

р<0,001
	189,65±3,4*

р=0,0016
	95,2±2,2*

р<0,001
	0,38±0,023*

Р=0,001

	
	Недоношені (n=7)
	194,4± 11,2
	161,9±3,7
	76,6±1,6
	0,51±0,018

	Пучкова


	Доношені 
(n=7)
	304,0±9,6*

р=0,0056
	322,1±9,5*

р<0,001
	112,9±2,6*

р<0,001
	0,3±0,02*
р<0,001

	
	Недоношені (n=7)
	290,9±7,9
	185,7±4,8
	89,6±2,1
	0,54±0,03

	Фетальна


	Доношені 
(n=7)
	271,2±11,5

р=0,447
	197,5±5,9

р=0,11
	93,4±2,8

р=0,323
	0,42±0,023*

Р=0,147

	
	Недоношені (n=7)
	246,1±25,1
	188,5±3,7
	89,3±3,4
	0,0,52±0,03


Примітка: * - при р≤0,05 між доношеними і недоношеними плодами

Таблиця 4.4

Оптична щільність свічення (ум.од.св.) кортизолу у пучковій і фетальній зоні кори надниркових залоз плодів контрольної групи

	Група контролю
	Доношені (n=7)
	Недоношені (n=7)
	Р1
	Р2
	Р3

	Пучкова зона (ум.од.св.)
	0,0,72±0,03
	0,0,70±0,05
	р=0,594
	р=0,095
	р=0,632

	Фетальная зона 

(ум.од.св.)
	0,0,65±0,03
	0,0,67±0,03
	р=0,318
	
	Р=0,11


Р1 - між показниками оптичної щільності свічення кортизолу у доношених і недоношених плодів

Р2 - між показниками оптичної щільності свічення кортизолу у пучковій і фетальній зонах доношених плодів

Р3 - між показниками оптичної щільності свічення кортизолу у пучковій і фетальній зонах недоношених плодів
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Рис. 4.4 Помірна імунофлюоресценція кортизолу у пучковій зоні надниркової залози доношеного плоду групи контролю. Антисироватка до кортизолу, зб.×1000. 

Кореляційний аналіз між ЯЦІ і оптичною щільністю свічення кортизолу виявив слабкий позитивний взаємозв'язок у пучковій зоні (у доношених r= +0,31, у недоношених r= +0,26; р=0,59) і у фетальній зоні ( у доношених r=+0, 27, у недоношених r= +0,18; р=0,32).

Нами не було виявлено достовірних відмінностей концентрацій кортизолу у доношених і недоношених плодів. На цій підставі можна припустити, що надниркові залози недоношених плодів характеризуються необхідними функціональними параметрами для адекватного забезпечення організму глюкокортикостероїдами.
Ми також вивчили стромальний компонент кори надниркових залоз з використанням панелі імуногістохімічних маркерів, зокрема МКАт до колагену I і III типу. У капсулі органу, в сполучнотканинних септах і периваскулярно виявлялася специфічна імунофлюоресценція як у доношених, так і у недоношених плодів. Таблиця 4.5 демонструє, що у недоношених була тенденція до підвищення імунофлюоресценції колагену. Це свідчить про наявність більш щільних сполучнотканинних септ у надниркових залозах цієї підгрупи, що також підтверджується збільшенням стромально-паренхіматозного співвідношення.

Таблиця 4.5

Оптична щільність свічення колагену I і III типів у корі надниркових залоз плодів контрольної групи

	Група контролю
	Доношені
(n=7)
	Недоно-шені

(n=7)
	Р1
	Р2
	Р3

	Колаген I типу (ум.од.св.)
	0,37±0,03
	0,53±0,04
	р<0,001
	р<0,001
	

	Колаген III типу (ум.од.св.)
	0,44±0,04
	0,49±0,05
	р<0,001
	
	Р<0,001


Р1 - між показниками оптичної щільності свічення колагену у доношених і недоношених плодів

Р2 - між показниками оптичної щільності свічення колагену у доношених плодів

Р3 - між показниками оптичної щільності свічення колагену у недоношених плодів

Незалежно від гестаційного віку, у корі надниркових залоз відзначалася наявність клітин-продуцентів IL-6 (1,5±0,09 екземпляра у полі зору) і клітин, продукуючих ФНП-α (1,3±0,04 екземпляра у полі зору) (Рис. 4.5). 
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Рис. 4.5 Поодинокі клітини-продуценти ІЛ-6 у наднирковій залозі доношеного плоду групи контролю. МКАт до ІЛ-6, зб.×1000.

При кореляційному аналізі між кількістю клітин-продуцентів IL-6 і оптичною щільністю свічення колагену ІІІ типу (у доношених r=0,1, у недоношених r=0,05; р=0,4), а також кількістю клітин-продуцентів ФНП-α і оптичною щільністю свіченняколагену ІІІ типу (у доношених r=0,13, у недоношених r=0,04; р=0,63) не продемонстровано достовірного кореляційного зв'язку в жодній з підгруп.

Таким чином, результати цього дослідження представляють морфо-функціональний стан кори надниркових залоз плодів, який відповідає анатомічній і фізіологічній нормі з урахуванням терміну гестації. Ці дані були використані нами для оцінки морфофункціональних особливостей  надниркових залоз плодів від матерів з ускладненою вагітністю.
Отримані результати демонструють достовірні відмінності між  наднирковими залозами підгруп доношених і недоношених плодів. Надниркові залози у доношених характеризувалися великими розмірами і масою, зміною співвідношення відносних об'ємів різних зон кори у бік зменшення клубочкової і фетальної зон на тлі розширення пучкової зони, а також збільшенням розмірів і щільності розташування адренокортикоцитів. При оцінці СПВ об'єктивних відмінностей в обох підгрупах виявлено не було, хоча імунофлюоресценція колагену I і III типу була достовірно нижче у доношених плодів. Дослідження імунофлюоресценції кортизолу в пучковій і фетальній зонах не продемонструвало достовірних відмінностей між доношеними і недоношеними плодами.
4.2 Морфо-функціональні особливості кори надниркових залоз 
плодів при ХВГ

Форма, колір і консистенція надниркових залоз у плодів з ХВГ не відрізнялися від таких у групі контролю.
У 40,0% спостережень під капсулою і на розрізі в обох залозах спостерігалися множинні дрібноточкові крововиливи, тоді як в групі контролю такі зони зустрічалися в 30,0% випадків (р=0,004). У 20,0% плодів зони крововиливів виявлялися тільки у правій наднирковій залозі, при 14,3% - у контрольній групі (р=0,0008). При порівнянні доношених плодів з ХВГ з групою контролю маса і розміри надниркових залоз мали виразну тенденцію до зменшення (р=0,05) (Табл. 4.6). При забарвленні пікрофуксином за методом ван Гізон виявлялося цегляно-червоне фарбування капсули органу, чого не спостерігалося у групі контролю (Рис. 4.6).
При мікроскопічному дослідженні було виявлено, що у групі ХВГ сполучнотканинна капсула, що покриває надниркові залози, є більш рихлою і разволокненною, а також має достовірно більшу ширину 4,4±2,21 мкм (р=0,001). Межі між шарами кори визначалися чітко. Проте у 4 (13,3%) спостереженнях вони були дещо стерті. Відносний об'єм клубочкової зони мав тенденцію до збільшення (р=0,525), хоча щільність розташування клітин була достовірно (р=0,02) понижена. При цьому об'єктивно (р=0,021) підвищувалося ядерно-цитоплазматичне співвідношення, що, можливо, свідчить про посилення функціональних можливостей клітин цієї зони (Табл.  4.8).
Таблиця 4.6 

Маса і розмір надниркових залоз у плодів порівнюваних груп

	Плоди
	Группа
	Маса обох надниркових залоз у середньому, х10- 3 кг
	Довжина, х 10-2 м
	Ширина, х 10-2 м
	Товщина, х 10-2 м

	Доношені (n=30)
	Контроль
	8,7 ±0,2
	3,6 ± 0,1
	2,6±0,2
	0,9±0,02

	
	ХВГ
	8,2±0,2
Р1=0,128

Р2=0,0004
	3,3±0,1

Р1=0,009

Р2=0,0018
	2,2±0,4

р1=0,0012

Р2=0,042
	0,8±0,02

р1=0,0417

Р2=0,02

	Недоношені

(n=34)
	Контроль
	5,2 ±0,1
	2,5 0,01
	1,7±0,1
	0,6±0,03

	
	ХВГ
	4,43±0,61
Р1<0,001
	2,3±0,06

Р1=0,175
	1,6±0,19

Р1=0,05
	0,54±0,23

Р1=0,07




Примітка: Р1 - між групою ХВГ і групою контролю;



Р2 - між доношеними і недоношеними плодами групи ХВГ
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Рис. 4.6 Червонисте фарбування капсули, вогнища виразного цитолізу та резорбції спонгіоцитів надниркової залози доношеного плоду. Забарвлення за методом ван Гізон,  зб.×200
Таблиця 4.7

Відносні об'єми (%) основних структурних компонентів надниркових залоз плодів порівнюваних груп

	Структурні компоненти
	Доношені (n=30)
	Недоношені (n=34)

	
	Контроль
	ХВГ
	Контроль
	ХВГ

	Постійна кора
	56,02(2,74
	60,2±1,6

Р1=0,01
	47,46(1,29
	62,53±1,5

Р1<0,001
Р2=0,52

	Клубочкова зона
	19,9±0,79
	20,18±1,06

Р1=0,525
	20,44±0,9
	19,73±1,26

Р1=0,795

Р2=0,54

	Пучкова зона
	36,15±1,96
	40,18±1,46

Р1=0,001
	27,02±0,9
	42,32±0,9

Р1<0,001
Р2=0,32

	Фетальна зона
	43,98±1,5
	39,64±1,53

Р1=0,009
	52,53±1,29
	37,96±1,4

Р1=0,0017

Р2=0,56

	Строма 
	11,6±0,3
	15,7±0,8

Р1=0,0009
	13,4±0,5
	17,2±1,1

Р1=0,002

Р2=0,6

	Паренхіма
	88,4±0,7
	84,1±0,6

Р1=0,0003
	86,5±0,6
	82,8±0,7

Р1=0,0007

Р2=0,55

	СПВ
	0,13±0,003
	0,18±0,0007

Р1=0,0003
	0,15±0,004
	0,2±0,002

Р1=0,001

Р2=0,46


Примітка: Р1 - між групою ХВГ і групою контролю;

Р2 - між доношеними і недоношеними плодами групи ХВГ

При оцінці надниркових залоз групи ХВГ клітини пучкової зони розташовувалися більш рихло серед петель сполучної тканини, ніж у групі контролю. Мозаїчність пучкової зони у різних спостереженнях була виражена неоднаково. У 55,0% плодів вона була такою ж помірною, як і у групі контролю. У інших випадках її характеризували, як виражену за рахунок великої кількості світлих клітин.
У трьох (10,0%) спостереженнях виявлялася деяка стертість колончатої структури пучкової зони. Цитоплазма світлих клітин була сильно вакуолізована, що добре демонструвалося при збільшенні мікроскопа ×650 (Рис. 4.7). Іноді у пучковій зоні відзначалися гігантські клітини.
Таблиця 4.8 

Кількість клітин у полі зору і результати цитокаріометрії у різних зонах кори надниркових залоз плодів порівнюваних груп (Х±х)
	Зона
	Група
	Щільність клітин у полі зору х  (екз.)
	Середня площа клітин, мкм2
	Середня площа ядер, мкм2
	ЯЦІ

	Доношені плоди (n=30)

	Клубочкова
	Контроль
	270,6±8,85
	189,65±3,4
	95,2±2,2
	0,0,38±0,02

	
	ХВГ
	215,4± 3,09

Р1=0,02
	168,8±5,15

Р1=0,004
	85,9±1,9

Р1=0,0014
	0,52±0,03

Р1=0,021

	Пучкова


	Контроль
	304,0±9,6
	22,1±9,5
	112,9±2,6
	0,3±0,02

	
	ХВГ
	346,4±12,8

Р1=0,0001
	363,07±10,15

Р1=0,0274
	125,7±3,7

Р1=0,461
	0,36±0,09

Р1=0,557

	Фетальна


	Контроль
	271,2±11,5
	197,5±5,9
	93,4±2,8
	0,42±0,023

	
	ХВГ
	188,6±3,94

Р1=0,02
	155,7±5,2

Р1<0,001
	75,9±2,9

Р1=0,005
	0,52±0,06

Р1=0,0014

	Недоношені плоди(n=34)

	Клубочкова
	Контроль
	194,4± 11,2
	161,9±3,7
	76,6±1,6
	0,0,51±0,02

	
	ХВГ
	186,5±8,6

Р1=0,02

Р2=0,04
	149,8±3,6

Р1=0,013

Р2=0,045
	68,7±2,2

Р1=0,012

Р2=0,037
	0,66±0,1

Р1=0,003

Р2=0,0002

	Пучкова


	Контроль
	290,92±7,84
	185,7±4,8
	89,6±2,1
	0,54±0,023

	
	ХВГ
	316,4±10,6

Р1=0,05

Р2=0,03
	179,5±3,8

Р1=0,0005

Р2=0,03
	102,6±2,66

Р1=0,046

Р2=0,0001
	0,56±0,04

Р1=0,466

Р2=0,02

	Фетальна


	Контроль
	246,08±25,12
	188,5±3,7
	89,3±3,4
	0,52±0,03

	
	ХВГ
	181,4±8,83

Р1=0,01

Р2=0,023
	177,16±6,2

Р1=0,12

Р2=0,001
	85,8±3,34

Р1=0,149

Р2=0,0006
	0,56±0,04

Р1=0,06

Р2=0,68


Примітка: Р1 - між групою ХВГ і групою контролю;

Р2 - між доношеними і недоношеними плодами групи ХВГ
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Рис. 4.7 Вакуолізація цитоплазми спонгіоцитів пучкової зони кори надниркових залоз доношеного плоду при ХВГ (чорна стрілка). Забарвлення гематоксиліном і еозином, зб.×650.

У більшості спостережень (83,3%) були виявлені вогнища цитолізу і резорбції спонгіоцитів, які займали до 3,6% об'єму пучкової зони (Графік 4.2.).
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Графік 4.2 Цитоліз і резорбція спонгіоцитів  у пучковій зоні надниркових залоз плодів групи контролю і групи ХВГ.

Мікроскопічна оцінка фетальной зони кори нерідко виявляла гігантські клітини, для яких був характерний високий рівень гормональної продукції. При порівнянні з контрольною групою щільність клітинних елементів і розміри адренокортикоцитів були достовірно понижені (р=0,02 для щільності клітин, р<0,001 для площі клітин). Відзначалися вогнища цитолізу і резорбції клітин, які є свідченням голокринового типу секреції кори надниркових залоз. Ці вогнища займали до 2,6% об'єму фетальної зони.
Нами був проведений кореляційний аналіз залежності відносного об'єму пучкової зони і щільності розташування спонгіоцитів, який виявив наявність помірного позитивного взаємозв'язку (r=+0, 52, р=0,009). Ширина зони достовірно (р=0,001) збільшувалася зі збільшенням щільності розташування клітин (Графік 4.3).
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Графік 4.3 Лінія регресії демонструє кореляцію між відносним об'ємом пучкової зони і щільністю клітин в надниркових залозах доношених плодів групи ХВГ.

Процеси синтезу кортизолу у спонгіоцитах пучкової зони і адренокортикоцитах фетальної були достовірно посилені (Табл .4.9, Рис. 4.8). На це вказують результати імуногістохімічного дослідження з використанням антисироватки до кортизолу.
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Рис. 4.8 Помірна імунофлюоресценція кортизолу у пучковій зоні надниркової залози доношеного плоду групи ХВГ. Антисироватка до кортизолу, зб.×1000. 

Кореляційний аналіз виявив помірний позитивний взаємозв'язок між інтенсивністю свічення кортизолу у пучковій зоні і ЯЦІ r= +0,44 (р=0,002). При оцінці показника у фетальній зоні ця залежність була слабкопозитивною r=+0, 37 (Графік 4.4).
Оцінка сполучнотканинного компонента строми надниркових залоз при забарвленні за методом ван Гізон продемонструвала потовщення сполучнотканинних септ. При морфометричному дослідженні у залозах спостерігалося достовірне збільшення стромального компонента (р=0,0003). 

Імуногістохімічний аналіз залоз виявив виражену флюоресценцію колагену I типу і помірну флюоресценцію колагену III типу у сполучнотканинних септах, капсулі органу, стінках судин і місцями в стромі залоз (Табл.4.10).

Таблиця 4.9
Оптична щільність свічення кортизолу у пучковій і

фетальній зоні кори надниркових залоз плодів групи ХВГ

	
	Группа ХВГ
	Група контролю

	
	Пучкова
зона,

ум.од.св
	Фетальна
зона, ум.од.св
	Пучкова
зона,

ум.од.св
	Фетальна
зона,

ум.од.св

	Доношені 
	0,85±0,02 

Р1=0,05

Р3=0,313
	0,79±0,02

Р2=0,0005
	0,72±0,03 


	0,65±0,03 



	Недоношені


	0,73±0,04
Р1=0,05

Р4=0,4

Р5=0,008
	0,62±0,04 

Р2=0,208

Р6=0,0005


	0,70±0,05 


	0,67±0,03 




Р1 - між показниками оптичної щільності свічення кортизолу у пучковій зоні групи контролю і ХВГ 

Р2 - між показниками оптичної щільності свічення кортизолу у фетальній зоні групи контролю і ХВГ 

Р3 - між показниками оптичної щільності свічення кортизолу групи ХВГ у пучковій і фетальній зонах доношених плодів

Р4 - між показниками оптичної щільності свічення кортизолу групи ХВГ у пучковій і фетальній зонах недоношених плодів

Р5 - між показниками оптичної щільності свічення кортизолу доношених і недоношених плодів групи ХВГ у пучковій зоні 

Р6 - між показниками оптичної щільності свічення кортизолу доношених і недоношених плодів групи ХВГ у фетальній зоні
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Графік 4.4 Лінія регресії демонструє кореляцію між оптичною щільністю свічення кортизолу і ЯЦІ у пучковій зоні надниркових залоз доношених плодів групи ХВГ.

Таблиця 4.10

 Оптична щільність свічення колагену I і III типів у корі надниркових залоз плодів групи ХВГ

	Група ХВГ
	Колаген І типу

ум.од.св
	Колаген ІІІ типу,

Ум.од.св

	Доношені

(n=30)
	0,86±0,03

Р1<0,001
Р2<0,001
	0,55±0,07 

Р1=0,006



	Недоношені

(n=34)
	0,84±0,1 

Р1<0,001
Р3=0,111

Р4=0, 1
	0,72±0,09 

Р1<0,001
Р5=0,0001




Р1 - між показниками оптичної щільності свічення колагену групи контролю і групи ХВГ у доношених і недоношених плодів

Р2 - між показниками оптичної щільності свічення колагену I і III типу у доношених плодів

Р3 - між показниками оптичної щільності свічення колагену I і III типу у недоношених плодів

Р4 - між показниками оптичної щільності свічення колагену I типу доношених і недоношених плодів групи ХВГ 

Р5 - між показниками оптичної щільності свічення колагену III типу доношених і недоношених плодів групи ХВГ 
При імуногістохімічному дослідженні також виявлялися одиничні клітини-продуценти IL-6 (2,1±0,6 екз. у полі зору ×400) і клітини, експресуючі ФНП-α (2,6±0,7 екз. у полі зору ×400). При кореляційному аналізі між рівнем продуцентів IL-6 і оптичною щільністю свічення колагену III типу (r=0,13, р=0,112), а також рівнем продуцентів ФНП-α і оптичною щільністю свічення колагену III типу (r=0,1, р=0,23) не продемонструвала достовірного кореляційного зв'язку в жодній з підгруп. 

При порівнянні морфо-функціональних параметрів надниркових залоз недоношених плодів з групою контролю були виявлені такі ж тенденції, як і у доношених. Адренальні залози у недоношених мали зменшені розміри і масу (Табл. 4.6). Межі між шарами кори визначалися чітко у 10 (29,5%) спостереженнях, в інших випадках були стертими. Ширина клубочкової зони кори була менше, ніж в групі контролю, хоча ці відмінності не були статистично значущі (р=0,795). Нами було зафіксовано достовірне зниження щільності клітин у полі зору та їх розмірів (р=0,02 для щільності розташування клітин, р=0,013 для площі клітин, р=0,012 для площі ядер). При цьому виявлено об'єктивне збільшення ЯЦІ (р=0,003). 
Оцінка пучкової зони продемонструвала відносне збільшення її ширини (р<0,001) і виражену мозаїчність, а також рихле розташування спонгіоцитів. У клітинах пучкової зони відзначався виражений каріорексис і каріолизис. У деяких випадках спостерігалися клітини з мітотичною активністю, а також вогнища цитолізу і резорбції з утворенням порожнин. 
Такі вогнища займали до 4,0% від загального об'єму кори (Рис.4.9). У надниркових залозах цієї підгрупи добре візуалізувалося підвищене кровонаповнення синусоїдів. Ширина фетальної зони була менше (р=0,0017), ніж в групі контролю. У ній також відзначалися вогнища цитолізу і резорбції клітин (до 2,6% об'єму зони).
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Рис. 4.9 Каріорексис і каріолизис у клітинах, вогнища цитолізу і резорбції у пучковій зоні кори надниркової залози недоношеного плоду групи ХВГ. Забарвлення гематоксиліном-еозином, зб.×400
При порівняльній оцінці надниркових залоз доношених і недоношених плодів у групі ХВГ були виявлені схожі тенденції. Проте, у підгрупі недоношених патологічні зміни, пов'язані з ХВГ, були виражені суттєвіше. Зокрема, в обох підгрупах спостерігалося зменшення відносного об'єму фетальної та клубочкової зон на тлі розширення пучкової зони.

При цьому достовірних відмінностей між цим параметром у підгрупах доношених і недоношених зафіксовано не було, що також стосувалося до наявності вогнищ цитолізу і резорбції. Проте щільність розташування і розміри адренокортикоцитів в усіх зонах були об'єктивно меншими у недоношених плодів (р=0,045 для клубочкової зони, р=0,03 для пучкової зони, р=0,001 для фетальної зони).
При оцінці гормональної активності в обох підгрупах було продемонстровано посилення імунофлюоресценції у порівнянні з контрольною групою. Проте, у доношених плодів оптична щільність свічення кортизолу мала достовірно вищі значення, ніж у недоношених. Це стосувалося як пучкової, так і фетальної зони (р=0,008 для пучкової зони, р=0,0005 - для фетальної). 

Стромально-паренхіматозне відношення в обох підгрупах було об'єктивно вище, ніж у плодів контрольної групи, але відмінності цього параметра у доношених і недоношених не були статистично достовірними. Імунофлюоресцентний аналіз продемонстрував збільшення свічення колагену I і III типу, як у доношених, так і у недоношених плодів (Рис.4.10). 
Проте у недоношених щільність свічення колагену III типу була значно вища (р=0,0001). Дослідження цитокінової активності показало помірне збільшення кількості кліток-продуцентівIL-6 і ФНП-α в обох підгрупах без статистично значущих відмінностей між доношеними і недоношеними. 

Кореляційний аналіз між щільністю клітин і шириною пучкової зони, а також між ЯЦІ і щільністю свічення кортизолу у пучковій і фетальній зонах виявив наявність достовірного позитивного зв'язку тільки у підгрупі доношених плодів. Оцінка кореляції між рівнем продуцентів IL-6 і оптичною щільністю свічення колагену III типу (r=0,15, р=0,24), а також рівнем продуцентів ФНП-α і оптичною щільністю свічення колагену III типу (r=0,1, р=0,38), не продемонструвала достовірного кореляційного зв'язку в жодній з підгруп.

[image: image17.jpg]



Рис. 4.10 Виражена імунофлюоресценція колагену I типу у сполучнотканинних септах та капсулі кори надниркової залози доношеного плоду групи ХВГ. МКАт до колагену I типу, зб.×100. 

Результати нашого дослідження вказують на наявність виразних морфологічних маркерів патологічного впливу ХВГ на надниркові залози плоду, як у доношених, так і у недоношених. До них відносяться збільшення відносного об'єму пучкової зони, зменшення щільності розташування і розмірів адренокортикоцитів, збільшення оптичної щільності свічення кортизолу у пучковій і фетальній зонах, а також оптична щільність свічення колагену I і III типів на тлі зростання стромально-паренхіматозного відношення. Достовірні відмінності між підгрупами доношених і недоношених плодів, що перенесли ХВГ, були зафіксовані тільки при оцінці імунофлюоресценції кортизолу і колагену III типу.

4.3 Морфо-функціональні особливості кори надниркових залоз 

плодів від інфікованих матерів

Як і у попередніх групах, під капсулою і на розрізі адренальних залоз спостерігали множинні діапедезні крововиливи, які зустрічалися приблизно з однаковою частотою в обох підгрупах (відповідно в 37,9% (n=11) у доношених і в 38,4% (n=15) спостереженнях у недоношених; р=0,002). При аналізі доношених маса і розміри надниркових залоз були достовірно меншими, ніж в групі контролю (Табл. 4.11). 

Сполучнотканинна капсула, яка покривала надниркові залози, виглядала рихлою і разволокненою, а також мала достовірно більшу ширину (Табл.4.12). 

Таблиця 4.11 

Маса і розмір надниркових залоз у плодів порівнюваних груп

	Плоди
	Группа
	Маса обох надниркових залоз в середньому, х10- 3 кг
	Довжина, 
х 10-2 м
	Ширина, 
х 10-2 м
	Товщина, х 10-2 м

	Доношені (n=30)
	Контроль
	8,7 ±0,2
	3,6±0,1
	2,6±0,2
	0,9±0,02

	
	Інфекція
(n=39)
	7,9±0,1
Р1=0,013
	3,2 ± 0,1
Р1=0,009
	2,4±0,1
Р1=0,06
	0,7±0,03
Р1=0,013

	
	ХВГ
	8,2±0,2
Р3=0,33
	3,3±0,1

Р3=0,2
	2,2±0,4 
р3=0,18
	0,0,8±0,02 р3=0,2

	Недоно-шені

(n=34)
	Контроль
	5,2 ±0,1
	2,5 0,01
	1,7±0,1
	0,0,6±0,03

	
	Інфекція
(n=29)
	3,68±0,34
Р1<0,001
Р2=0,009
	1,9±0,29
Р1=0,008

Р2=0,004
	1,37±0,19
Р1=0,008

Р2=0,006
	0,0,42±0,11
Р1=0,001

Р2=0,05

	
	ХВГ
	4,43±0,61
Р3=0,045
	2,3±0,06

Р3=0,19
	1,6±0,19

Р3=0,1
	0,0,54±0,23

Р3=0,09


Примітка: Р1 - між групою інфекцій і групою контроля;

Р2 - між доношеними і недоношеними плодами групи інфекцій

Р3 - між плодами груп інфекцій і ХВГ

При забарвленні пікрофуксином за методом ван Гізон адренальна капсула була червонуватого кольору. Ця особливість не спостерігалася у групі контролю, але виявлялася у групі ХВГ.
Вивчення клубочкової зони виявило виразну тенденцію до її відносного зменшення, що було пов'язано зі зменшенням кількості (р=0,004) і площі клітин. При цьому зафіксовано достовірне збільшення ЯЦІ (Табл. 4.13).
Таблиця 4.12 

Відносні об'єми основних структурних компонентів надниркових залоз плодів порівнюваних груп

	Структурні компоненти
	Доношені (n=29)
	Недоношені(n=39)

	
	Контроль
	Інфекції
	ХВГ
	Контроль
	Інфекції
	ХВГ

	Постійна кора
	56,02(2,74
	67,2±0,6
Р1<0,001
	60,2±1,6
Р3=0,01
	47,46(1,29
	63,23±0,5

Р1<0,001
Р2=0,002
	62,53±1,5

Р3=0,1



	Клубочкова зона
	19,9±0,79
	19,29±0,34

Р1=0,004
	20,18±1,06

Р3=0,2
	20,44±0,9
	16,65±0,61

Р1=0,001

Р2=0,03
	19,73±1,26

Р3=0,04

	Пучкова зона
	36,15±1,96
	48,84±0,5

Р1=0,003
	40,18±1,46

Р3=0,006
	27,02±0,9
	45,65±0,64

Р1<0,001
Р2=0,02
	42,32±0,9

Р3=0,008



	Фетальна зона
	43,98±1,5
	31,8±0,45

Р1<0,001
	39,64±1,53

Р3=0,04


	52,53±1,29
	37,7±0,75

Р1=0,0001

Р2=0,001
	37,96±1,4

Р3=0,2


	Строма 
	11,6±0,3
	13,6±0,4

Р1=0,01
	15,7±0,8
Р3=0,04


	13,4±0,5
	14,2±0,6

Р1=0,01

Р2=0,6
	17,2±1,1

Р3=0,01

	Паренхіма
	88,4±0,7
	87,4±0,5

Р1=0,598
	84,1±0,6
Р3=0,4


	86,5±0,6
	85,6±0,5

Р1=0,04

Р2=0,1
	82,8±0,7

Р3= 0,2

	СПВ
	0,13±0,003
	0,16±0,0001

Р1=0,03
	0,18±0,0007
Р3=0,5
	0,0,15±0,004
	0,17±0,003

Р1=0,05

Р2=0,06
	0,2±0,002

Р3=0,1


Примітка: Р1 - між групою інфекцій і групою контролю;

Р2 - між доношеними і недоношеними плодами групи інфекцій;  Р3 - між групою інфекцій і групою ХВГ
Таблиця 4.13 

Кількість клітин у полі зору і результати цитокаріометрії у різних зонах кори надниркових залоз плодів порівнюваних груп (Х±х)
	Зона
	Група
	Щільність клітин у полі зору х  (екз.)
	Середня площа клітин, мкм2
	Середня площа ядер, мкм2
	ЯЦІ

	Доношені плоди (n=29)

	Клубочкова
	Контроль
	270,6±8,85
	189,65±3,4
	95,2±2,2
	0,38±0,023

	
	Інфекції
	240,4±9,48

Р1=0,04
	157,72±5,01

Р1=0,045
	79,72±2,2

Р1=0,0001
	0,51±0,03р1=0,0024

	
	ХВГ
	215,4± 3,09

Р3=0,9
	168,8±5,15

Р3=0,04
	85,9±1,9

Р3=0,03
	0,52±0,03

Р3=0,2

	Пучкова


	Контроль
	304,0±9,6
	322,1±9,5
	112,9±2,6
	0,29±0,019

	
	Інфекції
	351,35±8,87 Р1=0,02
	414,53±7,8 Р1<0,001
	119,6±2,2 Р1=0,048
	0,25±0,007 Р1=0,00271

	
	ХВГ
	346,4±12,8

Р3=0,4
	363,07±10,15

Р3=0,005
	125,7±3,7

Р3=0,02
	0,36±0,09

Р3=0,1

	Фетальна


	Контроль
	271,2±11,5
	197,5±5,9
	93,4±2,8
	0,42±0,023

	
	Інфекції
	188,3±4,41 Р1=0,03
	153,5±4,3 Р1=0,0016
	83,3±2,3 Р1=0,032
	0,63±0,04 Р1=0,004

	
	ХВГ
	188,6±3,94

Р3=0,7
	155,7±5,2

Р3=0,9
	75,9±2,9

Р3=0,3
	0,52±0,06

Р3=0,7

	Недоношені плоди (n=39)

	Клубочкова
	Контроль
	194,4±11,2
	161,9±3,7
	76,6±1,6
	0,51±0,02

	
	Інфекції
	234,9±8,35

Р1=0,007 Р2=0,95
	163,2±4,6

Р1=0,02 Р2=0,9
	81,4 ± 2,6

Р1=0,003 Р2=0,1
	0,53±0,03

Р1=0,032

Р2 =0,23

	
	ХВГ
	186,5±8,6

Р3=0,02
	149,8±3,6

Р3=0,04
	68,7±2,2

Р3=0,04
	0,66±0,1

Р3=0,05

	Пучкова


	Контроль
	290,92±7,84
	185,7±4,8
	89,6±2,1
	0,54±0,023

	
	Інфекції
	323,75±8,92

Р1=0,03 Р2=0,04
	263,4±5,9

Р1<0,001
Р2=0,0001
	115,01±4,03

р=0,002 Р2=0,0001
	0,38±0,016

Р1<0,001
Р2=0,04

	
	ХВГ
	316,4±10,6

Р3=0,04
	179,5±3,8

Р3=0,0003
	102,6±2,66

Р3=0,05
	0,56±0,04

Р3<0,001

	Фетальна


	Контроль
	246,08±25,12
	188,5±3,7
	89,3±3,4
	0,52±0,03

	
	Інфекції
	180,96±6,72 Р1=0,04

Р2=0,2
	153,5±3,6 Р1=0,0008

Р2=0,7
	79,7 ± 2,2 р=0,0002

Р2=0,2
	0,63±0,038р1=0,04

Р2=0,2

	
	ХВГ
	181,4±8,83

Р3=0,7
	177,16±6,2

Р3=0,05
	85,8±3,34

Р3=0,003
	0,56±0,04

Р3=0,7


Примітка: Р1 - між групою інфекцій і групою контролю;

Р2 - між доношеними і недоношеними плодами групи інфекцій;  Р3 - між групою інфекцій і групою ХВГ
Також спостерігалося розростання строми, яка була представлена рихлою фуксинофільною сполучною тканиною. Мозаїчність клубочкової зони доношених плодів у більшості випадків (64,7%) була добре вираженою за рахунок великої кількості світлих клітин.

У 32,4% (n=22) плодів у пучковій зоні  виявлялася деяка стертість колончатої структури і виявлялися гігантські клітини. У частині адренокортикоцитах був зафіксований каріорексис і каріолизис. 
Більшість спостережень продемонстрували наявність вогнищ цитолізу і резорбції спонгіоцитов. Ці вогнища займали до 5,1% об'єму пучкової зони (р=0,013 при порівнянні з контролем). У багатьох випадках у спонгіоцитах виявлялася мітотична активність (Рис.4.11).
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Рис. 4.11  Вогнища цитолізу і резорбції спонгіоцитів у пучковій зоні надниркової залози доношеного плоду групи інфекцій. Забарвлення гематоксиліном-еозином, зб.×400

Частою знахідкою було виражене кровонаповнення синусоїдів. Відносний об'єм пучкової зони був вищим, ніж у групі контролю. Це також стосувалося щільності розташування і розмірів клітин (Графік 4.5).
У клітинах цієї зони спостерігалося достовірне зменшення ЯЦІ (р=0,003). У 7 (24,2%) спостереженнях межі між пучковою і фетальною зонами кори були стертими. У фетальній корі також, як і в пучковій зоні, зустрічалися скупчення без'ядерних клітин (вогнища цитолізу і резорбції), які займали до 3,0% об'єму зони. Фетальна кора, як і клубочкова зона, демонструвала достовірну тенденцію до звуження (р<0,001) за рахунок зменшення розмірів клітин (р=0,0016).
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Графік 4.5 Відносні об'єми основних структурних компонентів кори надниркових залоз у доношених і недоношених плодів групи контролю і групи інфекцій
У 20,0% спостережень виявлялися екстракапсулярні аденоматозні вогнища розростання кори. А в 10,0% випадків такі ділянки мали інтракапсулярну локалізацію.
Проведений нами кореляційний аналіз виявив помірний негативний взаємозв'язок між відносним об'ємом пучкової зони і щільністю клітин (r= -0,41, р=0,038 (Графік 4.6., Графік 4.7), що свідчить про більш рихле розташування адренокортикоцитів і розростанні строми адренальної залози. Це припущення підтверджується збільшенням стромально-паренхіматозного відношення (р=0,03).
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Графік 4.6 Лінія регресії демонструє кореляцію між відносним об'ємом пучкової зони і щільністю клітин в надниркових залозах доношених плодів групи інфекцій.
Процеси синтезу кортизолу у клітинах пучкової і фетальної зони були достовірно посилені. На це вказують результати імуногістохімічного дослідження з використанням антисироватки до кортизолу (Табл. 4.14).
Нами була виявлена виражена позитивна кореляція між інтенсивністю свічення кортизолу і ЯЦІ (r=+0,57 (р=0,002)) у пучковій зоні і помірний позитивний взаємозв'язок цих параметрів (r= +0,43 (р=0,05)) у фетальній зоні (Графік 4.8).

В більшості випадків у доношених плодів виявлялося потовщення сполучнотканинних септ, які при забарвленні пікрофуксином за ван Гізон забарвлювалися у червоний колір. При імуногістохімічному дослідженні строми надниркових залоз спостерігалася активна експресія колагену I і III типу (Табл.4.15, Рис.4.12).
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Графік 4.7 Лінія регресії демонструє кореляцію між відносним об'ємом пучкової зони і щільністю клітин в надниркових залозах недоношених плодів групи інфекцій.
Таблиця  4.14

Оптична щільність свічення кортизолу у пучковій і фетальній зоні кори надниркових залоз плодів групи інфекцій

	Група інфекцій
	Пучкова зона, ум.од.св
	Фетальна зона, ум.од.св

	Доношені

 (n=29)
	0,91 ± 0,03 
Р1<0,001
Р5=0,009
	0,79±0,02 
Р2 <0,001
Р6=0,7

	Недоношені

(n=39)
	0,91±0,02
Р1<0,001
Р3=0,1

Р5=0,2
	0,77±0,03 

Р2=0,0006

Р4=0,6

Р6=0,2


Р1 - між показниками оптичної щільності свічення кортизолу у пучковій зоні групи контролю і інфекцій 

Р2 - між показниками оптичної щільності свічення кортизолу у фетальній зоні групи контролю і інфекцій 

Р3 - між показниками оптичної щільності свічення кортизолу доношених і недоношених плодів групи інфекцій у пучковій зоні 

Р4 - між показниками оптичної щільності свічення кортизолу доношених і недоношених плодів групи інфекцій у фетальній зоні

Р5 - між показниками оптичної щільності свічення кортизолу доношених і недоношених плодів групи інфекцій і групи ХВГ у пучковій зоні

Р6- між показниками оптичної щільності свічення кортизолу доношених і недоношених плодів групи інфекцій і групи ХВГ у фетальній зоні
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Графік 4.8 Лінія регресії демонструє кореляцію між оптичною щільністю свічення кортизолу і ЯЦІ у пучковій зоні в надниркових залозах доношених плодів групи інфекцій.
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Рис. 4.12 Нерівномірна імунофлюоресценція колагену IІІ типу у сполучнотканинній септі надниркової залози доношеного плоду групи інфекцій. МКАт до колагену ІІІ типу, зб.×1000

Таблиця 4.15

Оптична щільність свічення колагену I і III типів у корі надниркових залоз плодів групи інфекцій

	Група інфекцій
	Колаген I типу,

ум.од.св
	Колаген III типу,

ум.од.св

	Доношені

(n=29)
	0,79±0,1 

Р1=0,006

Р3=0,3
	0,75±0,1 

Р1=0,0001

Р3=0,002

	Недоношені

(n=39)
	0,67±0,08

Р1=0,008

Р2=0,001

Р3=0,01


	0,78±0,1 

Р1=0,0001

Р2=0,004

Р3=0,06




Р1 - між показниками оптичної щільності свічення колагену групи контролю і групи інфекцій у доношених і недоношених плодів

Р2 - між показниками оптичної щільності свічення колагену I і III типу доношених і недоношених плодів групи інфекцій 

Р3 - між показниками оптичної щільності свічення колагену у доношених і недоношених плодів групи інфекцій і групи ХВГ

У нашому дослідженні виявлялося виразне збільшення кількості ІЛ -6-продуцентів, а також клітин-продуцентів ФНП-α (ІЛ-6-продуценти - 10,4±0,5 екземплярів у полі зору ×400, р=0,006; ФНП-α-продуценти - 8,3±0,2 екземплярів у полі зору, р=0,001) (Рис.4.13).

Кореляційний аналіз зафіксував помірний позитивний взаємозв'язок між кількістю клітин-продуцентів ФНП-α і колагеном III типу (r= +0,45 (р=0,008)), а також між кількістю клітин-продуцентів ІЛ-6- і колагеном III типу (r= +0,49 (р=0,045)), чого не спостерігалося в інших досліджуваних групах (Графік 4.9). При оцінці результатів, отриманих у недоношених плодів, були зафіксовані схожі патологічні зміни, які мали об'єктивно великий ступінь вираженості.

На тлі достовірного (р=0,001) зменшення відносного об'єму клубочкової зони спостерігалося об'єктивне збільшення кількості адренокортикоцитів та їх розмірів (р=0,007 для щільності розташування клітин, р=0,02 для площі клітин, р=0,003 для площі ядер). У цих спостереженнях також відзначалося достовірне збільшення ЯЦІ (Табл.4.13). 
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Рис. 4.13 Велика кількість клітин-продуцентів ФНП-α у корі надниркової залози доношеного плоду групи інфекцій. МКАт до ФНП-α, зб.×650
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Графік 4.9 А. Лінія регресії демонструє кореляцію між оптичною щільністю свічення колагену III типу і кількістю клітин-продуцентів ФНП-α у надниркових залозах доношених плодів групи інфекцій. Б. Графік лінії регресії демонструє кореляцію між оптичною щільністю свічення колагену III типу і кількістю клітин-продуцентів ІЛ- 6 у надниркових залозах доношених плодів групи інфекцій.

У 32,4% (n=22) спостережень у пучковій зоні виявлялася деяка стертість колончатої будови. Вогнища цитолізу і резорбції спонгіоцитів займали до 5,3% об'єму (р=0,013 при порівнянні з контролем). Відносний об'єм пучкової зони був достовірно збільшений (р=0,02).
Проведений кореляційний аналіз виявив помірний негативний взаємозв'язок між відносним об'ємом пучкової зони і щільністю її клітин (r= - 0,44, р=0,034). Ці результати свідчать про більш рихле розташування клітин і надлишкове розростання строми у недоношених плодів. Це підтверджується достовірним збільшенням стромально-паренхіматозного відношення (р=0,05).

 У недоношених плодів у фетальній корі спостерігалися ділянки цитолізу і резорбції клітин, які займали до 4,0% об'єму зони.  Відносний об'єм фетальної кори був достовірно меншим (р=0,0017).

У цій групі було зафіксовано статистично значуще посилення процесів синтезу кортизолу в адренокортикоцитах пучкової і фетальної зон (р=0,008 для пучкової зони; р=0,0001 для фетальної зони). На це вказують результати імуногістохімічного дослідження з використанням антисироватки до кортизолу. 

Результати кореляційного аналізу виявили наявність помірного позитивного взаємозв'язку між інтенсивністю свічення кортизолу у пучковій або фетальній зонах і ЯЦІ (r=+0, 58, р=0,023).

У недоношених плодів кількість цитокінових клітин була збільшена (ІЛ-6-продуценти - 7,4±0,03 екземплярів у полі зору х400 р=0,034; ФНП α-продуценти - 11,3±0,02 екземплярів у полі зору, р=0,002). Також виявлена помірна позитивна кореляція між кількістю клітин продуцентів ФНП-α і колагеном III типу (r= +0,42, р=0,054). Схожі результати були отримані при оцінці взаємозв'язку між кількістю ІЛ-6-продуцентів і колагеном III типу (r=+0, 43, р=0,028).
При порівняльній оцінці надниркових залоз доношених і недоношених плодів у групі інфекції були виявлені схожі тенденції. Проте, у підгрупі недоношених патологічні зміни, пов'язані з інфекційною патологією матері, були виражені виразніше. Так, в обох підгрупах виявлялося, що клубочкова і фетальна зони мали об'єктивну тенденцію до зменшення, а пучкова зона - до збільшення. Треба відмітити, що у підгрупах доношених і недоношених плодів по цих параметрах були зафіксовані достовірні відмінності (Р2=0,03 для клубочкової зони; Р=0,02 для пучкової зони; Р=0,001 для фетальної зони). При порівнянні відносного об'єму вогнищ цитолізу і резорбції клітин дані не були об'єктивні (р=0,68).
Оцінка гормональної активності в обох підгрупах продемонструвала посилення імунофлюоресценції в порівнянні з контрольною групою. Проте, достовірних відмінностей оптичної щільності свічення кортизолу між підгрупами виявлено не було, як в пучковій, так і у фетальній зонах (р=0,1 для пучкової зони, р=0,6 для фетальної зони).
Стромально-паренхіматозне відношення в надниркових залозах плодів обох підгруп було вище, ніж у плодів контрольної групи. Проте, відмінності цього показника у доношених і недоношених не були статистично значущими (р=0,06). Імунофлюоресцентний аналіз продемонстрував збільшення свічення колагену I і III типу в цих підгрупах. Але, у недоношених мало місце значніше збільшення оптичної щільності свічення колагену III типу (р=0,04). Дослідження цитокінової активності продемонструвало виражене збільшення кількості цитокінових клітин в обох підгрупах без статистично значущих відмінностей між доношеними і недоношеними (р=0,178).

Кореляційний аналіз між щільністю клітин і шириною пучкової зони виявив помірний негативний зв'язок в обох підгрупах (r= - 0,44, р=0,03). При дослідженні кореляції між ЯЦІ і щільністю свічення кортизолу в пучковій і фетальній зонах виявлений достовірний позитивний зв'язок (r=0,38, р=0,01). Оцінка кореляції між рівнем продуцентів ІЛ- 6 і оптичною щільністю свічення колагену ІІІ типу (r=0,42, р=0,05), а також рівнем продуцентів ФНП-α і колагеном ІІІ типу (r=0,39, р=0,03) продемонструвала достовірний позитивний кореляційний зв'язок в обох підгрупах.

У цьому дослідженні ми також провели порівняльну оцінку результатів, отриманих в групах ХВГ та інфекцій. При цьому були зафіксовані схожі морфологічні маркери патологічного впливу на надниркові залози, зокрема збільшення відносного об'єму пучкової зони на тлі зменшення відносного об'єму клубочкової і фетальної зон кори. Проте, в групі інфекцій ці зміни були виражені виразніше, особливо, у підгрупі недоношених (р=0,02 для пучкової зони). У групах ХВГ і інфекції відзначалося значне збільшення СПВ (р=0,004 для контролю і ХВГ р=0,3), а також посилення оптичної щільності свічення колагену I і III типів. Проте, в групі ХВГ виразно переважав колаген I типу, тоді як в групі інфекцій - колаген III типу (р=0,002 для доношених; р=0,06 для недоношених плодів).
У нашому дослідженні була виявлена помірна позитивна кореляція між кількістю цитокінових клітин, що включають продуценти ІЛ- 6 і ФНП-α і колагеном III типу в групі інфекцій (для ІЛ- 6 r= +0,45 р=0,008,  для ФНП-αr= +0,49 р=0,045, в підгрупі доношених; для ІЛ- 6 r=0,42, р=0,05, для ФНП-αr=0,39, р=0,03 в підгрупі недоношених). У групі ХВГ цього зв'язку зафіксовано не було  (для ІЛ- 6 r=0,13, р=0,112, для ФНП-α r=0,1, р=0,23 у доношених;  для ІЛ-6 r=0,15, р=0,24, для ФНП-α r=0,1, р=0,38 для недоношених). Оцінка кореляційного взаємозв'язку між щільністю розташування клітин і шириною пучкової зони була помірно-негативною в групі інфекцій, на відміну від помірно-позитивної у плодів з ХВГ. В обох групах зафіксована посилена продукція кортизолу адренокортикоцитами пучкової і фетальної зон. Ці зміни були найбільш вираженими в групі інфекцій (р=0,009 для пучкової зони доношених плодів).
Резюме. Таким чином, результати проведеного дослідження представляють морфофункціональний стан кори надниркових залоз плодів, виношених при фізіологічній вагітності, в умовах ХВГ або народжених від інфікованих матерів.
1. Оцінка результатів групи контролю продемонструвала достовірні відмінності між наднирковими залозами підгруп доношених і недоношених плодів. Адренальні залози у доношених характеризувалися великими розмірами і масою (Р=0,003 для довжини, р=0,0019 для маси), зміною співвідношення відносних об'ємів різних зон кори у бік зменшення клубочкової і фетальної зон на тлі розширення пучкової зони, а також збільшенням розмірів і щільності розташування адренокортикоцитів (р=0,0056 для щільності розташування; р<0,001 для розмірів клітин). При оцінці СПВ об'єктивних відмінностей в обох підгрупах виявлено не було, хоча імунофлюоресценція колагену I і III типу була достовірно вище у недоношених плодів (р<0,001 для колагену І типу, р<0,001 для колагену ІІІ типу). Дослідження імунофлюоресценції кортизолу в пучковій і фетальній зонах не продемонструвало достовірних відмінностей між доношеними і недоношеними плодами (р=0,632 для пучкової зони; р=0,11 для фетальної кори).
2. Результати дослідження плодів, що перенесли ХВГ, вказують на наявність виразних морфологічних маркерів патологічного впливу ХВГ на надниркові залози плоду, як у доношених, так і у недоношених. До них відносяться збільшення відносного об'єму пучкової зони, зменшення щільності розташування і розмірів адренокортикоцитів, збільшення оптичної щільності свічення кортизолу в пучковій і фетальній зонах, а також оптична щільність свічення колагену I і III типів (Р<0,001 для колагену І типу, Р=0,006 для колагену ІІІ типу) на тлі зростання СПВ (р=0,002). Достовірні відмінності між підгрупами доношених і недоношених плодів, що перенесли ХВГ, були зафіксовані тільки при оцінці імунофлюоресценції кортизолу і колагену III типу (р=0,008для кортизолу; р=0,0001 для колагену).

3. При порівняльній оцінці результатів груп ХВГ і інфекцій в надниркових залозах плодів були зафіксовані схожі морфологічні зміни, які включали збільшення відносного об'єму пучкової зони на тлі зменшення відносного об'єму клубочкової і фетальної зон кори. Проте, в групі інфекцій ці зміни були більш виразними, особливо в підгрупі недоношених (р=0,02 для пучкової зони). У пучковій і фетальній корі плодів обох груп виявлялися значні вогнища цитолізу і резорбції. Ці морфологічні показники мали достовірно велику вираженість у плодів від інфікованих матерів (р=0,05 для пучкової зони, р=0,004 для фетальної зони). У групах ХВГ і інфекції відзначалося суттєве збільшення СПВ (р=0,004 для контролю і ХВГ р=0,3), а також посилення оптичної щільності свічення колагену І і ІІІ типів. Проте,у групі ХВГ виразно переважав колаген І типу, тоді як в групі інфекцій - колаген ІІІ типу (р=0,002 для доношених; р=0,06 для недоношених плодів). У нашому дослідженні була виявлена помірна позитивна кореляція між кількістю цитокінових клітин, що включають продуценти ІЛ-6 і ФНП-α і колагеном III типу в групі інфекцій (для ІЛ-6 r= +0,45 р=0,008,  для ФНП-α r= +0,49 р=0,045, в підгрупі доношених; для ІЛ- 6 r=0,42, р=0,05, для ФНП-α r=0,39, р=0,03 в підгрупі недоношених). У групі ХВГ цього зв'язку зафіксовано не було (для ІЛ- 6 r=0,13, р=0,112, для ФНП-α r=0,1, р=0,23 у доношених; для ІЛ-6 r=0,15, р=0,24, для ФНП-α r=0,1, р=0,38 для недоношених). Оцінка кореляційної залежності між щільністю розташування клітин і шириною пучкової зони була помірно-негативною в групі інфекцій на відміну від помірно-позитивної у плодів з ХВГ. В обох групах зафіксована посилена продукція кортизолу адренокортикоцитами пучкової і фетальноїзон. Ці зміни були найвираженішими у групі інфекцій (р=0,009 для пучкової зони доношених плодів). 

Вищенаведені дані свідчать про наявність прискореного дозрівання (посилення синтезу кортизолу) і диференціювання (відносне розширення пучкової зони на тлі звуження фетальної кори) надниркових залоз у плодів під впливом ХВГ і інфекції. У групі інфекції відзначається більш виражений цитоліз і резорбція адренокортикоцитів, що свідчить про часткове виснаження компенсаторно-пристосовних процесів.

Список праць, опублікованих за темою розділу дисертації:

1. Товажнянская ВД, Сорокина ИВ. Влияние материнской инфекции на морфо-функциональное состояние коры надпочечников недоношенных плодов. ScienceRise, 2017; 6(14):28-32. 
2. Товажнянская ВД, Сорокина ИВ. Влияние материнской инфекции на морфо-функциональное состояние коры надпочечников доношенных плодов. East European Science Journal. 2017;6(22):46-52..
3.  Tovazhnianska V. Morpho-functional state of human fetuses’ adrenal cortex during influence of maternal infection. Journal of Education, Health and Sport. 2018;8(5):290-298. eISNN 2391-8306.
4. Сакал ГО, Товажнянська ВД. Анализ летальных случаев внебольничных пневмоний вызвнных Klebsiella pneumоniae, среди взрослого населения. Збірник тез міжвузівської конференції молодих вчених та студентів «Медицина третього тисячоліття». 2015;253-254. 

5. Зверева ИС, Товажнянская ВД, Сакал АА. Клинико-анатомические особенности токсоплазменной инфекции (случай из практики патологоанатома). Медицина третього тисячоліття. 2017;88-89. 

Розділ 5

МОРФО-ФУНКЦІОНАЛЬНІ ОСОБЛИВОСТІ надниркових ЗАЛОЗ У ПЛОДІВ ВІД ІНФІКОВАНИХ МАТЕРІВ 

(КЛіНіКО-ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ)
5.1 Морфо-функціональна характеристика кори 

надниркових залоз плодів щурів при фізіологічній вагітності

У групу контроля увійшли 7 плодів щурів від матерів з фізіологічною вагітністю.Надниркові залози щурят мали дуже маленькі розміри - максимальний до 1,0 мм в довжину. При макроскопічному дослідженні, проведеному за допомогою лупи, вони мали округло-трикутну форму з обох боків. На розрізі чітко розрізнялися два шари - жовтуватий зовнішній і бурий внутрішній. Зовні залози були вкриті сполучнотканинною капсулою в якій мікроскопічно спостерігалися - щільний внутрішній шар і більш рихлий зовнішній.

Зовнішній шар складався з рихлої, місцями декілька разволокненної сполучної тканини, а внутрішній шар мав компактнішу структуру. Від капсули залози углиб відходили тонкі волокнисті септи, що утворюють строму органу. Під капсулою виявляли 1- 2 ряди дрібних епітеліальних клітин з щільним темним ядром і зернистою цитоплазмою - камбіальних клітин. 

У корі надниркових залоз мікроскопічно виявлялися дві зони: постійна і фетальна (Рис. 5.1). Постійна кора складалася з двох зон - клубочкової і пучкової. Межі між цими зонами були виражені чітко в усіх спостереженнях. 

Клубочкова зона складалася з невеликих овальних і округлих клітин зі світлою, злегка базофільною цитоплазмою і темним ядром. У цитоплазмі при великому збільшенні мікроскопа була помітна виразна вакуолізація. В усіх спостереженнях виявлялися аркадні структури. Ядра клітин були помірно базофильні, в них чітко візуалізувались ядерця. У декількох полях зору відзначалися клітини з великими гіпертрофованими ядрами.
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Рис. 5.1 Чітка зональність кори надниркової залози плоду щура групи контролю. Забарвлення гематоксиліном-еозином, зб.×200
В усіх спостереженнях клітини клубочкової зони були розташовані компактно серед петель фуксинофільної сполучної тканини. Відзначалася помірна мозаїчність клубочкової зони.
Пучкова зона займала переднюю частину залози і була у 1,8 раза ширше за клубочкову (р=0,02). Вона була представлена спонгіоцитами - клітинами зі світлими овальними ядрами і еозинофільною цитоплазмою. Спонгіоцити розташовувалися серед тонких прошарків сполучної тканини у вигляді перпендикулярно орієнтованих до поверхні органу стовпчиків. Сполучнотканинний компонент виявлявся при забарвленні за методом ван Гізон світло-червонистим фарбуванням. Звертала на себе увагу виражена мозаїчність даної зони. При цьому вогнищ цитолізу і резорбції не виявлялося.

Фетальна зона кори надниркових залоз була суттєво виражена і складалася з щільно розташованих ендокриноцитів зі світлими ядрами, в яких виявлялися ядерця. Клітини фетальної зони відрізнялися ацидофільною цитоплазмою. Мозаїчність будови зони була виражена помірно.
Морфометричні показники надниркових залоз плодів щурів представлені у таблицях 5.1 і 5.2.

Таблиця 5.1 
Відносні об'єми основних структурних компонентів кори надниркових залоз плодів щурів групи контролю(Х±х).

	Структурні компоненти
	Плоди щурів

	Постійна кора
	42,1±0,41

	
	Клубочкова зона
	16,05±0,18

	
	Пучкова зона
	26,88±0,3

	Фетальна кора
	57,07±0,39

	Строма надниркової залози
	9,3±0,3

	Паренхіма надниркової залози
	90,7±0,7

	СПВ
	0,1±0,004


Таблиця 5.2 

Кількість клітин у полі зору і дані цитокаріометрії у різних зонах кори надниркових залоз плодів щурів контрольної групи (Х±х)
	Морфометричні показники
	Плоди щурів

	
	Клубочкова зона
	Пучкова зона
	Фетальна зона

	Щільність клітин у полі зору х 400 (екз.)
	113,3±2,75
	218,6±2,93
	131,6±0,94

	Середня площа клітини, мкм2
	30,59±0,34
	69,87±0,62
	83,11±1,07

	Середня площа ядра, мкм2
	11,52±0,16
	20,87±0,14
	23,37±0,31

	ЯЦІ
	0,31±0,014
	0,197±0,0034
	0,177±0,0034


При імуногістохімічному дослідженні кори надниркових залоз плодів щурів контрольної групи інтенсивність свічення кортизолу у пучковій зоні в середньому склала 0,72±0,02 ум.од.св., а у фетальній зоні - 0,79±0,03 ум.од.св.

При імуногістохімічному  дослідженні стромального компонента з використанням МКАт до колагену I і III типу в капсулі, у стромальних септах і стінках судин виявлялася специфічна імунофлюоресценція.Інтенсивність свічення колагену III типу складала у середньому  - 0,56 ± 0,02 ум.од.св., а колагену I типу - 0,48 ± 0,02 ум.од.св.

Незалежно від гестаційного віку, у корі надниркових залоз виявлялися клітини-продуценти ІЛ-6 (1,2±0,02 при збільшенні ×400) і продуценти ФНП-α (1,4±0,04 при збільшенні ×400). Будь-якого кореляційного взаємозв'язку між кількістю цитокінових клітин і оптичною щільністю свічення колагену III типу виявлено не було (r=0,05).

Таким чином, дані про морфофункціональний стан надниркових залоз щурят групи контролю, які приведені у цій главі, свідчать про те, що надниркові залози розвивалися згідно з терміном гестації і відповідали фізіологічній нормі. Плоди були виношені здоровими матерями з фізіологічною вагітністю. Це дозволяє використовувати отримані дані для порівняння з результатами вагітності з патологічним перебігом.

5.2 Морфофункціональні особливості кори надниркових залоз 

плодів щурів з ХВГ
У групу ХВГ увійшло 5 плодів щурів, що страждали на хронічну внутрішньоутробну гіпоксію. Макроскопічне дослідження, проведене за допомогою лупи, виявило, що усі надниркові залози мали строгу трикутну форму, що дещо відрізняло їх від адренальних залоз групи контролю. У двох плодів щурів (40,0%) на розрізі в обох залозах спостерігалися множинні дрібноточкові крововиливи.

Мікроскопічне дослідження показало, що клітини клубочкової зони розташовувалися рихло, серед разволокнених петель фуксинофільної сполучної тканини.Відносний об'єм цієї зони кори надниркових залоз був достовірно збільшений (р=0,006) у порівнянні з групою контролю. Ця особливість пояснювалася більш рихлим розташуванням адренокортикоцитів. Щільність клітин клубочкової зони у полі зору ×400 була достовірно менше (Р=0,007). При цьому відзначалося об'єктивне збільшення площі клітин (р=0,0002) та їх ядер (р=0,0002).
Пучкова зона була представлена більшими багатогранними спонгіоцитами, що розташовувалися у вигляді стовпчиків серед прошарків сполучної тканини, яка при забарвленні пікрофуксином за методом ванн Гізон, мала цегляно-червоний колір. Цього не спостерігалося у групі контролю (Рис. 5.2). 
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Рис. 5.2 Червонисте фарбування капсули та змазаність зональності кори надниркової залози плоду щура групи ХВГ. Забарвлення пикрофуксином за методом ван Гізон, зб. ×200

У 40,0% випадків відзначалася стертість колончатої структури. Місцями у пучковій зоні виявлялися гігантські клітини. У більшості плодів виявлялися вогнища цитолізу і резорбції спонгіоцитів з утворенням порожнин, які займали до 3,8% об'єму зони. У ядрах деяких клітин мали місце каріопікноз, каріорексис і каріолізис (Рис. 5.3).
Відносний об'єм пучкової зони був достовірно вище у порівнянні з даними контрольної  групи (р<0,001), проте ознак гіперплазії пучкової кори виявлено не було. Про це свідчить подібна з контролем щільність розташування клітин у полі зору ×400, а також, зменшення площі спонгіоцитів (р=0,0003). Останній параметр пояснюється зниженням об'єму цитоплазми на фоні статистично значущого збільшення площі ядра (р<0,001) (Графік 5.1).
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Рис. 5.3. Каріорексис і каріолізис у клітинах, вогнища цитолізу і резорбції у пучковій зоні кори надниркової залози плоду щура групи ХВГ. Забарвлення гематоксиліном-еозином, зб.×650
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Графік 5.1 Співвідношення відносних об'ємів зон кори надниркових залоз досліджуваних груп.
Відносний об'єм фетальної кори характеризувався меншими значеннями, ніж у плодів групи контролю (р<0,001). Це так само стосувалося таких параметрів, як середня площа клітин та їх ядер (р<0,001 для площі клітин; р=0,003 для площі ядер).Проте щільність розташування адренокортикоцитів була збільшена (р=0,009).

Наше дослідження продемонстрирувало більш виражені і великі вогнища цитолізу і резорбції клітин у пучковій і фетальній зонах, упорівнянні з контрольними даними (до 3,8% об'єму пучкової зони і до 2,6% фетальної, р=0,03 для пучкової зони; р=0,02 для фетальної зони).
Морфометричні показники надниркових залоз плодів представлені у таблицях 5.3 і 5.4.
Таблиця 5.3 

Відносні об'єми основних структурних компонентів надниркових залоз плодів щурів порівнюваних групп (Х±х)
	Структурні компоненти
	Контроль
	ХВГ
	Р

	Постійна кора
	42,1±0,41
	57,45±0,23
	р<0,001

	Клубочкова зона
	16,05±0,18
	17,46±0,38
	р=0,006

	Пучкова зона
	26,88±0,3
	40,54±0,68
	р<0,001

	Фетальна зона
	57,07±0,39
	42,00±0,51
	р<0,001

	Строма 
	9,3±0,3
	14,5±0,41
	р=0,004

	Паренхіма
	90,7±0,7
	85,5±0,6
	р=0,14

	СПВ
	0,0,1±0,004
	0,0,17±0,01
	р=0,03


Проведений нами кореляційний аналіз виявив наявність помірного негативного взаємозв'язку між відносним об'ємом пучкової зони і щільністю її клітин (r=-0, 36, р=0,05) (Графік 5.2). 
У пучковій зоні кори було зафіксовано статистично значуще посилення синтезу кортизолу (оптична щільність свічення кортизола- 0,92 ± 0,02 ум.од.св. у порівнянні з 0,72±0,03 ум.од.св.; р<0,001).
Таблиця 5.4 

Кількість клітин у полі зору і дані цитокаріометрії у різних зонах кори надниркових залоз плодів щурів порівнюваних груп (Х±х)
	Зона
	Група
	Щільність клітин у полі зору х  (екз.)
	Середня площа клітин, мкм2
	Середня площа ядер, мкм2
	ЯЦІ

	Клубоч-кова
	Контроль
	113,3±2,75
	30,59±0,34
	11,52±0,16
	0,31±0,014

	
	ХВГ
	75,8±3,84

р=0,007
	35,28±0,53
р=0,0002
	11,79±0,21

р=0,0003
	0,25±0,007

Р=0,0002

	Пучкова
	Контроль
	218,6±2,93
	69,87±0,62
	20,87±0,14
	0,197±0,003

	
	ХВГ
	216,64±1,8

р=0,309
	62,74±0,53
р=0,006
	23,46±0,29

р<0,001
	0,299±0,0067

р<0,001

	Фетальна
	Контроль
	131,6±0,94
	83,11±1,07
	23,37±0,31
	0,177±0,0034

	
	ХВГ
	137,79±4,3

р=0,009
	71,98±0,13
р=1,7116Е-18
	22,04±0,12

р=0,003
	0,204±0,0015

р=0,02
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Графік 5.2 Лінія регресії демонструє кореляцію між відносним об'ємом пучкової зони і щільністю клітин в надниркових залозах недоношених плодів групи ХВГ.

У фетальной зоні цей параметр був дещо нижчий (0,73 ± 0,04 ум.од.св., у порівнянні з 0,79±0,03 ум.од.св.; р=0,14), проте ці дані не були достовірними.
Ми виявили позитивну кореляцію між інтенсивністю свічення кортизолу і ЯЦІ у пучковій (r= +0,49 (р=0,03)) і фетальній зонах (r= +0,36 (р=0,046)).

У порівнянні з контролем в групі ХВГ виявлялися товщі сполучнотканинні септи строми. При імунгістохімічному дослідженні спостерігалася більш виражена імунофлюоресценція колагену I (0,78 ± 0,04 ум.од.св., р<0,001) і III типу (0,69±0,02 ум.од.св., р<0,001). Надлишкова проліферація сполучної тканини під впливом ХВГ також підтверджувалася збільшенням СПВ у цій групі (0,17±0,004 (р=0,004)) (Рис.5.4)
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Рис. 5.4 Нерівномірна імунофлюоресценція колагену І типу у сполучнотканинній септі кори надниркової залози плоду щура групи ХВГ. МКАт до колагену І типу, зб.×1000

Аналіз цитокінової активності не продемонстрував зростання ІЛ-6-продуцентів (1,9±0,3 екземпляра у полі зору, р=0,8) і продуцентів ФНП-α (2,8±0,4 екземпляра у полі зору, р=0,63). Як і в групі контролю будь-якого кореляційного взаємозв'язку між кількістю цитокінових клітин і оптичною щільністю свічення колагену III типу виявлено не було (r=+0, 1, р=0,1 для ІЛ-6; r=+0, 13 р=0,6 для ФНП-α).

Таким чином, морфологічне дослідження експериментального матеріалу плодів щурів з ХВГ продемонструвало збільшення відносного об'єму постійної кори, включаючи клубочкову і пучкову зони, на тлі зменшення фетальної (р<0,001). Механізми збільшення різних зон кори дефінітива були різні. Для клубочкової зони характерними були ознаки її гіпоплазії (зменшення щільності розташування, р=0,0007 і розмірів клітин р=0,002) на тлі збільшення СПВ (р=0,004). У пучковій зоні виявлялися схожі морфологічні зміни, проте без ознак гіпо- або гіперплазії. При імуногістохімічному дослідженні спостерігалася виражена імунофлюоресценція колагену I (р<0,001) і III типу (р<0,001) в усіх зонах надниркових залоз, що разом із збільшенням СПВ свідчило про надлишкову проліферацію сполучної тканини під впливом ХВГ.

Виразні вогнища цитолізу і резорбції адренокортикоцитів були зафіксовані як в пучковій, так і у фетальній зонах. У контрольній групі цієї морфологічної особливості не спостерігалося.

У плодів з ХВГ мало місце достовірне збільшення оптичної щільності свічення кортизолу в пучковій зоні (р<0,001). У фетальній корі цей параметр був дещо нижчий (р=0,14), проте дані результати не були статистично значущими.

5.3 Морфо-функціональні особливості кори надниркових залоз 
плодів щурів від інфікованих матерів

Група плодів щурів від інфікованих матерів залежно від виду використаного збудника була представлена трьома підгрупами: E.coli (n=8), K.pneumonia (n=8) і S.aureus (n=7).
Межі між пучковою і фетальною зонами кори були стертими в усіх досліджуваних підгрупах. Проте у підгрупі K.pneumonia у двох плодів вони були представлені чітко.
Оцінка відносного об'єму зон адренальної кори продемонструвала схожі результати в усіх підгрупах інфекцій. Вони характеризувалися достовірним зменшенням об'єму клубочкової зони і фетальної кори на тлі різкого збільшення об'єму пучкової зони (Табл. 5.5). Ці зміни були найкраще виражені у групі S.aureus (Рис.5.5).
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Рис. 5.5. Наявність осередкової лімфоїдної інфільтрації (чорна стрілка) у корі надниркової залози у плодів інфікованих щурів S.aureus. Забарвлення гематоксиліном і еозином,зб.×200
Клубочкова зона у більшості спостережень виглядала рихлою. Щільність розташування клітин у полі зору ×400 була достовірно понижена, як і розміри клітин і їх ядер. При цьому ЯЦІ мав вищі значення. Ці відмінності були статистично значущими (Табл.5.6). Клубочкова зона характеризувалася розростанням строми, яка була представлена рихлою сполучною тканиною червонистого кольору при забарвленні за ван Гізон.

Збільшення відносного об'єму пучкової зони супроводжувалося підвищенням щільності розташування клітин в усіх досліджуваних підгрупах. Ця особливість була найкраще виражена у підгрупі E.coli, в інших спостереженнях отримані відмінності не були достовірними.
Кореляційний аналіз виявив помірний негативний взаємозв'язок між відносним об'ємом пучкової зони і щільністю її клітин (r=-0, 42, р=0,05 для E.coli; r=-0, 46, р=0,02 для K.pneumonia; r=-0, 41, р=0,01 для S.aureus).

Середня площа клітин пучкової зони характеризувалася об'єктивно меншими значеннями. Середня площа ядер адренокортикоцитів була нижча за контрольні дані у підгрупах E.coli і S.aureus. Проте в підгрупі K.pneumonia зафіксовано достовірне зростання цього показника. Висока функціональна напруга клітин проявлялася у вигляді достовірного збільшення ЯЦІ в усіх підгрупах (Табл. 5.6).
У пучковій зоні спостерігалася чітко виражена мозаїчність: світлі клітини чергувалися з темними. В усіх спостереженнях мали місце вогнища цитолізу і резорбції спонгіоцитів з формуванням порожнеч, які займали до 4,9%; 5,4% і 5,3% об'єму пучкової зони відповідно для підгруп E.coli, K.pneumonia і S.aureus. У плодів щурів від матерів, інфікованих K.pneumonia,  частіше зустрічалися гігантські і двуядерні клітини (Рис.5.6). У цитоплазмі спонгіоцитів виявлялися дрібні еозинофільні гранули. У деяких адренокортикоцитах був помітний каріорексис і каріолізис (Рис.5.7).

 Фетальна зона характеризувалася зменшенням відносного об'єму, щільності розташування клітин, розмірів клітин і їх ядер (Табл. 5.6). 
У фетальній зоні, також як і в пучковій, спостерігалися вогнища без чітких меж, що складались з без'ядерних клітин, які займали до 2,8%, 4,0% і 3,4% відповідно для підгруп E.coli, K.pneumonia і S.aureus. У цій зоні також виявлялося потовщення сполучнотканинних септ, які за методом ван Гізон забарвлювалися у червоний колір.
Морфометричні показники надниркових залоз плодів досліджуваних підгруп представлені у таблиці 5.5 і таблиці 5.6.
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Рис. 5.6. Стерті межі між пучковою і фетальною зонами, невиразна лімфоїдна інфільтрація в корі надниркової залози у плодів інфікованих щурів K.pneumonia. Забарвлення гематоксиліном і еозином, зб.×200
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Рис. 5.7. Гігантськи клітини (біла стрілка), вогнища цитолізу і резорбції (чорна стрілка) у пучковій і фетальній зоні кори надниркової залози у плоду щура, інфікованого S.aureus. Забарвлення гематоксиліном і еозином, зб.×400

Таблиця 5.5 

Відносні об'єми основних структурних компонентів надниркових залоз плодів щурів порівнюваних груп (Х±х)

	Структурні компоненти
	Контроль
	ХВГ
	E.coli
	K.pneumonia
	S.aureus

	Постійна кора
	42,1±0,41
	57,45±0,23

Р1<0,001
	48,12±0,53

Р1<0,001
Р2=0,0001
	51,21±0,2

Р1=0,037

Р2=0,03
	54,31±0,8

Р1=0,047

Р2=0,6

	Клубочкова зона
	16,05±0,18
	17,46±0,38 р1=0,006
	11,43±0,57

Р1=0,0005

Р2<0,001

	13,77±0,43

Р1=0,05

Р2<0,001

	10,32±0,33

Р1=0,0001

Р2<0,001


	Пучкова зона
	26,88±0,3
	40,54±0,68 р1<0,001
	36,81±0,57

Р1<0,001
Р2<0,001
	38,83±1,07

Р1<0,001
Р2=0,003
	44,76±1,1

Р1<0,001
Р2=0,6


	Фетальна зона
	57,07±0,39
	42,00±0,51 р1<0,001
	51,76±0,73

Р1=0,05

Р2<0,001
	47,83±1,14

Р1=0,0002

Р2=0,05
	44,91±1,03

Р1<0,001
Р2=0,3

	Строма 
	9,3±0,3
	14,5±0,41

Р1=0,004
	13,1±0,28

Р1=0,007

Р2=0,12
	11,2±0,2

Р1=0,03

Р2=0,06
	12,9±0,2

Р1=0,004

Р2=0,3

	Паренхіма
	90,7±0,7
	85,5±0,6 р1=0,14
	86,9±0,21

Р1=0,03

Р2=0,12
	88,8±0,5

Р1=0,2

Р2=0,06
	87,1±0,34

Р1=0,04

Р2=0,1

	СПВ
	0,0,1±0,005
	0,0,17±0,01

Р1=0,03
	0,0,15±0,002

Р1=0,03

Р2=0,4
	0,0,13±0,006

Р1=0,01

Р2=0,2
	0,0,15±0,003

Р1=0,03

Р2=0,2


Р1 = при порівнянні з контролем

Р2 = при порівнянні з ХВГ

Таблиця 5.6 

Кількість клітин у полі зору і дані цитокаріометрії у різних зонах кори надниркових залоз плодів щурів порівнюваних груп (Х±х)

	Зона
	Группа
	Щільність клітин у полі зору х  (екз.)
	Середня площа клітин, мкм2
	Середня площа ядер, мкм2
	ЯЦІ

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Клубочкова
	Контроль
	113,3±2,75
	30,59±0,34
	11,52±0,16
	0,0,31±0,014

	
	ХВГ
	75,8±3,84

Р1=0,007
	35,28±0,53
Р1=0,0002
	11,79±0,21

Р1=0,0003
	0,0,25±0,007

Р1=0,0002

	
	E.coli
	74,8±2,94

Р1<0,001
Р2=0,5
	25,31±0,23

Р1<0,001
Р2<0,001

	10,67±0,07

Р1<0,001
Р2<0,001

	0,0,389±0,0086

Р1<0,001
Р2=0,03

	
	K.pneumonia
	68,37±1,41

Р1<0,001
Р2=0,06
	25,18±0,07

Р1<0,001
Р2<0,001

	11,94±0,06

Р1=0,009

Р2<0,001

	0,0,49±0,01

Р1<0,001
Р2<0,001


	
	S.aureus
	69,2±0,78

Р1=0,0009

р2=0,07
	25,27±0,14

Р1<0,001
р2<0,001

	11,56±0,07

Р1=0,02

р2=0,02
	0,0,46±0,0085

Р1<0,001
р2=0,0007

	Пучкова
	Контроль
	218,6±2,93
	69,87±0,62
	20,87±0,14
	0,0,197±0,003

	
	ХВГ
	216,64±1,8

Р1=0,309
	62,74±0,53
Р1=0,006
	23,46±0,29

Р1<0,001
	0,0,299±0,0067

Р1<0,001

	
	E.coli
	240,44±7,5

Р1=0,002

Р2=0,02
	56,22±0,3

Р1<0,001
Р2<0,001

	19,9±0,09

Р1<0,001
Р2<0,001
	0,0,27±0,0025

Р1<0,001
Р2<0,001


	Пучкова
	K.pneumonia
	226,88±3,71

Р1=0,364

Р2=0,05
	48,77±0,1

Р1<0,001
Р2<0,001

	22,6±0,08

Р1<0,001
Р2=0,2
	0,0,49±0,004

Р1<0,001
Р2<0,001


	
	S.aureus
	232,5±5,23

Р1=0,07

р2=0,03
	56,82±0,2

Р1<0,001
Р2<0,001

	18,48±0,07

Р1<0,001
Р2<0,001

	0,0,23±0,0017

Р1<0,001
Р2<0,001



Продовження табл.5.6

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Фетальна
	Контроль
	131,6±0,94
	83,11±1,07
	23,37±0,31
	0,0,177±0,0034

	
	ХВГ
	137,79±4,3

Р1=0,009
	71,98±0,13
Р1<0,001
	22,04±0,12

Р1=0,003
	0,0,204±0,0015

Р1=0,02

	
	E.coli
	124,88±2,3

Р1=0,341

Р2=0,5
	64,71±0,34

Р1<0,001
Р2<0,001
	21,67±0,2

Р1=0,002

Р2=0,03
	0,0,238±0,003

Р1<0,001
Р2=0,4

	
	K.pneumonia
	103,63±0,96

Р1<0,001
Р2=0,03
	57,65±0,12

Р1=1,2Е- 27

Р2<0,001
	22,02±0,06

Р1=0,002

Р2=0,5
	0,0,32±0,002

Р1<0,001
Р2<0,001

	
	S.aureus
	103,57±1,4

Р1<0,001
Р2=0,04
	65,07±0,08

Р1<0,001
Р2<0,001
	18,68±0,08

Р1<0,001
Р2<0,001
	0,0,18±0,0016

Р1<0,001
Р2= 0,1


Р1 = при порівнянні з контролем

Р2 = при порівнянні з ХВГ

При імуногістохімічному дослідженні гормональної продукції з використанням антисироватки до кортизолу у пучковій зоні відзначався високий рівень імунофлюоресценції, окрім підгрупи S.aureus (Рис.5.8). Проте, в адренокортикоцитах фетальної кори мала місце зворотна тенденція (зниження рівня флюоресценції у порівнянні з контролем) за винятком підгрупи S.aureus (Табл.5.7, Графік 5.3).
Таблиця 5.7

Оптична щільність свічення кортизолу у пучковій і фетальній зоні кори надниркових залоз плодів контрольної групи

	Група 
	Пучкова зона
	Фетальна зона

	Контроль
	0,72±0,03
	0,79±0,03

	ХВГ
	0,92 ± 0,02
Р1<0,001
	0,73 ± 0,04

Р1=0,14

	E.coli
	0,93 ± 0,01

Р1<0,001

Р2=0,3
	0,67 ± 0,04

Р1=0,01

Р2=0,002

	K.pneumonia
	0,99±0,02

Р1<0,001
Р2=0,3
	0,68±0,02

Р1=0,01

Р2=0,002

	S.aureus
	0,72±0,01

Р1=0,2

Р2<0,001
	0,81±0,03

Р1=0,02

Р2=0,04


Р1 = при порівнянні з контролем; 

Р2 = при порівнянні з ХВГ

При кореляційному аналізі виявлявся помірний позитивний взаємозв'язок між інтенсивністю свічення кортизолу в пучковій зоні і ЯЦІ  (r= +0,53 р=0,042 для E.coli; r= +0,57 р=0,04 для K.pneumonia; r= +0,38 р=0,25 для S.aureus), і слабкий позитивний взаємозв'язок між інтенсивністю свічення кортизолу у фетальній зоні і ЯЦІ (r= +0,32 р=0,012 для E.coli; r= +0,29 р=0,05 для K.pneumonia; r= +0,39 р=0,02 для S.aureus).

Імуногістохімічне дослідження строми надниркових залоз виявило активну флюоресценцію колагену I і III типу в усіх інфекційних підгрупах (р=0,001 для колагену I типу в усіх підгрупах; р=0,01 для колагену III типу в усіх підгрупах). Проте найбільш значне посилення імунофлюоресценції колагену І типу, в порівнянні з контрольними даними, було зафіксовано тільки у підгрупі S.aureus (Табл. 5.8, Графік 5.4).
Таблиця 5.8

Оптична щільність свічення колагену I і III типів в корі надниркових залоз плодів щурів досліджуваних груп

	Група інфекцій
	Колаген I типу


	Колаген III типу

	Контроль
	0,48 ± 0,02
	0,56 ± 0,02

	ХВГ
	0,78±0,04

Р1<0,001
	0,69±0,02

Р1<0,001
Р3=0,002

	E.coli
	0,56±0,04

Р1=0,0003

Р2=0,0005
	0,61±0,02

Р1=0,04

Р2=0,7

Р3=0,06

	K.pneumonia
	0,48 ± 0,02

Р1=0,04

Р2<0,001
	0,7 ± 0,02

Р1=0,002

Р2=0,3

Р3=0,003

	S.aureus
	0,73±0,03

Р1<0,001
Р2=0,1
	0,66±0,02

Р1=0,0006

Р2=0,2

Р3=0,8


Р1 = при порівнянні з контролем

Р2 = при порівнянні з ХВГ
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Рис. 5.8 Виражена імунофлюоресценція кортизолу в пучковій зоні надниркових залоз плодів щурів групи K.pneumonia. Антисироватка до кортизолу, зб.×650
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Графік 5.3 Рівень імунофлюоресценції кортизолу в пучковій і фетальній зонах кори надниркових залоз в усіх досліджуваних групах.
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Графік 5.4 Рівень імунофлюоресценції колагену І і ІІІ типу в усіх досліджуваних групах
У нашому дослідженні в надниркових залозах плодів щурів від інфікованих матерів виявлялося виразне збільшення кількості продуцентів ІЛ- 6 і ФНП-α в усіх досліджених підгрупах (Табл.5.9). Найбільші значення цих показників були виявлені в групі S.aureus.

Таблиця 5.9

Кількість цитокінових клітин

	Група інфекцій
	ІЛ- 6
	ФНП-α

	Контроль
	1,2±0,02
	1,4±0,04

	ХВГ
	1,9±0,3

Р1=0,8
	2,8±0,4

Р1=0,63

	E.coli
	9,6±0,3

Р1<0,001
Р2=0,0003
	10,3±0,4

Р1=0,0003

Р2=0,0004

	K.pneumonia
	7,4±0,05

Р1=0,0002

Р2=0,0007
	8,6 ±0,4

Р1=0,003

Р2=0,007

	S.aureus
	11,3±0,02

Р1=0,0007

Р2=0,0002
	9,6±0,04

Р1=0,003

Р2=0,0002


Р1 = при порівнянні з контролем

Р2 = при порівнянні з ХВГ

Кореляційний аналіз зафіксував помірний позитивний взаємозв'язок між кількістю клітин-продуцентів ФНП-α і колагеном III типу (r= +0,42 (р=0,0001) для E.coli; r= +0,5 (р=0,004) для K.pneumonia; r= +0,32 (р=0,005) для S.aureus), а також між кількістю клітин-продуцентів ІЛ-6і колагеном III типу (r= +0,49 (р=0,0008) для E.coli; r= +0,44 (р=0,05) для K.pneumonia; r= +0,49 (р=0,0001) для S.aureus), чого не спостерігалося в інших досліджуваних групах щурів (Рис.5.9, Рис.5.10).
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Рис. 5.9 Велика кількість клітин-продуцентів-ФНП-α у корі надниркової залози плоду щура групиE.coli. МКАт до ФНП-α, зб.×1000

У даному дослідженні ми провели порівняльну оцінку результатів, отриманих в групах ХВГ і інфекцій. Були виявлені схожі морфологічні параметри патологічного впливу на надниркові залози. В усіх підгрупах інфекцій виявлено збільшення відносного об'єму постійної кори за рахунок пучкової зони на тлі зменшення клубочкової і фетальної (р<0,001 для усіх підгруп). Найвиразніше ці зміни визначалися в групі S. aureus. При порівняльному аналізі відносних об'ємів адренальної кори в групі інфекцій і групі ХВГ виявлена єдина відмінність - збільшення об'єму клубочкової зони у плодів щурів, що перенесли ХВГ, тоді як у плодів з групи інфекцій ця область кори була достовірно менше, ніж угрупі контролю (р<0,001).
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Рис. 5.10 Велика кількість клітин-продуцентів-ІЛ-6 у корі надниркової залози плоду щура групи S.aureus. МКАт до ІЛ-6, зб.×1000

Морфологічною особливістю пучкової зони була її гіперплазія (підвищення щільності розташування клітин у полі зору ×400) у всіх плодів щурів від інфікованих матерів. У групі ХВГ ознак гіперплазії пучкової зони виявлено не було. Вогнища цитолізу і резорбції адренокортикоцитів були зафіксовані, як в пучковій, так і у фетальній зонах у плодів щурів обох груп. При цьому у групі інфекцій вони були більш виразнішими.

У плодів з ХВГ мало місце достовірне збільшення оптичної щільності свічення кортизолу в пучковій зоні (р<0,001). У фетальній корі цей параметр був дещо нижчий (р=0,14), проте ці результати не були статистично значущими. У групі інфекцій в пучковій зоні відзначався високий рівень імунофлюоресценції, окрім підгрупи S.aureus. Проте в адренокортикоцитах фетальної кори спостерігалося різке зниження рівня флюоресценції в порівнянні з контролем, за винятком підгрупи S.aureus (р=0,2 для пучкової зони; р=0,02 для фетальної).
У групах ХВГ і інфекції відзначалося значне збільшення СПВ (р=0,02 при порівнянні з контролем; р=0,3 при порівнянні з групою ХВГ), а також посилення оптичної щільності свічення колагену I і III типів. Проте, в групі ХВГ виразно переважав колаген I типу, тоді як в групі інфекцій - колаген III типу (р=0,001 для колагену I типу в усіх підгрупах; р=0,01 для колагену III типу в усіх підгрупах). У порівнянні з контрольними даними найбільш значне посилення імунофлюоресценції колагену I типу було зафіксоване в підгрупі S.aureus.

У нашому дослідженні була виявлена помірна позитивна кореляція між кількістю цитокінових клітин, що включають продуценти ІЛ-6 і ФНП-α і колагеном III типу в групі інфекцій, тоді як в групі ХВГ цього зв'язку зафіксовано не було (Табл. 5.10). У групі S.aureus спостерігався найбільш високий вміст цитокінових клітин.

Таблиця 5.10

Кореляційні взаємозв'язки між цитокіновими клітинами і колагеном III типу в усіх досліджуваних групах.

	Группа інфекцій
	ІЛ-6
	ФНП-α

	Контроль
	r=+0, 1
	r=+0, 13

	ХВГ
	r=+0, 14, р=0,15
	r=+0, 1, р=0,9

	E.coli
	r=+0, 35, р=0,0008
	r =+0,41, р=0,003

	K.pneumonia
	r=+0, 39, р=0,02
	r=+0, 38, р=0,0009

	S.aureus
	r=+0, 45, р=0,005
	r=+0, 45, р=0,0002


Р1 = при порівнянні з контролем

Р2 = при порівнянні з ХВГ

Резюме. Таким чином, результати дослідження представляють морфофункціональний стан кори надниркових залоз плодів щурів, виношених при фізіологічній вагітності, в умовах ХВГ або народжених від інфікованих різними збудниками матерів.

1. Дані про морфо-функціональний стан надниркових залоз плодів щурів групи контролю відповідали анатомічній і фізіологічній нормі, що дозволяло проведення порівняльного морфофункціонального аналізу надниркових залоз при вагітності з патологічним перебігом.

2. Дослідження надниркових залоз плодів щурів з ХВГ продемонструвало посилення функціональної активності адренокортикоцитів з наявністю характерних морфологічних змін в адренальной корі і надлишкову проліферацію строми залоз.
Зростання функціональної активності підтверджується збільшенням відносного об'єму постійної кори на тлі зменшення фетальної (р<0,001), достовірним посиленням оптичної щільності свічення кортизолу в пучковій зоні (р<0,001) і статистично значущим підвищенням ЯЦІ (р<0,001).

Характерними морфологічними змінами були гіпоплазія клубочкової і фетальної зон (зменшення щільності розташування р=0,0006; р<0,001 і розмірів клітин р=0,002, р=0,0002, відповідно для клубочкової і фетальної кори), а також виразні вогнища цитолізу і резорбції адренокортикоцитів в пучковій і у фетальній зонах.

У групі ХВГ мала місце виражена імунофлюоресценція колагену I (р<0,001) і III типу (р<0,001) в усіх зонах надниркових залоз, що разом із збільшенням СПВ свідчило про надлишкову проліферацію сполучної тканини під впливом гіпоксії.

3. При порівняльній оцінці результатів груп ХВГ і інфекцій в надниркових залозах плодів щурів були зафіксовані схожі морфо-функціональні зміни, що включають збільшення відносного об'єму пучкової зони, зменшення об'єму фетальної кори, появу вогнищ цитолізу і резорбції адренокортикоцитів, посилення оптичної щільності свічення кортизолу в пучковій зоні, а також статистично значуще зростання СПВ і збільшення оптичної щільності свічення колагену I і III типів. Достовірні відмінності були виявлені при порівнянні відносних об'ємів клубочкової (збільшення її об'єму в групі ХВГ, р<0,001) і пучкової зони (гіперплазія в групі інфекцій, р=0,003), функціональної активності фетальної зони (зниження оптичної щільності свічення кортизолу в групі інфекції, р=0,02), а також проліферації строми (в групі ХВГ переважав колаген I типу, а в групі інфекцій колаген III типу, (р=0,001 для колагену I типу в усіх підгрупах; р=0,01 для колагену III типу в усіх підгрупах).

4. Аналіз порівняльних морфо-функціональних характеристик різних підгруп плодів від інфікованих щурів продемонстрував єдину тенденцію для усіх видів збудників. Відносний об'єм постійної кори був достовірно збільшений за рахунок гіперплазії пучкової зони (р<0,001), тоді як клубочкова і фетальна зони знаходилися в стані гіпоплазії (р<0,001). Вогнища цитолізу і резорбції адренокортикоцитів виявлялися як в пучковій, так і у фетальній зонах. Статистично значуще збільшення СПВ (р=0,02), а також посилення оптичної щільності свічення колагену I і III типів відзначалося в усіх спостереженнях. При цьому була виявлена помірна позитивна кореляція між кількістю цитокінових клітин, що включають продуценти ІЛ-6 і ФНП-α і колагеном III типу при усіх видах збудників (з ІЛ-6 р=0,0008 для E.coli; р=0,02 для K.pneumonia; р=0,005 для S.aureus; з ФНП-α р=0,003 для E.coli; р=0,0009 для K.pneumonia; р=0,0002 для S.aureus).

Основні відмінності патологічного впливу інфекційних патогенів на кору надниркових залоз полягали у виразності морфологічних змін різного ступеня. Найвиразніше ознаки дії інфекції спостерігалися в підгрупі S. аureus, тоді як в підгрупі K.pneumonia ці прояви мали найменший ступінь вираженості. На відміну від підгруп E.coli і K.pneumonia, у підгрупі S.aureus була виявлена значно велика оптична щільність свічення колагену I типу і кількість цитокінових клітин (р<0,001 для колагену І типу; р=0,0007 для ІЛ-6; р=0,003 для ФНП-α). У підгрупах E.coli і K.pneumonia рівень імунофлюоресценції кортизолу у пучковій зоні був достовірно підвищений (р<0,001 для E.coli; р<0,001для K.pneumonia), а у фетальній корі мало місце різке зниження цього показника (р=0,01 для E.coli; р=0,01 для K.pneumonia). У підгрупі S.aureus були зафіксовані інверсні зміни (р=0,2 для пучкової зони; р=0,02 для фетальної).
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АНАЛІЗ І УЗАГАЛЬНЕННЯ ОТРИМАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ

Однією з найважливіших проблем педіатрії, акушерства і гінекології є забезпечення перебігу вагітності і народження здорових дітей. Процес вагітності визначається комплексною взаємодією матері, плаценти і плоду, успішним розвитком плоду і його адаптацією до умов довкілля, що змінюються.

Незважаючи на важливість впливу умовно-патогенних інфекцій вагітної на морфологічні характеристики надниркових залоз, багато питань залишається практично не вивченими. Це стосується як морфо-функціональних, так і мікробіологічних аспектів представленої патології, що свідчить про актуальність вивчення цього наукового напряму.

Представлена робота присвячена підвищенню ефективності патологоанатомічної діагностики, шляхом виявлення морфо-функціональних особливостей надниркових залоз плодів, народжених від інфікованих матерів. Для досягнення цієї мети було проведено декілька досліджень, які включали ретроспективний аналіз архівного матеріалу для виявлення деяких епідеміологічних аспектів антенатальної та інтранатальної смертності плодів (271 плід); проспективне вивчення морфо-функціональних особливостей надниркових залоз людських плодів у нормі і за різних патологічних умов, зокрема внутрішньоутробної гіпоксії та інфікування матері (146 плодів), а також експериментальне дослідження, проведене на щурах, для моделювання впливу внутрішньоутробної гіпоксії і материнської інфекції на надниркові залози плоду (35 плодів щурів).
Під час перегляду даних світової літератури спостерігається тенденція до росту ВУІ у жінок, на високому рівні залишається частота мертвонароджень, особливо серед хлопчиків. Значну роль у виникненні ВУІ відіграють фактори ризику, як то та чи інша екстрагенітальна патологія [196,199,200].

Для вивчення епідеміологічних особливостей внутрішньоутробного інфікування і його ролі в антенатальній і інтранатальній смертності ми проаналізували архівний матеріал прозектури КНП "Міський перинатальний центр" Харківської міської ради за період з 1 січня 2012 року по 31 грудня 2016 року. При цьому вивчалася частота виявлення цієї патології серед померлих плодів, а також динаміка зміни цього показника упродовж останніх п'яти років. Іншою кінцевою точкою роботи було дослідження можливих кореляційних зв'язків між внутрішньоутробним інфікуванням і різними характеристиками матері і плоду.
Архівний матеріал був представлений протоколами розтинів плодів, померлих у терміні гестації 22-42 тижні і копії історій хвороби їх матерів (n=271). При проведенні аналізу усі спостереження були розділені на три групи: контрольна група (n=30), група ХВГ (n=148) і група плодів від інфікованих матерів (n=93).
У всій вивченій вибірці переважала смертність, пов'язана з ХВГ - 54,6%. Наявність інфекцій у матерів, що призвели до внутрішньоутробного інфікування і пов'язаною з ним смертю плодів, була зафіксована в 34,4% випадків серед усіх спостережень.
Нами вивчена динаміка зміни смертності плодів з 2012 по 2016 роки в представлених групах. З цією метою були створені лінії тренду, які продемонстрували, що доля смертності від ХВГ протягом вивченого періоду залишалася стабільною і складала у більшості точок виміру більше 50%. Звертає на себе увагу, що упродовж останніх двох років було виявлено суттєве збільшення смертності плодів за рахунок внутрішньоутробного інфікування. У структурі усіх спостережень кількість антенатальних смертей виразно домінувала над кількістю інтранатальних (87,8% в порівнянні з 12,2%, р=0,001). Ця тенденція простежувалася в усіх тимчасових точках дослідження.
У цій роботі були проаналізовані різні параметри, що мають можливий вплив на смертність плодів. Усі вони були розділені на дві категорії: чинники, пов'язані з плодом і чинники, пов'язані з матір'ю. При аналізі показників першої категорії було продемонстровано достовірне переважання у вивченій вибірці плодів чоловічої статі (59,0% в порівнянні з 41,0%, р<0,001). Ця тенденція була об'єктивною при оцінці плодів з груп ХВГ і інфекції (р<0,05).У нашому дослідженні гестаційний вік плодів варіював від 22 до 42 тижнів і складав у середньому 38,5±0,8 тижнів. Частіше за все мертвонародження припадали на термін гестації 38-40 тижнів, що збігається з критичними періодами вагітності і розвитком фетоплацентарної недостатності [156], яка супроводжує ВУІ та може спричинити загибель плоду [157].
Розгляд ролі чинника гестаційного віку 38−40 тижнів у різних группах виявив, що він переважав тільки у групі контролю, хоча розподіл гестаційного віку померлих при порівнянні усіх вибірок достовірно не відрізнявся. Треба відмітити, що в групах ХВГ і інфекції цей параметр не продемонстрував об'єктивних відмінностей.
При проведенні субаналізу плодів чоловічої статі за гестаційним віком було виявлено, що найбільша кількість плодів загинула у терміні 38-40 тижнів і 22-29 тижнів, ці дані узгоджуються з даними BarbaraLuke і спів.[186]. Порівняльна оцінка цих чинників у вивчених групах не зафіксувала будь-яких достовірних відмінностей (P>0,079). Дослідження гестаційного віку загиблих плодів жіночої статі показало аналогічні результати (P>0,084). 
Вивчення маси, довжини тіла, кола голови і грудної клітки усіх мертвонароджених дітей представило наявність статистично значущих відмінностей при порівнянні груп інфекції і контролю, а також груп інфекції і ХВГ. При цьому плоди з групи інфекції мали достовірно менші значення усіх досліджених параметрів (р<0,001). Значущих відмінностей при порівнянні групи ХВГ і контролю виявлено не було (р>0,064).
При роздільній оцінці антропометричних даних тільки у доношених або тільки у недоношених плодів також визначалася схожа тенденція до зниження маси, довжини тіла і кіл голови і грудної клітки в групі інфекції, проте вона не була статистично достовірною (р>0,345).

У категорію вивчених чинників, пов'язаних з матір'ю, увійшли такі параметри, як вік матерів, кількість абортів і пологів у анамнезі, наявність генітальної і екстрагенітальної патології, ускладнень вагітності і вид розродження.

При дослідженні анамнестичних даних цих жінок усіх трьох груп було виявлено, що у 18,8% (n=51) з них мали місце аборти в анамнезі. Аборти були зафіксовані тільки в групах ХВГ (20,9% (n=30)) і інфекції (22,6% (n=21)). Так, у 7 (2,6%) вагітних з усієї вивченої вибірки раніше відзначалися випадки антенатальної загибелі плоду. Ще в 7 (2,6%) випадках у матерів раніше мали місце багатоплідні вагітності, а 11 (4,1%) жінкам виконувалося екстракорпоральне запліднення. Проте, враховуючи невелику кількість спостережень, ці ознаки не були включені в детальний аналіз.
При порівняльній оцінці мертвонароджених плодів від матерів з абортами в анамнезі, у різних групах не було виявлено достовірних відмінностей. Виняток становили лише плоди з групи інфекції, у яких відзначалася достовірно менша маса тіла у порівнянні з групою контролю.
Роздільний аналіз значення абортів в анамнезі по групах показав, що в групі ХВГ не було виявлено достовірних відмінностей при порівнянні у вибірках з абортами або без них. Проте, у підгрупі плодів, у яких матері мали аборти в анамнезі, спостерігалася виразна тенденція до зменшення маси тіла.

У групі інфекції, навпроти, були продемонстровані достовірні відмінності при порівнянні антропометричних даних у плодів від матерів з абортами в анамнезі і без. Відмінності не були об'єктивними тільки при оцінці маси плодів. Звертає на себе увагу, що на відміну від групи ХВГ, довжина, коло голови і грудної клітки мертвонароджених від матерів, що переносили аборти, були достовірно вище (р<0,002 для кола голови, р<0,001 для кола грудної клітки).
При включенні до аналізу антропометричних параметрів мертвонароджених, у матерів яких не було абортів в анамнезі, достовірні відмінності були отримані за усіма досліджуваними ознаками при порівнянні груп інфекції і контролю (р<0,001), а також груп ХВГ і інфекції (р<0,001).

При оцінці розподілу різних значень материнського віку по групах дослідження було виявлено, що найчастіше мертвонародження мали місце у віковому інтервалі 26-30 років. Значення цього параметра було найсильніше виражено у групі материнської інфекції.

При порівнянні груп ХВГ і інфекції відносно наявності екстрагенітальної патології і шкідливих звичок було виявлено, що вони зустрічалися більше, ніж у 50,0% пацієнток, як першої, так і другої вибірок. В обох групах було зафіксовано виразне переважання пацієнток з ожирінням (12,8% і 13,9% відповідно, р>0,806). У вибірці материнської інфекції рівні захворювань нирок і сечових шляхів були достовірно вище, ніж у матерів з групи ХВГ (р<0,001). З іншого боку, у матерів, плоди яких мали внутрішньоутробну гіпоксію, відзначався об'єктивно вищий рівень дифузного зобу (р<0,026), нейроциркуляторної (р<0,024) дистонії, міопії (р<0,001) і цукрового діабету (р<0,040).

Оцінка генітальної патології показала, що вона достовірно частіше зустрічалася в групі інфекції (р<0,001). При вилученні з аналізу випадків генітальної інфекції ці відмінності не були такими очевидними, але залишалися статистично значущими (р<0,05). У вибірці інфекції виявлявся значно вищий рівень ерозій шийки матки і істміко-цервикальної недостатності (р<0,001).

Серед спектру інфекційної патології матерів значно переважали захворювання, пов'язані з вірусом герпесу і цитомегаловірусом, а також інфекції статевих шляхів (р<0,001). Останні найчастіше були пов'язані з хламідіями, уреаплазмами і гарднерелами. Треба відмітити, що у більшості жінок мало місце поєднання декількох патологій - як генітальної, так і екстрагенітальної. 

Загальний рівень ускладнень вагітності був набагато вищий в групі ХВГ. Ці відмінності були статистично значущими (р<0,001). У пацієнток з вибірки ХВГ суттєво переважали випадки прееклампсії, зокрема прееклампсії I ступеня тяжкості.
Аналізуючи увесь отриманий матеріал, були виділені деякі ознаки, що мають прогностичне значення відносно частоти мертвонароджень у групі материнської інфекції. При використанні дискримінантного аналізу найбільші дискримінантні коефіцієнти виявлені у таких параметрів, як вік матері від 26 до 30 років (Р<0,005), низька маса тіла плоду (Р<0,008), перша вагітність матері (Р<0,014), ожиріння матері (Р<0,029) і чоловіча стать плоду (Р<0,037).

Для уточнення прогностичного значення отриманих даних було вирішено скористатися методом дискримінантного прогнозування розвитку ранньої антенатальної смертності.

При цьому була створена прогностична модель, що складається з двох рівнянь:

F1 = 17,1*A+2,0*B - 18,7,

F2 = 16,4*A+1,5*B - 16,9,

де A - маса тіла плоду (низька - 1 бал; нормальна або підвищена - 2 бали); B - вік матері (1 бал - від 26-30 років; 2 - вік, відмінний від 26-30 років).
При перевищенні коефіцієнта F1 над F2 прогнозується високий ризик розвитку ранньої антенатальної смертності.
У дослідження, присвячене впливу внутрішньоутробної гіпоксії і материнської інфекції на надниркові залози людських плодів, увійшли 146 спостережень. Усі спостереження були також розподілені на три групи, що включали плоди від матерів з фізіологічним перебігом вагітністю (група контролю, n=14), плоди від матерів, вагітність яких була ускладнена ХВГ(група ХВГ, n=64) і плоди від матерів, вагітність яких супроводжувалася інфекційними ускладненнями (група інфекцій, n=68). Кожна група розділялася на дві підгрупи: доношених і недоношених плодів.
Вплив ХВГ і інфекції на морфо-функціональний стан надниркових залоз плодів також була вивчена в експерименті на 35 щурах. Для експериментального інфікування щурів використовували три види найчастіше опортуністичних, інфекції що зустрічаються - S.aureus (n=7), E.coli (n=8) і K.pneumonia (n=8).
Важливою подією в онтогенезі організму є пологи. Лобода М.В., Бабов К.Д., Стеблюк В.В (2004) [7] пишуть, що пологи супроводжує унікальний за інтенсивністю і за своїм адаптивним значенням родовий стрес. Родовий стрес відіграє ключову роль в неонатальній адаптації.
Губіна-Вакулик Г.І., Андрєєв А.В. і Колоусова Н.Г. (2013) [205] зазначають, що після народження корі надниркових залоз належить важлива фізіологічна роль - забезпечення новонародженого глюкокортикоїдами, які підтримують метаболічний гомеостаз і стресорні відповіді, і мінералокортикоїдами, які підтримують водно-електролітну рівновагу. У внутрішньоутробному періоді ці функції здійснювалися плацентарними стероїдами.

Оцінка результатів дослідження групи контролю людських плодів продемонструвала достовірні відмінності між наднирковими залозами доношених і недоношених. Адренальні залози у доношених характеризувалися великими розмірами і масою (р=0,003 для довжини, р=0,0019 для маси), зміною співвідношення відносних об'ємів різних зон кори у бік зменшення клубочкової і фетальної зон на тлі розширення пучкової зони, а також збільшенням розмірів і щільності розташування адренокортикоцитів (р=0,0056 для щільності розташування; р<0,001 для розмірів клітин). При оцінці СПВ об'єктивних відмінностей в обох підгрупах виявлено не було, хоча імунофлюоресценція колагену I і III типу була достовірно вище у недоношених плодів (р<0,001 для колагену І типу, р<0,001  для колагену ІІІ типу). Дослідження імунофлюоресценції кортизолу у пучковій і фетальній зонах не продемонструвало достовірних відмінностей між доношеними і недоношеними плодами (р=0,632 для пучкової зони; р=0,11 для фетальної кори ). Подібні дані в корі надниркових залоз плодів та новонароджених виділяють багато дослідників.

Результати вивчення плодів, що перенесли ХВГ, представили виразні морфологічні маркери патологічного впливу ХВГ на їх адренальні залози. Ці маркери були наслідком посилення функціональної активності адренокортикоцитів з характерними морфологічними змінами в адренальній корі і надлишкове розростання строми залоз.

У плодів людей вони включали збільшення відносного об'єму пучкової зони, зменшення щільності розташування і розмірів адренокортикоцитів, збільшення оптичної щільності свіченнякортизолу у пучковій і фетальній зонах, а також оптичної щільності свіченняколагену I і III типів (Р<0,001  для колагену I типу, Р=0,006 для колагену III типу) на тлі зростання СПВ (р=0,002). Достовірні відмінності між підгрупами доношених і недоношених плодів, що перенесли ХВГ, були зафіксовані тільки при оцінці імунофлюоресценції кортизолу і колагену III типу (р=0,008 для кортизолу; р=0,0001 для колагену).

У плодів щурів зростання функціональної активності надниркових залоз підтверджувалося збільшенням відносного об'єму постійної кори на тлі зменшення фетальної (р<0,001), достовірним посиленням оптичної щільності свічення кортизолу у пучковій зоні (р=8,3153 Е- 07) і статистично значущим підвищенням ЯЦІ (р<0,001). Характерними морфологічними змінами були гіпоплазія клубочкової і фетальної зон (зменшення щільності розташування р=0,0006; р<0,001 і розмірів клітин р=0,002, р=0,0002, відповідно для клубочкової і фетальної кори), а також виразні вогнища цитолізу і резорбції адренокортикоцитів у пучковій і у фетальній зонах. У групі ХВГ мала місце виражена імунофлюоресценція колагену I (р<0,001) і III типу (р<0,001) в усіх зонах надниркових залоз, що разом із збільшенням СПВ свідчило про надлишкове розростання строми залоз під впливом гіпоксії.

По даним Ляшене і Сталіорайтіте (1969р.) такі дані свідчать про перехід з апокрінового до мерокринового типу секреції [207].

При вивченні кореляційної залежності між оптичною щільністю свіченнякортизолу і ЯЦІ у підгрупах доношених плодів людей і плодів щурів був виявлений позитивний зв'язок цих параметрів (р=0,05). Це об'єктивно свідчить про те, що зі збільшенням розмірів ядер адренокортикоцитів відбувається посилення гормонопродукції у цих клітинах. У недоношених плодів людей не було виявлено подібної кореляції, що, ймовірно, пов'язано з функціональним виснаженням клітин (для пучкової зони (р=0,15) і для фетальної зони (р=0,11)).
На нашу думку, внутрішньоутробне інфікування плоду і ХВГ слід розглядати як стани, що вимагають безлічі пристосовних змін, в яких одну з найважливіших ролей відіграє надниркова залоза, що синтезує гормони стресу.

При порівняльній оцінці результатів груп ХВГ і інфекцій у плодів людей в надниркових залозах були зафіксовані схожі морфологічні зміни, які включали збільшення відносного об'єму пучкової зони на тлі зменшення відносного об'єму клубочкової і фетальної зон кори. Проте у групі інфекцій ці зміни були виражені більше, особливо, в підгрупі недоношених (р=0,02 для пучкової зони). У пучковій і фетальній корі плодів обох груп виявлялися виразні вогнища цитолізу і резорбції. Ці морфологічні показники мали достовірно велику вираженість у плодів від інфікованих матерів (р=0,05 для пучкової зони, р=0,004 для фетальної зони). У групах ХВГ і інфекції відзначалося суттєве збільшення СПВ (р=0,004 для контролю і ХВГ р=0,3), а також посилення оптичної щільності свічення колагену І і ІІІ типів. Проте, у групі ХВГ виразно переважав колаген І типу, тоді як в групі інфекцій - колаген ІІІ типу (р=0,002 для доношених; р=0,06 для недоношених плодів). На нашу думку, ці дані свідчать про активну роль материнської інфекції в посиленні процесів колагеноутворення з переважанням старіших форм колагену (І типу) у стромі надниркових залоз плоду.
У нашому дослідженні була виявлена позитивна кореляція між кількістю цитокінових клітин, що включають продуценти ІЛ- 6 і ФНП-α і колагеном III типу у групі інфекцій (для ІЛ- 6 р=0,008, для ФНП-α р=0,045, у підгрупі доношених; для ІЛ- 6 р=0,05, для ФНП-α р=0,03 у підгрупі недоношених). У групі ХВГ цього зв'язку зафіксовано не було (для ІЛ- 6 р=0,112, для ФНП-α р=0,23 у доношених; для ІЛ- 6 р=0,24, для ФНП-α р=0,38 для недоношених). Отримані дані демонструють, що материнська інфекція призводить до стимуляції цитокінової відповіді в тканині надниркових залоз плодів. Цей процес корелює з формуванням молодого колагену ІІІ типу в адренальній стромі.
В обох групах зафіксована посилена продукція кортизолу адренокортикоцитами пучкової і фетальної зон, але ці зміни були більш вираженими у групі інфекцій (р=0,009 для пучкової зони доношених плодів).

У надниркових залозах плодів щурів спостерігалися аналогічні особливості, що включали збільшення відносного об'єму пучкової зони, зменшення об'єму фетальної кори, появу вогнищ цитолізу і резорбції адренокортикоцитів, посилення оптичної щільності свічення кортизолу в пучковій зоні, а також статистично значуще зростання СПВ і збільшення оптичної щільності свічення колагену I і III типів. Достовірні відмінності між групами ХВГ і плодів від інфікованих матерів були виявлені при порівнянні відносних об'ємів клубочкової (збільшення її об'єму у групі ХВГ, р=2,9995Е- 07) і пучкової зони (гіперплазія у групі інфекцій, р=0,003), функціональної активності фетальної зони (зниження оптичної щільності свічення кортизолу у групі інфекції, р=0,02), а також проліферації строми (у групі ХВГ переважав колаген I типу, а в групі інфекцій колаген III типу (р=0,001 для колагену I типу в усіх підгрупах; р=0,01 для колагену III типу в усіх підгрупах)).

Аналіз порівняльних морфо-функціональних характеристик різних підгруп плодів від інфікованих щурів продемонстрував єдину тенденцію для усіх видів збудників. Відносний об'єм постійної кори був достовірно збільшений за рахунок гіперплазії пучкової зони (р<0,001), тоді як клубочкова і фетальна зони знаходилися у стані гіпоплазії (р<0,001). Вогнища цитолізу і резорбції адренокортикоцитів виявлялися як в пучковій, так і у фетальній зонах. Статистично значуще збільшення СПВ (р=0,02), а також посилення оптичної щільності свічення колагену I і III типів відзначалося в усіх спостереженнях. При цьому була виявлена помірна позитивна кореляція між кількістю цитокінових клітин, що включають продуценти ІЛ- 6 і ФНП-α і колагеном III типу при усіх видах збудників (з ІЛ- 6 р=0,0008 для E.coli; р=0,02 для K.pneumonia; р=0,005 для S.aureus; з ФНП-α р=0,003 для E.coli; р=0,0009 для K.pneumonia; р=0,0002 для S.aureus).

Основні відмінності патологічного впливу інфекційних патогенів на кору надниркових залоз полягали у вираженості морфологічних змін різного ступеня. Найвиразніше ознаки дії інфекції спостерігалися в підгрупі S. аureus, тоді як в підгрупі K.pneumonia ці прояви мали найменший ступінь вираженості. На відміну від підгруп E.coli і K.pneumonia, у підгрупі S.aureus була виявлена значно велика оптична щільність свічення колагену I типу і кількість цитокінових клітин (р<0,001 для колагену І типу; р=0,0007 для ІЛ-6; р=0,003 для ФНП-α). У підгрупах E.coli і K.pneumonia рівень імунофлюоресценції кортизолу у пучковій зоні був достовірно підвищений (р<0,001 для E.coli; р<0,001для K.pneumonia), а у фетальній корі мало місце різке зниження цього показника (р=0,01 для E.coli; р=0,01 для K.pneumonia). У підгрупі S.aureus були зафіксовані інверсні зміни (р=0,2 для пучкової зони; р=0,02 для фетальної). 

Вищепредставлені дані свідчать про наявність прискореного дозрівання (посилення синтезу кортизолу) і диференціювання (відносне розширення пучкової зони на тлі звуження фетальної кори) надниркових залоз у плодів під впливом ХВГ і інфекції. У групі інфекції відзначався більш виражений цитоліз і резорбція адренокортикоцитів, що свідчить про часткове виснаження компенсаторно-пристосовних процесів.
Узагальнюючи отримані результати, можна зробити висновок, що інфекційно-запальний процес у організмі вагітної істотно впливає як на розвиток плоду, так і на формування його ендокринної системи, зокрема надниркових залоз. Під впливом ХВГ і інфекції матері зменшується вірогідність виношування доношеного плоду, виникає дефіцит маси тіла плоду і маси надниркових залоз. Ці патологічні чинники призводять до підвищеної функціональної напруги ендокринних органів плоду, зокрема до гіпертрофії і гіперплазії секреторних клітин адренальної кори, а також до морфологічної перебудови її основних зон.

Вищезгадані особливості морфо-функціонального стану надниркових залоз плодів групи материнських інфекцій у подальшому постнатальному житті можуть реалізуватися в порушеннях процесів адаптації і призвести до розвитку різної соматичної патології. Це вимагає проведення профілактичних заходів, спрямованих на лікування інфекційних процесів у матері в період вагітності, що дозволить запобігти негативним ефектам пренатального стресу або ж нівелювати їх наслідки.

ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі представлено теоретичне обгрунтування і нове рішення актуальної наукової задачі - виявлення морфофункціональних особливостей надниркових залоз плодів, народжених від інфікованих матерів.

1. Аналіз результатів 271 розтину мертвонароджених плодів, а також історій вагітностей і пологів їх матерів у місті Харкові за 2012-2016 рр. продемонстрував тенденцію до збільшення кількості мертвонароджень у інфікованних вагітних (в середньому 34,4%;  28,6%  у 2012 р.у порівнянні з 40,9% у 2016 р., р=0,003). При цьому антенатальна загибель плодів домінувала над інтранатальною (87,5% у порівнянні з 12,5%, р=0,001). За даними дискримінантного аналізу серед чинників ризику мертвонародження, пов'язаних з плодом, прогностичне значення мали такі параметри як чоловіча стать плоду (F=4,398, р<0,037) і низька маса тіла (F=7,236, р<0,008). Чинники прогнозу мертво народження, що пов'язані з матір'ю, включали вік (F=7,912, р<0,005), наявність першої вагітності (F=6,127, р<0,014) та ожиріння (F=4,811, р<0,029).

2. Результати дослідження надниркових залоз плодів людини від здорових матерів продемонстрував достовірні відмінності між наднирковими залозами підгруп доношених і недоношених плодів. Адренальні залози у доношених характеризувалися великими розмірами (р=0,0003) і масою (р= 0,0019), зміною співвідношення відносних об'ємів різних зон кори у бік зменшення клубочкової (р=0,26) і фетальної зон (р=0,0356) на тлі розширення пучкової зони (р=0,002), а також збільшенням розмірів (р<0,001) і щільності розташування адренокортикоцитів (р=0,0056). При оцінці СПВ об'єктивних відмінностей в обох підгрупах не виявлено, хоча імунофлюоресценція колагену I і III типу була достовірно нижче у доношених плодів (р<0,001для колагену I типу; р<0,001 для колагену III типу). Дослідження імунофлюоресценції кортизолу у пучковій і фетальній зонах не продемонструвало достовірних відмінностей між доношеними і недоношеними плодами (р=0,594 для пучкової зони; р=0,318 для фетальної зони).

3. При ХВГ у надниркових залозах плодів людини і щурів виявлені однакові тенденції, що свідчать про патологічний вплив ХВГ на фетогенез надниркових залоз. Виявлено збільшення відносного об'єму постійної кори на тлі зменшення фетальної (р<0,001 для плодів щурів; р=0,001 для доношених плодів людей, р<0,001 для недоношених), достовірне посилення оптичної щільності свічення кортизолу у пучковій зоні (р<0,001для щурів, р<0,001 для доношених плодів людей; р<0,001 для недоношених плодів людей) і статистично значуще підвищення ЯЦІ (р=0,0002 для плодів щурів; р= 0,00271 для доношених плодів людей; р<0,001 для недоношених плодів людей). Характерними морфологічними змінами були гіпоплазія клубочкової і фетальної зон, а також цитоліз і резорбція адренокортикоцитів у пучковій і у фетальній зонах на тлі посилення утворення колагену  I і III типу, що разом зі збільшенням СПВ свідчило про надлишкову проліферацію сполучної тканини під впливом гіпоксії.
4. При порівняльній оцінці результатів груп інфекцій і ХВГ в надниркових залозах плодів людей і щурів були зафіксовані схожі морфологічні зміни, які включали збільшення відносного об'єму пучкової зони на тлі зменшення об'єму клубочкової і фетальної кори. У групі інфекцій ці зміни були виражені суттєвіше, особливо у підгрупі недоношених плодів людини (р<0,001 для пучкової зони). У пучковій і фетальній корі плодів усіх груп виявлялися виразні вогнища цитолізу і резорбції. Ці морфологічні показники мали достовірно велику вираженість у плодів від інфікованих матерів (р=0,005 для доношених; р=0,02 для недоношених; р=0,01 для щурів у пучковій зоні; р=0,02 для доношених; р=0,009 для недоношених; р=0,01 для щурів). В обох групах відзначалося посилення оптичної щільності свічення колагену I (р=0,3 для доношених; р=0,01 для недоношених; р=0,0005 для щурів) і III типів (р=0,002 для доношених; р=0,06 для недоношених; р=0,4 для щурів). Проте, у групі інфекцій виразно переважав колаген III типу, тоді як в групі ХВГ - колаген I типу.
5. Вплив материнської інфекції проявився підвищенням цитокінової активності у надниркових залозах плодів (ІЛ- 6 і ФНП-α). При цьому виявлялися клітини, що продукують ІЛ- 6 і ФНП-α, і була виявлена помірна позитивна кореляція між кількістю цитокінових клітин, які включають продуценти ІЛ-6 і ФНП-α і колагеном III типу в групі інфекцій (для ІЛ-р=0,008, для ФНП-α р=0,045 для доношених; для ІЛ-6 р=0,05, для ФНП-α р=0,03 для недоношених; з ІЛ-6 р=0,0008 для E.coli; р=0,02 для K.pneumonia; р=0,005 для S.aureus; з ФНП-α р=0,003 для E.coli; р=0,0009 для K.pneumonia; р=0,0002 для S.aureus). У групі ХВГ цього зв'язку не зафіксовано (для ІЛ- 6 р=0,112, для ФНП-α р=0,23 у доношених; для ІЛ- 6 р=0,24, для ФНП-α р=0,38 для недоношених; для ІЛ-6 р=0,1; для ФНП-α р=0,6 у щурів). В обох групах спостерігалася посилена продукція кортизолу адренокортикоцитами пучкової і фетальної зон. Ці зміни були найвиразнішими у групі плодів людей від інфікованих матерів (р=0,009).
6. Аналіз порівняльних морфо-функціональних характеристик різних підгруп плодів від інфікованих щурів продемонстрував єдину тенденцію для усіх видів збудників. Основні відмінності патологічного впливу інфекційних патогенів на кору надниркових залоз полягали у вираженості морфологічних змін різного ступеню. Найвиразніше ознаки дії інфекції спостерігалися у підгрупі S. аureus, тоді як у підгрупі K.pneumonia ці прояви мали найменший ступінь вираженості. На відміну від підгруп E.coli і K.pneumonia, у підгрупі S.aureus була виявлена значно більшаоптична щільность свічення колагену I типу і кількість цитокінових клітин (р<0,001 для колагену 1 типу; р=0,0007 для ІЛ- 6; р=0,003 для ФНП-α). У підгрупах E.coli і K.pneumonia рівень імунофлюоресценції кортизолу у пучковій зоні був достовірно підвищений (р<0,001 для E.coli; р<0,001 для K.pneumonia), а у фетальній корі спостерігалося різке зниження цього показника (р=0,01 для E.coli; р=0,01 для K.pneumonia). У підгрупі S.aureus були зафіксовані інверсні зміни (р=0,2 для пучкової зони; р=0,02 для фетальної).
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. Отримані дані в результаті ретроспективного дослідження епідеміологічних особливостей внутрішньоутробного інфікування дозволяють створити прогностичну модель антенатальної смертності плодів з урахуванням материнських і плодових чинників і дозволяють рекомендувати акушерам-гінекологам, неонатологам і педіатрам включати матерів і плодів до групи ризику з наступним комплексним обстеженням і спостереженням для попередження антенатальної смертності.
2. Вивчені гістологічні та імуногістохімічні особливості, морфометричні показники надниркових залоз можна використовувати у практичній патологічній анатомії для поліпшення патологоанатомічної діагностики впливу інфекцій матері на зміни в надниркових залозах у нащадків.
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12. Сакал ГО, Товажнянська ВД. Вплив хронічної внутрішньоутробної гіпоксії на морфо-функціональний стан надниркових залоз і печінки плодів щурів лінії WAG. Збірник тез конференції студентів та молодих вчених «Медицина третього тисячоліття». 2016;44-46. (Здобувачем проведено гістологічне дослідження тканини, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
13. Сакал ГО, Товажнянська ВД. Анализ летальных случаев внебольничных пневмоний вызвнных Klebsiella pneumоniae, среди взрослого населения. Збірник тез міжвузівської конференції молодих вчених та студентів «Медицина третього тисячоліття». 2015;253-254. (Здобувачем проведено гістологічне дослідження тканини, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
14. Товажнянська ВД. Морфологические особенности  коры надпочечников потомства крыс, рожденных от матерей с клебсиеллезом. Медицина третього тисячоліття. 2017;75-76. (Здобувачем проведено гістологічне дослідження тканини, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
15. Зверева ИС, Товажнянская ВД, Сакал АА. Клинико-анатомические особенности токсоплазменной инфекции (случай из практики патологоанатома). Медицина третього тисячоліття. 2017;88-89. (Здобувачем проведено гістологічне дослідження тканини, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
16. Ипполитов ДА, Товажнянская ВД. Морфофункциональные особенности надпочечников и селезенки плодов от матерей подострым пролонгированным клебсиеллезом. Всеукраїнський медичний журнал студентів і молодих вчених «Хист». 2017;19:308-309. (Здобувачем проведено гістологічне дослідження тканини, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
17. Tovazhnianska V. Impact of mothers’ staphylococcosis on adrenal glands’ cortex of fetuses. Abstracts of ICMS Sofia. 2017;335. (Здобувачем проведено гістологічне дослідження тканини, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
Видання, які додатково відображують наукові результати дисертації

18. Товажнянська ВД, Сорокіна ІВ, Андросов ЄД. Патент на винахід Спосіб морфологічної діагностики пошкоджуючої дії хронічної внутрішньоутробної гіпоксії на кору наднирників плода. МПК (01.2015) А61В 10/00 G01N 33/48 (Здобувачем проведено гістологічне дослідження тканини, оброблено результати дослідження).
АПРОБАЦІЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДИСЕРТАЦІЇ
1. Науково-практична конференція з участю міжнародних спеціалістів «Індивідуальна анатомічна мінливість органів, систем, тканин людини та її значення для практичної медицини та стоматології» (Полтава, 19–20 травня 2016 р.) – усна доповідь та публікація тез; 
2. Науково-практичній конференції з міжнародною участю «Теорія та практика сучасної морфології» (Дніпро, 5–7 жовтня 2016 р.) - усна доповідь та публікація статті; 
3. XVI Internatinal congress of medical Sciences (Sofia, Bulgaria; 11–14 травня 2017 р.)- усна доповідь та публікація тез; 
4. X конгрес патологів України (Яремче, 27–28 вересня 2018 р.) - усна доповідь та публікація статті; 
5. Всеукраїнській щорічній науково-практичній конференції молодих вчених «Медицина XXI століття» (Харків, 23 листопада 2018 р.) - усна доповідь та публікація тез;
6. Всеукраїнській щорічній науково-практичній конференції молодих вчених «Медицина третього тисячоліття» (Харків, 2013 р.) - усна доповідь та публікація тез;
7. Всеукраїнській щорічній науково-практичній конференції молодих вчених «Медицина третього тисячоліття» (Харків, 2014 р.) - усна доповідь та публікація тез;
8. Всеукраїнській щорічній науково-практичній конференції молодих вчених  «Медицина третього тисячоліття» (Харків, 2015 р.) - усна доповідь та публікація тез.
Додаток Б
ДОДАТКОВІ ТАБЛИЦІ

Кількість щуриць в експерименті по гіпоксії
	№
	Назва групи
	Кількість вагітних щуриць
	Кількість нащадків

	1
	Контроль плоди
	3
	7

	2
	ХВГ плоди
	3
	6


Середні соматометричні показники нащадків при моделюванні різних видів гіпоксії

	Група
	Щурики
	Дата
	Маса тіла, 
х 10-3
	Довжина тіла, х 10-2
	Довжина хвоста, 
х 10-2

	Контроль
	Плоди
(n=7)
	12.12.13р
	4,93±0,078
	4,58±0,027
	1,41±0,028

	Хронічна внутріш-ньоутробна гіпоксія
	Плоди
(n=6)
	12.12.13р
	3,43±0,049
	3,58±0,040
	1,26±0,037


Соматометричні показники нащадків групи контроля

	Плоди щурики
	Дата
	Маса тіла,
х 10-3
	Довжина тіла,
х 10-2
	Довжина хвоста, х 10-2

	1
	9.12.13р.
	4,8
	4,7
	1,5

	2
	9.12.13р.
	4,8
	4,6
	1,4

	3
	9.12.13р.
	5,3
	4,6
	1,44

	4
	9.12.13р.
	4,9
	4,49
	1,37

	5
	9.12.13р.
	4,7
	4,5
	1,29

	6
	9.12.13р.
	4,9
	4,6
	1,5

	7
	9.12.13р.
	5,1
	4,6
	1,4


Соматометричні показники нащадків групи хронічної внутрішньоутробної гіпоксії

	Плоди щурики
	Дата
	Маса тіла,
х 10-3
	Довжина тіла, х 10-2
	Довжина хвоста, х 10-2

	1
	9.12.13р.
	3,5
	3,5
	1,3

	2
	9.12.13р.
	3,6
	3,7
	1,2

	3
	9.12.13р.
	3,3
	3,5
	1,4

	4
	9.12.13р.
	3,5
	3,7
	1,2

	5
	9.12.13р.
	3,3
	3,58
	1,16

	6
	9.12.13р.
	3,4
	3,5
	1,3


Середні соматометричні показники нащадків при моделюванні абдомінального підгострого інфекційно-запального процесу
	№ групи
	Доза
	Маса тіла, 
х 10-3
	Довжина тіла, х 10-2
	Довжина хвоста, х 10-2

	Escherichia coli ATCC 25922 (F50)

	1
	2 млрд
	5,15±0,083 
	5,23±0,041 
	1,56±0,014 

	2
	1,5 млрд
	5,38±0,041 
	5,27±0,033 
	1,63±0,008 

	3
	1 млрд
	5,49±0,060 
	5,31±0,066 
	1,63±0,012 

	4
	500 млн
	5,59±0,096 
	5,33±0,032 
	1,63±0,011 

	5
	300 млн
	6,43±0,180 
	5,52±0,076 
	1,82±0,045 

	Staphylococcus aureus ATCC 25923

	6
	2 млрд
	5,31±0,009 
	5,40±0,021 
	1,50±0,026 

	7
	1 млрд
	5,36±0,010 
	5,35±0,083 
	1,53±0,023 

	8
	800 млн
	5,43±0,017 
	5,51±0,065 
	1,54±0,033 

	9
	400 млн
	5,66±0,025 
	5,61±0,019 
	1,66±0,027 

	10
	200 млн
	5,71±0,019 
	5,68±0,147 
	1,71±0,013 

	Klebsiella pneumoniae NCTC 5055

	11
	2 млрд
	4,49±0,045 
	4,92±0,107 
	1,59±0,031 

	12
	1 млрд
	5,60±0,072 
	5,34±0,046 
	1,68±0,032 

	13
	500 млн
	5,67±0,100 
	5,38±0,060 
	1,76±0,016 

	14
	300 млн
	5,79±0,081 
	5,55±0,042 
	1,70±0,031 

	15
	100 млн
	6,65±0,103 
	5,72±0,177 
	1,88±0,032 


Соматометричні показники нащадків групи 
Escherichia coli ATCC 25922 (F50)
	Плоди

Щурики
	Дата
	Маса тіла, х 10-3
	Довжина тіла,
х 10-2
	Довжина хвоста, х 10-2

	1
	9.12.13р.
	4,1
	3,8
	1,1

	2
	9.12.13р.
	3,5
	3,9
	1,6

	3
	9.12.13р.
	2,9
	4,2
	1,2

	4
	9.12.13р.
	3,5
	3,7
	1,2

	5
	9.12.13р.
	3,1
	3,58
	1,16

	6
	9.12.13р.
	2,8
	3,5
	1,3

	7
	9.12.13р
	3,6
	3,3
	1,1

	8
	9.12.13р
	3,7
	3,2
	1,4

	9
	9.12.13р
	3,2
	3,8
	1,2

	10
	9.12.13р
	2,5
	2,4
	1,5


Соматометричні показники нащадків групи 
Klebsiella pneumoniae NCTC 5055 
	Плоди

щурики
	Дата
	Маса тіла, х 10-3
	Довжина тіла, х 10-2
	Довжина хвоста, х 10-2

	1
	9.12.13р.
	3,2
	3,4
	0,8

	2
	9.12.13р.
	3,5
	3,9
	1,3

	3
	9.12.13р.
	3,2
	3,6
	1,5

	4
	9.12.13р.
	3,4
	3,1
	1,3

	5
	9.12.13р.
	3,7
	3,6
	1,6

	6
	9.12.13р.
	3,2
	3,8
	1,2

	7
	9.12.13р
	2,5
	2,8
	1,4

	8
	9.12.13р
	3,3
	3,2
	1,2

	9
	9.12.13р
	3,2
	3,4
	0,8

	10
	9.12.13р
	3,5
	3,9
	1,3


Соматометричні показники нащадків групи 
Staphylococcus aureus ATCC 25923
	Плоди

щурики
	Дата
	Маса тіла,
х 10-3
	Довжина тіла,
х 10-2
	Довжина хвоста, х 10-2

	1
	9.12.13р.
	3,2
	4
	1

	2
	9.12.13р.
	3
	3,5
	1,3

	3
	9.12.13р.
	3,5
	4
	0,9

	4
	9.12.13р.
	3,5
	4,2
	1,3

	5
	9.12.13р.
	3,5
	3,2
	1,2

	6
	9.12.13р.
	3,1
	3,5
	1,4

	7
	9.12.13р
	3,2
	3,5
	1,3

	8
	9.12.13р
	3
	3,1
	1,3

	9
	9.12.13р
	2,7
	3,2
	1,2

	10
	9.12.13р
	3,2
	4
	1


Дані ЯЦІ у клітинах надниркових залоз доношених плодів порівнюваних груп
	Доношені
	Контроль
	Клубочкова зона
	0,3766±0,023

	
	
	Пучкова зона
	0,2995±0,019

	
	
	Фетальна зона
	0,4212±0,023

	
	ХВГ
	Клубочкова зона
	0,5225±0,0325

	
	
	Пучкова зона
	0,364±0,096

	
	
	Фетальна зона
	0,6475±0,0602

	
	Інфекції
	Клубочкова зона
	0,5105±0,025

	
	
	Пучкова зона
	0,1909±0,0068

	
	
	Фетальна зона
	0,6297±0,043


Дані ЯЦІ у клітинах надниркових залоз недоношених плодів порівнюваних груп
	Недоношені
	Контроль
	Клубочкова зона
	0,5074±0,018

	
	
	Пучкова зона
	0,5371±0,026

	
	
	Фетальна зона
	0,5178±0,0303

	
	ХВГ
	Клубочкова зона
	0,6629±0,098

	
	
	Пучкова зона
	0,5603±0,0305

	
	
	Фетальна зона
	0,5755±0,041

	
	Інфекції
	Клубочкова зона
	0,5242±0,0256

	
	
	Пучкова зона
	0,3739±0,016

	
	
	Фетальна зона
	0,6254±0,038


Дані ЯЦІ у клітинах надниркових залоз плодів щурів порівнюваних груп
	Щури
	Контроль
	Клубочкова зона
	0,3113±0,014

	
	
	Пучкова зона
	0,197±0,0034

	
	
	Фетальна зона
	0,1768±0,0034

	
	ХВГ
	Клубочкова зона
	0,2439±0,0068

	
	
	Пучкова зона
	0,2995±0,0067

	
	
	Фетальна зона
	0,204±0,0015

	
	E.coli
	Клубочкова зона
	0,389±0,0086

	
	
	Пучкова зона
	0,2707±0,0025

	
	
	Фетальна зона
	0,2376±0,0029

	
	K.pneumonia
	Клубочкова зона
	0,487±0,0054

	
	
	Пучкова зона
	0,458±0,0036

	
	
	Фетальна зона
	0,3161±0,0021

	
	S.aureus
	Клубочкова зона
	0,457±0,0085

	
	
	Пучкова зона
	0,2259±0,0017

	
	
	Фетальна зона
	0,1812±0,0016


Морфометричні клітинні параметри кори наднирників недоношених плодів у результаті пошкоджуючої дії на них ВУІ (М±m)
	Тканина та параметри
	Контроль
	ХВГ
	Інфекція

	Клубочкова зона:

Ширина в абсолютних числах, мкм

у процентному співвідношенні, %
Кількість клітин, у полі зору

Площа клітин, мкм2

Площа ядер, мкм2
	195,34 ± 12,3

20,44 ± 0,9

194,4 ± 11,22

161,9 ± 3,7
80,5 ± 1,9
	185,85±14,4

19,73±1,26

186,5±8,6

149,8±3,6
68,7±2,2
	181,31±8,4

16,65±0,61

234,9±8,35

163,2±4,6
81,4±2,6

	Пучкова зона:

Ширина в абсолютних числах, мкм

у процентному співвідношенні, %
Кількість клітин, у полі зору

Площа клітин, мкм2

Площа ядер, мкм2
	256,16±9,23

27,02±0,9

290,92±7,84

185,7±4,8

94,5±2,7
	402,1±24,8
42,32±0,9
316,4±10,6

179,5±3,8
102,6±2,66
	494,28±11,6
45,65±0,64
323,75±8,92
263,4±5,9

115,01±4,03

	Фетальна зона:

Ширина в абсолютних числах, мкм

у процентному співвідношенні, %
Кількість клітин, у полі зору

Площа клітин, мкм2

Площа ядер, мкм2
	505,17±28,5

52,53±1,29

246,08±25,12

188,5±3,7

100,2±3,4
	371,49±31,7
37,96±1,4
181,4±8,83
177,16±6,2
85,8±3,34
	411,42±15,4

37,7±0,75

180,96±6,72

153,5±3,6
79,7±2,2


Морфометричні клітинні параметри кори наднирників доношених плодів у результаті пошкоджуючої дії на них ВУІ(М±m)
	Тканина та параметри
	Контроль
	ХВГ
	Інфекція

	Клубочкова зона:

Ширина в абсолютних числах, мкм

у процентному співвідношенні, %
Кількість клітин, у полі зору

Площа клітин, мкм2

Площа ядер, мкм2
	236,9±10,08
19,9 ± 0,79

270,6 ± 8,85

189,65 ± 3,4

95,2 ± 2,2
	214,09±15,36

20,18±1,06

215,4 ± 3,09
168,8±5,15
85,9±1,9
	206,75±3,96

19,29±0,34

240,4± 9,48

157,72±5,01
79,72±2,2

	Пучкова зона:

Ширина в абсолютних числах, мкм

у процентному співвідношенні, %
Кількість клітин, у полі зору

Площа клітин, мкм2

Площа ядер, мкм2
	432,7±25,3
36,15±1,96
304±9,6

322,1±9,5
112,9±2,6
	426,7 ± 28,07

40,18±1,46
346,4 ± 12,8
363,07±10,15
125,7±3,7
	523,77 ± 7,6
48,84±0,5
351,35 ± 8,87

414,53±7,8
119, 6±2,2

	Фетальна зона:

Ширина в абсолютних числах, мкм

у процентному співвідношенні, %
Кількість клітин, у полі зору

Площа клітин, мкм2

Площа ядер, мкм2
	526,4± 21,6

43,98±1,5

271,2±11,5

197,5±5,9

93,4±2,8
	409,36± 6,89
39,64±1,53
188,6 ± 3,94
155,7±5,2
75,9±2,9
	342,84 ± 8,74
31,88±0,47
188,3 ± 4,41

153,5±4,3

83,3±2,3


Морфометричні клітинні параметри кори наднирників плодів щурів у результаті пошкоджуючої дії на них ВУІ(М±m)
	Тканина та параметри
	Контроль
	ХВГ

	Клубочкова зона:

Ширина в абсолютних числах, мкм

у процентному співвідношенні, %
Кількість клітин, у полі зору

Площа клітин, мкм2

Площа ядер, мкм2
	32,68±0,7

16,05±0,18

113,3±2,75

30,59±0,34

11,52±0,16
	25,21±0,41
17,46±0,38
75,8±3,84

35,28±0,53
11,79±0,21

	Пучкова зона:

Ширина в абсолютних числах, мкм

у процентному співвідношенні, %
Кількість клітин, у полі зору

Площа клітин, мкм2

Площа ядер, мкм2
	54,66±0,85

26,88±0,3

218,6±2,93
69,87±0,62

20,87±0,14
	58,76±1,42

40,54±0,68
216,64±1,8

62,74±0,53
23,46±0,29

	Фетальна зона:

Ширина в абсолютних числах, мкм

у процентному співвідношенні, %
Кількість клітин, у полі зору

Площа клітин, мкм2

Площа ядер, мкм2
	116,14±1,95

57,07±0,39

131,6±0,94

83,11±1,07

23,37±0,31
	60,78±0,99
42,00±0,51
137,79±4,3

71,98±0,13
22,04±0,12


Морфометричні клітинні параметри кори наднирників плодів щурів у результаті пошкоджуючої дії на них ВУІ(М±m)
	Тканина та параметри
	S. aureus
	E. coli
	K.pneumonia

	Клубочкова зона:

Ширина в абсолютних числах, мкм

у процентному співвідношенні, %
Кількість клітин, у полі зору

Площа клітин, мкм2

Площа ядер, мкм2
	19,30±0,4
10,32±0,33
69,2±0,78

25,27±0,14
11,56±0,07
	24,77±1,03

11,43±0,57
74,8±2,94 25,31±0,23
10,67±0,07
	36,28±1,28
13,77±0,43
68,37±1,41

25,18±0,07
11,94±0,06

	Пучкова зона:

Ширина в абсолютних числах, мкм

у процентному співвідношенні, %
Кількість клітин, у полі зору

Площа клітин, мкм2

Площа ядер, мкм2
	84,36±2,95
44,76±1,1
232,5±5,23
56,82±0,2
18,48±0,07
	80,34±1,8
36,81±0,57
240,44±7,5
56,22±0,3
19,9±0,09
	102,64±3,97
38,83±1,07
226,88±3,71
48,77±0,1
22,6±0,08

	Фетальна зона:

Ширина в абсолютних числах, мкм

у процентному співвідношенні, %
Кількість клітин, у полі зору

Площа клітин, мкм2

Площа ядер, мкм2
	84,92±3,48
44,91±1,03
103,57±1,4
65,07±0,08
18,68±0,08
	113,06±2,6
51,76±0,73
124,88±2,3

64,71±0,34
21,67±0,2
	124,84±2,86
47,83±1,14
103,63±0,96
57,65±0,12
22,02±0,06


Антропометричні дані мертвонароджених дітей
	
	Загальна група (n=271)
	Група контролю (n=30)
	Група ХВГ (n=148)
	Група інфекції (n=93)

	Маса
	1995,0±16,6

960 – 2795
	2635,0±36,5
2230,0 - 3300,0
	2425,0±22,5

1475,0 - 3150,0
	1570,0±27,0

750,0 -  2550,0

	Довжина
	43,0±0,1

35 – 51
	50,5±0,3
41,0 - 53,0
	48,0±0,2

40,5 - 52,0
	42,0±0,2

32,0 - 50,0

	Окружність голови
	29,0±0,08

24 – 32
	32,0±0,2

29,0 - 35,0
	31,0±0,1

27,0 - 33,0
	28,0±0,14

22,0 - 33,0

	Окружність грудної клітки
	27,0±0,08
21 – 30
	30,0±0,2

35,0 - 32,0
	29,0±0,1

23,0 - 32,0
	25,0±0,16

20,0 - 31,0


Антропометричні дані мертвонароджених дітей при порівнянні абортаріїв в анамнезі та жінок без абортів групи ХВГ та контролю
	
	Група контролю (n=30)
	Група ХВГ (n=148)
	Група ХВГ без абортів (n=118)
	Група ХВГ з абортами (n=30)

	Маса
	2635,0±36,5
2230,0 - 3300,0
	2425,0±22,5

1475,0 - 3150,0
	2450,0±25,3

1450,0 - 3100,0
	2315,0±49,3

1530,0 - 3300,0

	Довжина
	50,5±0,3
41,0 - 53,0
	48,0±0,2

40,5 - 52,0
	48,0±0,2

40,0 - 52,0
	48,0±0,4

41,0 - 52,0

	Окружність голови
	32,0±0,2

29,0 - 35,0
	31,0±0,1

27,0 - 33,0
	31,0±0,1

26,0 - 33,0
	32,5±0,2

29,0 - 34,0

	Окружність грудної клітки
	30,0±0,2

35,0 - 32,0
	29,0±0,1

23,0 - 32,0
	29,0±0,1

23,0 - 31,0
	30±0,2

26,0 - 32,0


Інфекції (n=56)





ХВГ (n=88)





Контроль (n=16)





41-42 тижнів





38-40 тижнів





34-37 тижнів





30-33 тижнів 





22-29 тижнів
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_1613237747.xls
Диаграмма1

		Доношені		Доношені		Доношені

		Недоношені		Недоношені		Недоношені



Фетальна зона

Пучкова зона

Клубочкова зона

43.9

36.15

19.9

52.53

27.02

20.4



Лист1

				Фетальна зона		Пучкова зона		Клубочкова зона

		Доношені		43.9		36.15		19.9

		Недоношені		52.53		27.02		20.4

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1613237748.xls
Диаграмма1

		Вірус герпеса та цитомегаловірус

		Гепатит С

		ВІЧ

		Інфекція сечових шляхів

		Інфекція статевих шляхів



Продажи

1,1

44.1

2.2

1.1

7.5

45.2



Лист1

				Продажи

		Вірус герпеса та цитомегаловірус		44.1

		Гепатит С		2.2

		ВІЧ		1-Jan

		Інфекція сечових шляхів		7.5

		Інфекція статевих шляхів		45.2

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1613237745.xls
Диаграмма1

		Доношені Контроль		Доношені Контроль		Доношені Контроль

		Недоношені Контроль		Недоношені Контроль		Недоношені Контроль

		Доношені Інфекції		Доношені Інфекції		Доношені Інфекції

		Недоношені Інфекції		Недоношені Інфекції		Недоношені Інфекції



Фетальна зона

Пучкова зона

Клубочкова зона

43.9

36.15

19.9

52.53

27.02

20.4

31.8

48.8

19.3

37.7

45.6

16.7



Лист1

				Фетальна зона		Пучкова зона		Клубочкова зона

		Доношені Контроль		43.9		36.15		19.9

		Недоношені Контроль		52.53		27.02		20.4

		Доношені Інфекції		31.8		48.8		19.3

		Недоношені Інфекції		37.7		45.6		16.7

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1613237746.xls
Диаграмма1

		Доношені		Доношені

		Недоношені		Недоношені



Контроль

ХГВ

0

3.6

2

4



Лист1

				Контроль		ХГВ

		Доношені		0		3.6

		Недоношені		2		4

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1613237743.xls
Диаграмма1

		Пучкова зона		Пучкова зона		Пучкова зона		Пучкова зона		Пучкова зона

		Фетальна зона		Фетальна зона		Фетальна зона		Фетальна зона		Фетальна зона



Контроль

ХВГ

E. coli

K.pneumonia

S.aureus

0.72

0.92

0.93

0.99

0.72

0.79

0.73

0.67

0.68

0.81



Лист1

				Контроль		ХВГ		E. coli		K.pneumonia		S.aureus

		Пучкова зона		0.72		0.92		0.93		0.99		0.72

		Фетальна зона		0.79		0.73		0.67		0.68		0.81

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1613237744.xls
Диаграмма1

		Контроль		Контроль		Контроль

		ХВГ		ХВГ		ХВГ



Фетальна зона, %

Пучкова зона,%

Клубочкова зона,%

57.07

26.88

16.05

42

40.54

17.46



Лист1

				Фетальна зона, %		Пучкова зона,%		Клубочкова зона,%

		Контроль		57.07		26.88		16.05

		ХВГ		42		40.54		17.46

								4

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1613237742.xls
Диаграмма1

		Колаген I типа		Колаген I типа		Колаген I типа		Колаген I типа		Колаген I типа

		Колаген III типа		Колаген III типа		Колаген III типа		Колаген III типа		Колаген III типа



Контроль

ХВГ

E. coli

K.pneumonia

S.aureus

0.48

0.78

0.56

0.48

0.73

0.56

0.69

0.61

0.7

0.66



Лист1

				Контроль		ХВГ		E. coli		K.pneumonia		S.aureus

		Колаген I типа		0.48		0.78		0.56		0.48		0.73

		Колаген III типа		0.56		0.69		0.61		0.7		0.66

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






