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Дисертація присвячена виявленню морфофункціональних особливостей печінки плодів за умов внутрішньоутробного інфікування на підставі комплексного патоморфологічного дослідження.

Матеріалом для даного дослідження послужила печінка 87 доношених плодів, загиблих анте- або інтранатально в терміні гестації 36-41 тиждень. Для аналізу в першу досліджувану групу (Г1) було відібране 41 спостереження плодів з хронічною внутрішньоутробною гіпоксією (ХВГ) від вагітних, які не мали в анамнезі хронічних запальних і інфекційних захворювань, в тому числі гінекологічних, і не переносили протягом вагітності гострих інфекцій. У другу досліджувану групу (Г2) увійшли 29 спостережень мертвонароджених плодів з внутрішньоутробним інфікуванням (ВУІ). Контрольну групу (КГ) склали 17 випадків аутопсій мертвонароджених від здорових жінок з нормальним перебігом вагітності, смерть плодів у яких наступила в результаті гострого порушення матково-плацентарного кровообігу.

Крім вивчення аутопсійного матеріалу на базі експериментальної біологічної клініки Харківського національного медичного університету, проводилося два експериментальних дослідження на щурах лінії WAG. У першому експерименті моделювалося внутрішньоутробне інфікування плодів від матерів з підгострим інфекційно-запальним процесом, викликаним відповідно референс-штамами Staphylococcus aureus, Esherichia coli (АТСС 25922 (F50)) і Klebsiella pneumoniae (NCTC 5055). У другому експерименті моделювалася хронічна внутрішньоутробна гіпоксія плодів. Матеріалом для морфологічного дослідження послужила печінка 44 плодів самок щурів, які були розділені на 5 груп: 3 експериментальних (ЕГ1, ЕГ2, ЕГ3) - плоди від вагітних самок щурів з підгострим інфекційно-запальним процесом в черевній порожнині, змодельовані з використанням відповідно референс-штамів Staphylococcus aureus, Esherichia coli і Klebsiella pneumoniae (n=8, n=10 і n=10); групу порівняння (ГП) - плоди з ХВГ (n=7) від вагітних самок щурів, які протягом всієї вагітності піддавалися щоденній високогірній гіпоксії; контрольну групу (Ке) (n=9) - плоди від вагітних самок щурів з фізіологічним пребігом вагітності.

Для досягнення поставленої мети і вирішення завдань дисертаційної роботи були використані органометричний, загальногістологічний, гістохімічний, імуногістохімічний, морфометричний та статистичний методи дослідження, здійснене моделювання патологічного стану, а саме хронічної внутрішньоутробної гіпоксії та внутрішньоутробного інфікування.
Проведений статистичний аналіз протоколів аутопсій доношених мертвонароджених плодів з ХВГ та плодів з ознаками материнської інфекції довів, що основним чинником, що обумовлює анте- і інтранатальну загибель плода є сукупна дія екстрагенітальної патології, гінекологічних захворювань та ускладнень вагітності матері. Серед факторів, що сприяють розвитку хронічної внутрішньоутробної гіпоксії плода, найбільш частими видами соматичної патології є хвороби системи кровообігу (21,95%), хвороби ендокринної системи, розлади харчування та порушення обміну речовин (21,95%), анемія (17,07%); серед гінекологічних захворювань – невиношування вагітності (19,51%) та штучне переривання вагітності (6,90%); серед ускладнень вагітності і пологів - патологія посліду (87,80%), прееклампсія (24,39%) і загроза переривання вагітності (14,63%). При внутрішньоутробному інфікуванні плода серед екстрагенітальних захворювань найбільш часто реєструються гострі та хронічні інфекційні захворювання (41,38%), запальні захворювання різної локалізації (20,69%), анемія (24,14%), патологія серцево-судинної системи (20,69%). Серед гінекологічних захворювань лідирують запальні захворювання статевих органів (48,28%) і невиношування вагітності (13,8%). Перебіг вагітності і пологів найбільш часто ускладняється патологією посліду запального характеру (96,55%).

Нами доведено, що в умовах хронічної внутрішньоутробної гіпоксії морфофункціональні зміни в печінці плода характеризуються поєднанням дисциркуляторних, альтеративних та адаптивно-компенсаторних змін, що супроводжується ознаками затримки гепатогенезу у вигляді уповільнення темпів проліферації гепатоцитів та холангіоцитів зі зниженням в них експресії маркера проліферації Ki-67, а також уповільненням диференціювання печінкових клітин зі зниженням їх функціональної активності в порівнянні з КГ, що морфометрично підтверджується достовірним зниженням площі і об’єму гепатоцитів, площі та об'єму їх цитоплазми і достовірним зменшенням площі і об'єму ядер печінкових клітин, ЯЦІ і достовірним зменшенням щільності розташування гепатоцитів.

У портальних зонах печінки імуногістохімічно відзначається посилення проліферативної активності фібробластів зі збільшенням рівня експресії маркера проліферації Ki-67, накопичення колагенових волокон у портальних трактах з достовірним підвищенням інтенсивності світіння інтерстиційних колагенів І та ІІІ типу з переважанням останнього і появою колагену ІІІ в складі судинної базальної мембрани. При цьому визначається збільшення рівня активованих макрофагів Купфера, поява нечисленних клітин – продуцентів ІЛ-6.

При материнський інфекції у плодів людини у порівнянні з ХВГ знайдено однотипні морфологічні зміни, але при материнський інфекції в печінці плодів фіксується більш виражений їхній характер, що підтверджується достовірним зниженням площі і об’єму гепатоцитів, їх цитоплазми та ядер, ЯЦІ у поєднанні зі більш слабкою проліферативною активністю печінкових клітин. У портальних трактах, як і при ХВГ, імуногістохімічно відзначається помірна експресія маркера проліферації    Ki-67 у фібробластах та достовірне підвищення оптичної щільності світіння інтерстиційних колагенів І і ІІІ типу з переважанням колагену ІІІ типу, а також наявністю останнього у складі судинної базальної мембрани судин. Значуще зростає рівень щільності розташування активованих макрофагів Купфера та клітин – продуцентів ІЛ-6.

При ХВГ плодів щурів у порівнянні з контрольною групою середні значення площі і обсягу гепатоцитів достовірно наростають як за рахунок збільшення площі та об'єму його ядра, так і цитоплазми, статистично значуще збільшується значення ЯЦІ, що вказує на розвиток компенсаторної гіпертрофії клітин, посилення їх функціональної активності. Імуногістохімічно відзначається зменшення рівня експресії маркера проліферації Ki-67 у гепатоцитах та холангіоцитах, що свідчить про зниження їх проліферативного потенціалу. Посилення рівня експресії Ki-67 у фібробластах, що супроводжується достовірним зростанням вмісту колагену I типу і інтерстиційного колагену ІІІ типу в портальних трактах, що можна розцінювати як початкові склеротичні процеси. Рівень експресії МКАт до CD68 достовірно зростає у зіставленні з Ке, відзначаються поодинокі клітини-продуценти ІЛ-6.

У плодів щурів від матерів з експериментальним підгостро-запальним процесом в черевній порожнині в порівнянні з плодами щурів з ХВГ в печінці відзначається значуще зниження об'єму гепатоцитів, при цьому площа і об'єм ядра достовірно не змінюються, але зазначається значуще наростання показника ЯЦІ за рахунок достовірного зниження площі і обсягу цитоплазми, що відображає зниження синтетичної активності гепатоцитів. Зберігається слабкий рівень експресії Ki-67 в гепатоцитах і холангіоцитах, та помірний у стромальних клітинах. Разом з тим у порівнянні з ХВГ в портальних трактах достовірно наростають показники оптичної щільності інтерстиційних колагенів І та ІІІ типів, що свідчить про те, що процес колагенізаціі при інфікуванні носив більш виражений характер, що пов'язано з додатковою стимуляцію його в умовах пролонгованого інфекційного процесу у матері. Щільність розташування активованих макрофагів Купфера та кількість клітин, що продукують ІЛ-6, різко і достовірно значуще збільшувалися, що можна розцінювати як специфічні ознаки антигенного впливу материнської інфекції.

Встановлено, що морфофункціональні зміни в печінці плодів щурів підгруп при ВУІ носять однотипний характер, але відрізняються рівнем їх проявів. Найбільш виразні зміни реєструються у плодів від самок щурів, інфікованих K. Pneumoniae. У порівнянні з підгрупами з інфікуванням E.coli та S.aureus, у підгрупі клебсієли спостерігається найбільше зменшення площі та об'єму гепатоцитів та їх цитоплазми, посилення оптичної щільності імунофлюоресценції інтерстіційних колагенів I та ІІІ типів, достовірне збільшення щільності розташування активованих макрофагів Купфера та клітин – продуцентів ІЛ-6.

Ключові слова: печінка, щур, плід, антенатальна загибель, інтранатальна загибель, материнська інфекція, E.coli, K. Pneumonia, S.aureus.

SUMMARY
Sakal H.O. Pathological anatomy of hepatobiliary system of the offsprings from mothers with fetal-maternal infection (clinical experimental study). – Manuscript.

The thesis for the degree of candidate of medical sciences in speciality 14.03.02 – pathological anatomy. – Kharkiv National Medical University of Ministry of Health of Ukraine, Kharkiv, 2019; Kharkiv National Medical University of Ministry of Health of Ukraine, Kharkiv, 2019.
The dissertation is devoted to the study of morphofunctional peculiarities of the liver in the fetuses in the conditions of intrauterine infection on the basis of the complex pathomorphological examination.

The material of this study was the liver of 87 full-term fetuses who died ante- or intranatally at gestation term 36-41 weeks. In the first study group (G1), 41 observations of fetuses with chronic intrauterine hypoxia (CIH) were selected from pregnant women who had no history of chronic inflammatory and infectious diseases, including gynecological diseases, and did not have acute infections during pregnancies. The second study group (G2) included 29 observations of stillbirth fetuses with intrauterine infection (IUI). The control group (СG) consisted of 17 autopsy cases of stillbirth fetuses from healthy women with normal pregnancy, the death of the fetus in which occurred as a result of acute disturbance of uterine-placental circulation.

In addition to the autopsy study at the Experimental Biological Clinic of Kharkiv National Medical University, two experimental studies were conducted on WAG rats. In the first experiment, intrauterine infection of the fetus from mothers with a subacute infectious-inflammatory process caused by the reference strains of Staphylococcus aureus, Esherichia coli (ATCC 25922 (F50)) and Klebsiella pneumoniae (NCTC 5055) was modeled. The second experiment simulated chronic intrauterine fetal hypoxia. The material for the morphological study was the liver of 44 fetuses of female rats, which were divided into 5 groups: 3 experimental (EG1, EG2, EG3) - fetuses from pregnant female rats with subacute infectious-inflammatory process in the abdominal cavity, modeled using respectively strains of Staphylococcus aureus, Esherichia coli and Klebsiella pneumoniae (n = 8, n = 10 and n = 10); comparison group (CG) – fetuses with CIH (n = 7) from pregnant female rats who were daily undergoing high altitude hypoxia throughout pregnancy; control group (Се) (n = 9) – fetuses from pregnant female rats with physiological pregnancy.

Histological, immunohistochemical, morphometric and statistical methods of research were used to achieve this goal and solve the problems of the dissertation.

A statistical analysis of autopsy protocols of full-term stillbirths with chronic intrauterine hypoxia and fetuses with signs of maternal infection was performed, and it was proved that the main factor that causes the ante- and intranatal death of the fetus is the combined effect of extragenital pathologies. Among the factors contributing to the development of chronic intrauterine hypoxia of the fetus, the most common types of somatic pathology are diseases of the circulatory system (21.95%), diseases of the endocrine system, eating disorders and metabolic disorders (21.95%), anemia (17.07% ); among gynecological diseases – miscarriage (19.51%) and artificial termination of pregnancy (6.90%); among the complications of pregnancy and childbirth – pathology of placenta (87,80%), preeclampsia (24,39%) and the threat of termination of pregnancy (14,63%). In intrauterine infection of the fetuses among extragenital diseases the most often recorded diseases are acute and chronic infectious diseases (41,38%), inflammatory diseases with different localization (20,69%), anemia (24,14%), pathology of the cardiovascular system (20,69 %). The leading diseases among gynecological pathology are inflammatory diseases of the genitals (48.28%) and miscarriage (13.8%). The course of pregnancy and childbirth are often complicated by the pathology of the aftermath of inflammatory nature (96.55%).

We have proved that in conditions of chronic intrauterine hypoxia, morphofunctional changes in the liver of the fetus are characterized by a combination of dyscirculatory, alternative and adaptive-compensatory changes, which is accompanied by signs of delayed hepatogenesis in the form of slowing of the rate of hepatocyte and cholanniocyte proliferation and slowing of the differentiation of liver cells with a decrease in their functional activity compared to KG, which is morphometrically confirmed by significantly reduced area and volume of hepatocytes, the area and volume of their cytoplasm, and a significant decrease in the area and volume of liver cell nuclei, nuclear cytoplasmic index (NCI), and a significant decrease in the density of hepatocytes.

Immunohistochemically marked increase in proliferative activity of fibroblasts with an increase in the level of expression of the marker of proliferation Ki-67, the accumulation of collagen fibers in the portal tracts with a significant increase in the intensity of luminescence of interstitial collagen I and III collagen with predominance of collagen were found in the portal tracts of the liver. This determines the increase of the level of the densities of localization of Kupffer cells, the appearance of few cells producing IL-6.

In the case of maternal infection in human fetuses compared with CIH the same morphological changes were found, but in cases with maternal infection in the liver of the fetus more expressed changes were found, which is confirmed by a significant decrease in the area and volume of hepatocytes, their cytoplasm, nuclei and NCI, in combination with decreased proliferative activity of liver cells. Immunohistochemically marked moderate expression of the marker of proliferation of Ki-67 in fibroblasts and a significant increase in the optical luminescence of interstitial collagen I and III type was found in the portal tracts with the predominance of collagen type III, as well as the presence of the last one in the basement membranes. The densities of localization of Kupffer cells and IL-6 producing cells are significantly increased.

The average values of the area and volume of hepatocytes are significantly increased both due to the increase in the area and volume of its nucleus and cytoplasm in CIH of fetal rats compared with the control group; statistically significant increases in the value of NCI, indicating the development of compensatory hypertrophy of cells, strengthening of cell function activity were found. The decrease of the level of Ki-67 proliferation marker expression in hepatocytes and cholanniocytes was immunohistochemically observed, indicating a decrease in cellular proliferative potential. Increased expression of Ki-67 in fibroblasts, accompanied by a significant increase in the content of collagen type I and interstitial collagen type III in the portal tracts were described. It can be regarded as the initial sclerotic processes. The densities of localization of Kupffer cells was significantly increased in comparison with KG, noted single IL-6 producing cells.

In fetuses of rats from mothers with experimental subacute-inflammatory process in the abdominal cavity compared with the fetuses of rats with CIH in the liver, there is a significant decrease in the volume of hepatocytes; the area and volume of the nucleus are not changed significantly; but a significant increase in the index due to a significant decrease in the area and volume of the cytoplasm was found, which reflects a decrease in the synthetic activity of hepatocytes. A low level of Ki-67 expression in hepatocytes and cholanniocytes is maintained and moderated in fibroblasts. However, in portal tracts the optical density of interstitial collagen types I and III was significantly increased (compared to CIH), indicating that the process of collagenization during infection was more pronounced, which is due to the additional stimulation of it in the conditions of prolonged infectious process of mother. The densities of localization of Kupffer cells and the number of IL-6 producing cells was significantly increased, which can be regarded as specific signs of the antigenic effect of maternal infection.

It is established that morphofunctional changes in the liver of the fetuses of rats of subgroups in IUI are of the same nature, but differ in the level of their manifestations. The most expressed changes were found in fetuses from female rats infected with K. pneumoniae. Compared to E.coli and S.aureus infection subgroups, the Klebsiella subgroup shows the largest reduction in the area and volume of hepatocytes and their cytoplasm, an increase in the optical luminescence of interstitial collagen I and III types, a significant increase in the densities of localization of Kupffer cells and IL-6 producing cells.

Key words: liver, rat, fetus, stillbirth, antenatal death, intranatal death, maternal infection, E. coli, K. pneumonia, S. aureus.
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ВСТУП
Актуальність теми. На сучасному етапі розвитку медицини антенатальна охорона плоду, зниження захворюваності та смертності новонароджених у постнатальному періоді залишається актуальною проблемою перинатології. За даними ВООЗ, майже 45% усіх випадків смерті дітей віком до п'яти років припадає на частку новонароджених, грудних дітей у перші 28 днів життя або на неонатальний період. 
Основними причинами смерті майже у 80% померлих новонароджених є передчасні пологи і низька маса тіла при народженні, інфекції, асфіксія й пологові травми [1]. Серед причин перинатальних втрат внутрішньоутробне інфікування (ВУІ) посідає – 1-3-є місце, що становить від 11% до 45% померлих, а також є однією з провідних причин порушень стану здоров'я аж до інвалідизації й зниження якості життя в постнатальному періоді [2,3].
Наявність у вагітної жінки інфекційної патології (гострі та хронічні інфекційні захворювання верхніх дихальних шляхів, шлунково-кишкового тракту, сечостатевої системи і т.ін.) є суттєвою причиною виникнення ускладнень під час вагітності та пологів, обумовлює в антенатальному періоді формування інфекційної патології плода, вроджених вад розвитку, фетоплацентарної недостатності й пов’язаної з нею хронічною внутрішньоутробною гіпоксією та затримки внутрішньоутробного розвитку плоду [4,5,6,7].
За даними деяких дослідників, серед чинників перинатального інфікування питому вагу становлять бактерії, серед яких на цей час провідними є грамнегативні, факультативно анаеробні бактерії: ешерихії, клебсієли, протей та інші коліформні бактерії, також частими збудниками перинатальних інфекцій є стафілококи [8,9,10,11,12]. Доведено, що внутрішньоутробні інфекції мають здатність до тривалої персистенції в організмі і сприяють імунодепресії материнського й дитячого організму, а також розвитку термінованої патології різних органів і систем [13,14]. 
За наявності ВУІ плоду приблизно в кожного п'ятого новонародженого з масою тіла 1000г і більше реєструється внутрішньоутробна гіпоксія. У Харківській області в 2008-2012рр. цей показник варіював у межах 16,6-21,4% і на сьогодні він не має тенденції до зниження [15,16].
Перинатальне інфікування і хронічна фетоплацентарна недостатність, яка супроводжує його, за несприятливої акушерської ситуації можуть обумовлювати виникнення хронічної гіпоксії плоду та викликати різні циркуляторно-дистрофічні, дизонтогенетичні, запальні, імунні, регенераторні зміни плаценти, головного мозку, легенів, серцево-судинної системи, печінки, надниркових залоз плоду, що може спричинити зрив компенсаційно-адаптивних механізмів в антенатальному та постнатальному періодах розвитку дитини [17,18]. Водночас, більшість досліджень щодо особливостей впливу ВУІ на стан печінки нащадків присвячені вивченню функціональних змін гепатобіліарної системи без урахування патоморфологічних чинників їх розвитку. 
Усе вищеназване у сукупності обумовлює актуальність проведення комплексного морфологічного дослідження печінки доношених мертвонароджених плодів в умовах материнської інфекції та ХВГ для розуміння патогенезу впливу вищезазначених чинників на стан гепатобіліарної системи в нащадків та для патогенетично обгрунтованої орієнтації при розробленні нових підходів їх корекції. 
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертація є фрагментом комплексної науково-дослідної роботи кафедри патологічної анатомії Харківського національного медичного університету (ХНМУ) «Вплив материнсько-плодової інфекції на ембріогенез і фетогенез нащадків» (номер державної реєстрації № 0115U000987, 2015–2019 рр.), яка входить до координаційного плану пріоритетних напрямів, затвердженого Міністерством охорони здоров’я України. 

Автором виконано фрагмент роботи щодо вивчення патоморфологічних особливостей печінки плодів при ХВГ та материнській інфекції, плодів з експериментальною ХВГ та ВУІ. Тема дисертації «Патологічна анатомія гепатобіліарної системи нащадків від матерів з плодово-материнською інфекцією (клініко-експериментальне дослідження)» затверджена на засіданні вченої ради ХНМУ (протокол № 1 від 22 січня 2015 р.).

Мета дослідження – визначити вплив плодово-материнської інфекції на морфофункціональний стан печінки плоду.

Для досягнення поставленої мети вирішені наступні завдання:
1. Провести статистичний аналіз історій вагітності, пологів та протоколів аутопсій доношених плодів від здорових матерів, доношених плодів при хронічній внутрішньоутробній гіпоксії та материнській інфекції та виявити прогностичні чинники мертвонародження.
2. Визначити морфофункціональні особливості печінки доношених мертвонароджених плодів людей з хронічною внутрішньоутробною гіпоксією порівняно з групою контролю.

3. Дослідити морфофункціональні особливості печінки доношених плодів людей при материнській інфекції порівняно з групою плодів людей з хронічною внутрішньоутробною гіпоксією.

4. Вивчити морфологічні особливості печінки доношених плодів щурів з хронічною внутрішньоутробною гіпоксією порівняно з групою контролю.

5. Дослідити морфофункціональні особливості печінки доношених плодів щурів при материнській інфекції порівняно з групою плодів щурів з хронічною внутрішньоутробною гіпоксією.

6. Проаналізувати морфологічні зміни печінки плодів щурів залежно від виду інфікування матері.

Об’єкт дослідження: печінка доношених плодів щурів та людей при материнсько-плодовій інфекції.

Предмет дослідження: гістологічні, гістохімічні, імуногістохімічні та морфометричні особливості печінки плодів.

Методи дослідження: У роботі було використано такі методи: 1. органометричний, 2. загальногістологічний, 3. гістохімічний, 4. імуногістохімічний, 5. морфометричний, що дозволило визначити стан компенсаторно-пристосувальних та інволютивно-дистрофічних процесів і гемодинамічних розладів у печінці на клітинному, тканинному рівнях. Зроблено витяги з медичної документації, за допомогою яких здійснено клінічний аналіз перебігу вагітностей. Проведено статистичну обробку отриманих даних методами варіаційного, альтернативного та кореляційного аналізів з визначенням достовірності отриманих показників з використанням параметричних та непараметричних методів. Дослідження проведено на базі кафедри патологічної анатомії, віварію ХНМУ і патологоанатомічного відділення КНП «Міський перинатальний центр» Харківської міської ради.

Наукова новизна. На підставі комплексного патоморфологічного дослідження визначено, що наявність материнсько-плодової інфекції та ХВГ обумовлює розвиток у плодів дисциркуляторних, альтеративних та адаптивно-компенсаторних змін з гальмуванням морфогенезу печінки.
Визначено, що порівяно з ХВГ при материнсько-плодовій інфекції патоморфологічні зміни структурних компонентів печінки мають більш тяжкий характер, що підтверджується уповільненням темпів проліферації й диференціювання гепатоцитів, зниженням їх функціональної активності, посиленням колагенізації строми, а також посиленням проліферації купферівських клітин та виявленням клітин-продуцентів ІЛ-6.

За допомогою проведеного комплексного дослідження експериментального матеріалу визначено характер патоморфологічних змін у печінці плодів, що виношувалися в умовах ХВГ та підгострого запального процесу в матері.
Доведено, що при експериментальному ВУІ плодів порівняно з ХВГ відзначається зниження показників площі та об'єму гепатоцитів, зростання показника ЯЦІ за рахунок зниження площі й об’єму цитоплазми, що свідчить про уповільнення темпів диференціювання та зниження синтетичної активності гепатоцитів. Імуногістохімічно за допомогою маркеру проліферації Кі-67 доведено зниження проліферативної активності гепатоцитів та біліарного епітелію. У портальних зонах печінки відмічається посилення проліферативної активності фібробластів, більш активне утворення інтерстиційних колагенів, що в подальшому онтогенезі може спричинювати склеротичні зміни печінки. Знайдено значуще підвищення рівня експресії МКАт до CD68 та появу клітин, які продукують ІЛ-6, що можна розцінювати як специфічні ознаки антигенного впливу материнської інфекції.
Доведено, що морфофункціональні зміни в печінці плодів щурів від матерів, інфікованих S.aureus, E.coli та S.aureus, мають односпрямований характер, але відрізняються ступенем їх морфофукціональних проявів. Найбільш виразні патоморфологічні зміни реєструвалися у плодів від самиць щурів, інфікованих K. рneumoniae, тоді як у підгрупі S.aureus та E.coli ці ознаки мали найменш виражений характер.
Інформація про проведення експертизи з питань етики та біоетики.
Комісія з питань етики та біоетики Харківського національного медичного університету на своєму засіданні (протокол № 1 від 6.02.2019 р.) розглянула матеріали щодо виконання кандидатської дисертаційної роботи і вважає, що наукові дослідження, проведені здобувачем, відповідають морально-етичним нормам згідно з вимогами Європейської конвенції по захисту хребетних тварин (Страсбург, 18.03.1986 р.), директивою Ради Європейського економічного товариства по захисту хребетних тварин (Страсбург, 24.11.1986 р.), законом України «Про лікарські засоби», 1996 р., ст. 7, 8, 12, принципами ICH GCP (2008 р.), GLP (2002 р.) та «Типовим положенням про комісію з питань етики», затверджених наказами МОЗ України № 523 від 12.07.2012 р. та № 616 від 03.08.2012 р.

Практичне значення одержаних результатів. Отримані результати розширюють уявлення про особливості структурно-функціональної реорганізації гепатобіліарної системи плодів, що відбувається під впливом ВУІ. Визначені на клінічному і експериментальному матеріалі гістологічні, імуногістохімічні, морфометричні ознаки гальмування «визрівання» печінки плодів найбільшою мірою виражені при інфікуванні матері K. рneumoniae, що можна використовувати для поліпшення патологоанатомічної діагностики впливу ВУІ на гепатобіліарну систему нащадків. Імуногістохімічне визначення в печінці плодів експресії МКАт до CD68 та клітин, які продукують ІЛ-6, може бути застосовано як специфічний маркер впливу материнської інфекції на плід. Ці знання є корисними для неонатологів та педіатрів для оптимізації профілактики вірогідності розвитку патології гепатобіліарної системи в дітей, внутрішньоутробний період розвитку яких мав перебіг на тлі материнської інфекції.
Отримані результати впроваджені у практичну діяльність патологоанатомічних відділень Комунального некомерційного підприємства «Міський перинатальний центр» Харківської міської ради, Комунального некомерційного підприємства Харківської обласної ради «Харківська обласна клінічна лікарня», а також у навчальний процес кафедри патоморфології та судової медицини Львівського національного медичного університету імені Данила Галицького, кафедри патологічної анатомії Вищого державного навчального закладу України «Буковинський державний медичний університет», кафедри патологічної анатомії з секційним курсом Української медичної стоматологічної академії, кафедри патологічної анатомії Харківської медичної академії післядипломної освіти, кафедри патологічної анатомії Харківського національного медичного університету, кафедри загальної та клінічної патології медичного факультету Харківського національного університету ім.  В.Н. Каразина.

Особистий внесок здобувача. Дисертантом самостійно визначено напрям роботи, мету та завдання дослідження, згідно з якими обрано методи дослідження, проведено аналіз сучасної літератури за визначеною проблемою, сформовано групи спостереження, порівняння та контролю. Автор здійснив набір матеріалу для морфологічного дослідження, виконав органометричні, загальногістологічні, гістохімічні, імуногістохімічні, морфометричні дослідження, статистичну обробку цифрових даних, написав і оформив усі розділи дисертаційної роботи, підготував і подав до друку наукові публікації. Підготував і подав рукопис до друку.

Апробація результатів дисертації. Матеріали дисертації та її фрагменти були викладені та обговорені: міжвузівській науково-практичній конференції для молодих вчених, студентів та лікарів-інтернів «Актуальні проблеми лабораторної медицини» (Харків, 2015р.); міжвузівській конференції молодих вчених та студентів «Медицина третього тисячоліття» (Харків, 2015 р., 2016 р.); заочній науково-практичній конференції з міжнародною участю, присвяченій 150-річчю з дня народження професора М.Ф. Мельникова-Разведенкова «Сучасні аспекти морфології людини: успіхи, проблеми та перспективи» (Харків, 24 грудня 2016 р.); засіданні Харківського наукового товариства патологоанатомів (Харків, 2018р.); науково-практичній конференції за участі міжнародних спеціалістів «Індивідуальна анатомічна мінливість органів, систем, тканини людини та ії значення для практичної медицини і стоматології», присвяченій 80-річчю з дня народження професора М.С. Скрипнікова, у рамках святкування 95-річчя з дня заснування ВДНЗУ «Українська медична стоматологічна академія» (Полтава, 19–20 травня 2016р.); науково-практичній конференції з міжнародною участю «Теорія та практика сучасної морфології», присвяченій 100-річчю Дніпропетровської (Катеринославської) школи морфологів (Дніпро, 5–7 жовтня 2016р.); Х Конгресі Асоціації патологів України «Перспективи розвитку сучасної патології» (Яремче, 27–28 вересня 2018р.); The Second International USERN Congress 2017 and USERN Prize Awarding Festival (Харків, 8–10 листопада 2017р.); засіданні апробаційної ради Харківського національного медичного університету з розгляду дисертаційних робіт з морфології 17 травня 2019 р.

Апробація результатів дисертації відбулася на засіданні апробаційної ради Харківської національного медичного університету 17.05.2019 р.

Публікації. За темою дисертації опубліковано 14 наукових робіт, які відображують зміст проведеного дослідження (у точу числі 1 одноосібно), зокрема 8 статей, з них 5 надруковані в наукових виданнях України (з яких 3 індексуються міжнародними накометричними базами Index Copernicus, Coogle Scholar, РІНЦ), 3 статті - у закордонному науковому періодичному виданні (Польща), 5 тез у матеріалах Всеукраїнських та міжнародних науково-практичних конференцій. Отримано 1 патент на винахід.
Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота викладена на 177 сторінках комп'ютерного набору і складається з анотацій українською та англійською мовами, переліку публікацій здобувача, вступу, огляду літератури, матеріалів і методів дослідження, двох розділів власних досліджень, обговорення отриманих результатів, висновків, практичних рекомендацій, списку використаних літературних джерел, додатків. Перелік використаних літературних джерел містить 165 найменувань вітчизняних і зарубіжних авторів (обсягом 19 сторінок), з яких кирилицею – 83, латиницею – 82. Ілюстрована частина включає 21 таблицю, 49 рисунків.

РОЗДІЛ 1

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1 Розвиток і морфофункціональні особливості гепатобіліарної системи плодів

Печінка (hepar) – круглястий з неправильними обрисами орган червоно–коричневого кольору, найбільший у черевній порожнині. Велика частина органа знаходиться в правому підребер'ї. Розрізняють краніальну, діафрагмальну поверхню печінки (facies diaphragmatica) та каудальну – вісцеральну поверхню (facies visceralis), стикається зі шлунком. У центрі вісцеральної поверхні розташовані ворота печінки (porta hepatis) – ділянка входження судин, нервів і виходу печінкових проток [19].

Печінка за допомогою міжчасточкових вирізок (incisuarae interlobares) поділяється на чотири частки: серединну, праву, ліву, хвостату. Серединна частка (lobus medianus) – відносно велика, розташована найбільш краніально, несе на собі глибоку щілину – вирізку круглої зв'язки (incisura lig. teretis), в якій проходить кругла зв'язка печінки (lig. teres hepatis) – зародковий залишок ембріональної пупкової вени (v. umbilicalis). Продовженням круглої зв'язки є тонка вертикальна серпоподібна зв'язка печінки (lig. falciforme hepatis), що є похідною первинної вентральної брижі, яка простягнулася між парієтальною поверхнею печінки, діафрагмальною поверхнею й вентральною черевною стінкою. Права частка печінки (lobus hepatis dex.) – менша за попередню, краніально прилягає до серединної частки, каудально – до дванадцятипалої кишки. Частка розділена на дві частини: передній сегмент (segmentum ant.) і задній сегмент (segmentum post.). Ліва частка печінки (lobus hepatis sin.) найбільша, каудальним краєм прилягає до шлунка; вентральніше неї розташовується хвостата частка. Хвостата частка (спігелієва частка, lobus caudatus, Spigele – BNA) – найменша, розташована навколо стравоходу, прилягає до серединної і лівої часток. Від кожної частки відходить печінкова протока (d. hepaticus), вони зливаються й утворюють загальну жовчну протоку (d. choledochus). Протока напівпрозора, діаметром близько 1мм, йде від воріт печінки, де вона приймає печінкові протоки від часток печінки, проходить через тканину підшлункової залози в декількох міліметрах нижче від дванадцятипалої кишки і впадає в її хвостовий кінець. Жовчний міхур у щурів відсутній. Загальна жовчна протока також є головною протокою для збору секрету підшлункової залози [20].

Відповідно до сучасних уявлень зачаток печінки і жовчовивідних шляхів людини виникає в кінці 3–го тижня ембріогенезу у вигляді потовщення ентодерми первинної кишки, яке називають «печінковим полем». На 4–му тижні розвитку зародка утворюється мішкоподібне випинання ентодерми вентральної стінки первинної кишки – печінковий дивертикул, в якому формуються епітеліальні тяжі, а між ними утворюються кровоносні судини і периваскулярні осередки гемопоезу. Утворений зачаток печінки вростає в мезенхіму поперечної перетинки, з гепатоцитів і холангіоцитів формуються відповідно печінкові балки і жовчні протоки [21].

Вирішальне значення для диференціювання і дозрівання печінки має низка цитокінів. Утворення печінки активується в ентодермі за допомогою конвергентного фактора росту фібробластів (FGF) і кісткового морфогенетичного білка (BMP) серцевої мезодерми й мезенхіми поперечної перетинки [22,23,24,25]. Печінкова диференціація від ембріональних стовбурових клітин також включає FGF на ранній стадії культивування, тоді як фактор росту гепатоцитів (HGF), онкостатин M (OSM), глюкокортикоїди та інсулін беруть участь в подальшому дозріванні [26].

Основним функціональним типом клітин печінки є гепатоцити, що становлять 78% об’єму паренхіми і виконують як ендокринну, так і екзокринну функції. До інших клітинних елементів печінки належать біліарні епітеліоцити (холангіоцити), ендотеліоцити синусоїдів, зірчасті ретикулоендотеліоцити (клітини Купфера), ліпофібробласти (клітини Іто), і ямкові або pit–клітини (специфічні для печінки природні клітини–кілери) [27].

Спільними попередниками гепатоцитів і холангіоцитів є гепатобласти, що утворюються в результаті раннього печінкового диференціювання ентодерми. Ці клітини є біпотентними, вони здатні спричинювати утворення зрілих гепатоцитів та епітеліальних клітин жовчних проток, які морфологічно диференціюються в другій половині внутрішньоутробного розвитку плоду і протягом перших кількох післяпологових днів у щурів [28]. На відміну від гепатоцитів гепатобласти є круглими, неполярними клітинами зі слабко вираженими або взагалі відсутніми деякими мембранними антигенами, які експресуються гепатоцитами [29,30]. Водночас гепатобласти експресують β–фетопротеїн (AFP), інсуліноподібний фактор росту–2 (IGF), IGF–зв'язуючі білки і деякі рибосомні білки, що не експресуються гепатоцитами [31].

Дозрівання гепатоцитів характеризується експресією низки генів протеаз (наприклад, катепсину L), гострофазових білків (наприклад, оросомукоїду), ферментів, залучених у метаболізм нуклеотидних проміжних продуктів (наприклад, нікотинамід–метилтрансферази), глюкози (наприклад, глюкозо–6–фосфатаза) і амінокислот (наприклад, тирозин–амінотрансфераза), характерних для різних метаболічних функцій печінки [31,32]. Нарешті, багато білків, таких як маркери клітинної поверхні Thy1 (або CD90) і печінкові маркери - цитокератини 8 і 18 та альбумін, синтезовані гепатобластами, продовжують також експресуватися гепатоцитами [33,34,35].

У клітинах печінки ембріонів і плодів людини розрізняють три типи гепатоцитів: малодиференційовані, перехідні і диференційовані [36]. У дослідженні Пономарьова Б.Л., Обухової Л.Є., показано, що в ембріонів 7–8 тижнів внутрішньоутробного розвитку переважають здебільшого малодиференційовані гепатоцити (68,5±1,4%), на 9–10–му тижні гістогенезу цього органа зростає кількість перехідних гепатоцитів (48,5±1,4%), а з 11–го тижня фетогенезу у великій кількості виявляють гепатоцити, які вступили в завершальну стадію цитодиференціювання, у яких спостерігали послідовне збільшення спеціалізованих органел, що трактується авторами як становлення  вуглеводної і білковоутворюючої функції печінки [37].

У міру розвитку ембріона й плоду диференціюються не тільки клітини паренхіми печінки, а й строми: клітини сполучної тканини, а також синусоїдальні мезенхімні клітини – ендотеліоцити, клітини Купфера, перисинусоїдальні зірчасті клітини (клітини Іто) і лімфоцити, асоційовані з печінкою.

Паралельно з диференціюванням гепатоцитів відбуваються ультраструктурні зміни ендотеліоцитів печінки, які є основним компонентом гістогематичних бар'єрів, багато в чому визначають гістогенез і нормальне функціонування печінки [38]. Тільки-но печінковий дивертикул виникає з ендодерми, ендотеліальні клітини, що з’являється із Flk1–експресуючих (Flk1+) клітин мезодерми, оточують його і відокремлюють від мезенхіми поперечної перетинки [39]. Дослідження Flk1 + ембріонів щурів, у яких були відсутні зрілі ендотеліальні клітини і кровоносні судини, виявило те, що, хоча ініціація розвитку печінки сталася в цих ембріонах, дивертикули печінки не розширювалися, і гепатобласти не проникали в мезенхіму поперечної перетинки що, на думку авторів, свідчить про інтегративну роль ендотеліальних клітин у контролі росту печінкового дивертикула [40].

Б.Л. Пономарьов зі співавт. встановили, що з 7–го по 14–й тиждень гістогенезу печінки мітотична активність ендотеліоцитів різна. Найбільша мітотична активність цих клітин припадала на 7–8–й тижні внутрішньоутробного розвитку (74,2±2,4 ‰). У міру збільшення віку ембріона й плоду вона поступово знижувалася. Із завершенням цитодиференціювання і початком специфічної діяльності органа число клітин, які діляться, зменшується [41]. На думку авторів, високий мітотичний індекс свідчить про те, що в ембріональний період у печінці ембріонів і плодів людини відбувається інтенсивне становлення структурних елементів.

На 8-му тижні вагітності безперервний шар ендотелію вистилає внутрішньопечінкові капіляри, які через 17 тижнів диференціюються в синусоїди з фенестрованим ендотелієм [42]. Синусоїди і портальні вени є одними з перших печінкових судин, пізніше утворюються центральні вени часточок і портальні артерії [43].

У складі клітин, що вистилають синусоїди, поряд з ендотеліоцитами розташовуються зірчасті ретикулоендотеліоцити (клітини Купфера) – клітини макрофагального походження. Фетальні макрофаги в ембріона й плоду можуть мати походження із жовткового мішка, вони мають високу проліферативну здатність та експресію антигенів і пероксидазну активність резидентних макрофагів, приблизно з 3–го місяця гестаційного віку плоду вони стають зрілими, а потім перетворюються на клітини Купфера. У постнатальному періоді купферівські клітини розвиваються з моноцитів, що надходять з кісткового мозку [44,45]. Потрапивши до печінки, вони розташовуються в судинному просторі синусоїдів, переважно в перипортальній ділянці. При такій локалізації вони ретельно відстежують ендотоксини в плині крові і фагоцитують уламки клітин і мікроорганізми. Купферівськи клітини також проходять через простір Діссе, здійснюючи прямий контакт з гепатоцитами і фагоцитуючи апоптотичні гепатоцити [46].

За даними багатьох дослідників, клітини Купфера є важливим джерелом чинників зростання для диференціювання і підтримки життєздатності різних клітинних популяцій печінки, як в онтогенезі, так і при її регенерації. Вони створюють мікрооточення як для фетального печінкового гемопоезу, так і для диференціювання гепатоцитів і холангіоцитів в ході пренатального розвитку [47]. До того ж, саме ці клітини є найважливішими учасниками відновлення маси клітин паренхіми в ході регенерації печінки, як за рахунок продукованих ними макромолекул міжклітинного матриксу та його ремоделювання, так і за рахунок продукції факторів росту [48]. Клітини Купфера продукують значну кількість морфогенних цитокінів: фактор росту гепатоцитів, епідермальний фактор росту, мезенхімальний морфогенний протеїн епіморфін, плейотрофін, еритропоетин, нейротрофінів, що впливають на диференціювання як епітеліальних клітин печінки, так і кровотворних стовбурних клітин [49,50]. Вони також експресують потенційний хемоаттрактант для кровотворних стовбурних клітин стромальних фактор SDF-1a, що стимулює їх міграцію до місця гемопоезу, і Homebox protein Hlx, у разі дефекту якого порушується як розвиток самої печінки, так і печінковий гемопоез [51]. Ретиноїди, що накопичуються клітинах Купфера, також є важливим фактором морфогенезу для кровотворних клітин і епітелію [52].

Поряд з клітинами в стромі печінки, перш за все в мезенхімі портальних трактів, є екстрацелюлярний матрикс, який представлений ламініном, нідогеном, колагеном I, III і IV типів, фібронектином. Перипортальна сполучна тканина, що оточує систему жовчних проток, формується протягом 8–12 тижнів гестації, у ході гепатогенезу компоненти екстрацелюлярного матриксу зазнають значних змін, початок яких збігається з початком диференціювання гепатобластів на гепатоцити й біліарний епітелій, при цьому багато в чому визначаючи подальшу клітинну організацію гепатобласта [53,54,55].

Chagraoui J. та співавт. з’ясували, що при активному перебігу в печінці кровотворних процесів стромальні клітини печінки експресують як мезенхімальні маркери (віментин, остеопонтин, колаген I типу, α гладком'язовий актин – SMA, фібронектин, кальпонін та інші), так і епітеліальні маркери (α–фетопротеїн, цитокератини 8 і 18, альбумін, Е–кадгерин та інші). Такі дані свідчать про наявність епітеліально–мезенхімальної трансформації, яка є поширеним явищем в ембріональних тканинах, зокрема в печінці. Автори вважають, що трансформація є необхідною умовою для нормального кровотворення. Вона припиняється в зрілій печінці, яка вже не здатна бути кровотворним органом [56].

Зміни морфології й фенотипу гепатоцитів у процесі органогенезу корелюють з кровотворною активністю печінки. Печінковий етап гемопоезу виникає з 5–го тижня гестації, на 9-му–15-му тижнях провідним стає екстраваскулярне кровотворення, гемоглобін ембріонального типу змінюється на фетальний і протягом 3–6 місяців печінка стає головним органом гемопоезу, який припиняється до моменту народження дитини, хоча протягом 1–го тижня постнатального життя дитини у неї в печінці можуть виявлятися поодинокі гемопоетичні елементи [41,57,58].

Yuanbiao G. зі співавторами в експерименті показали, що функції печінки частково пригнічувались під час активного печінкового гемопоезу і значно збільшувалися після редукції кровотворення в печінці [59]. Ці функції печінки включають імунну, синтез факторів внутрішньосудинної коагуляції, метаболізм ліпідів, вуглеводів і амінокислот, зокрема катаболізм і використання енергії, отриманої при окисненні бета–жирних кислот, кетогенез і деградація вуглеводів і амінокислот [60]. Замість цього посилювались інші функції печінки, такі як метаболізм ксенобіотиків і стеролів, синтез вуглеводів і гліканів, чергування каскадів альтернативного й лектинового комплементу й зовнішня коагуляція крові і т.ін. Автори доходять висновку, що редукція печінкового гемопоезу є ключовим моментом в індукції дозрівання печінкової тканини.
1.2 Зміна морфофункціонального стану гепатобіліарної системи плодів під впливом внутрішньоутробного інфікування

Внутрішньоутробне інфікування плоду залишається однією з серйозних проблем перинатології, оскільки за частотою в перинатальному періоді ВУІ посідає друге місце, а в структурі перинатальної смертності інфіковані плоди посідає 1–3 місце, становлячи від 11% до 45% померлих [61,62,63]. ВУІ можуть самі по собі призвести до летального результату. Водночас ВУІ різко порушують компенсаторно-пристосувальні механізми плоду - дитини і у зв'язку з цим сприяють настанню летального результату від інших причин, серед яких в перинатальному періоді найбільше значення має асфіксія [64].

Персистуюча інфекція в організмі у жінки (хронічні інфекційні захворювання верхніх дихальних шляхів, шлунково–кишкового тракту, сечостатевої системи і т.ін.) спричиняють виникнення низки таких ускладнень, як передчасне відходження навколоплідних вод, невиношування вагітності, хоріонамніоніт, внутрішньоутробне інфікування плоду (ВУІ) [2,65,154]. 

Групу підвищеного ризику внутрішньоутробного інфікування плоду також складають вагітні із загостренням хронічних соматичних захворювань, гострими респіраторними вірусними інфекціями, інфікуванням вірусом краснухи. Факторами ризику внутрішньоутробного інфікування плода є обтяжений акушерський анамнез (викидні, мертвонародження, невиношування при попередніх вагітностях, народження дітей з множинними вадами розвитку або смерть дітей у ранньому віці), ускладнений перебіг поточної вагітності і пологів (загроза переривання вагітності, багатоводдя, приростання, неповне й передчасне відшарування плаценти); захворювання сечостатевої системи у матері (ерозія шийки матки, ендоцервіцит, кольпіт, вульвовагініт, кіста яєчників, внутрішньоматкові зрощення, сечова інфекція у вигляді уретриту, циститу, пієлонефриту та ін.) [66,67]. 

Внутрішньоутробне інфікування може здійснюватися чотирма основними шляхами: висхідним, гематогенним, низхідним і контактним. В антенатальному періоді найбільш часто інфікування плоду здійснюється гематогенним шляхом, що є характерним для цитомегаловірусної, ентеровірусної інфекції, вірусу простого герпесу, вітряної віспи, а також спостерігається при лістеріозі, мікоплазмозі, деякої бактеріальної інфекції і призводить до тяжких дисемінованих уражень фетоплацентарної системи, життєвоважливих органів плоду (мозку, печінки, легенів) [61]. Гематогенний шлях інфікування характерний також часто відзначається при латентному носійстві токсоплазмозу [68]. Одночасно проникнення вірусної інфекції може відбутися через дихальні шляхи, травний тракт і шкіру плоду при інфікуванні навколоплідної рідини. При цьому основним джерелом внутрішньоутробного інфікування є матір дитини, з організму якої збудник проникає в організм плоду. [69]. 
Інфікування плоду в інтранатальному періоді частіше здійснюється висхідним шляхом, що є характерним для умовно-патогенної мікрофлори, грибкової інфекції, а також спостерігається при хламідіозі, мікоплазмозі, лістеріозі, інших інфекціях. При висхідному шляху інфікування мікроорганізми проникають через плодові оболонки в навколоплідні води, де відбувається розмноження збудника. При цьому плід виявляється в інфікованому середовищі [62].

І при висхідному, і при гематогенному шляху інфікування важливе значення для перебігу вагітності на будь–якому терміні і здоров'я плоду має інфікування плаценти з розмноженням збудників і розвитком у ній запалення, а після подолання матково–плацентарного бар'єру інфекційний агент може проникнути до плоду й викликати генералізовану інфекцію з множинним ураженням внутрішніх органів [70,71]. 

Найважливішим патогенетичним фактором у розвитку внутрішньоутробного інфікування є термін гестації, на якому відбувається інфікування вагітної. При цьому ризик ВУІ знаходиться в зворотній залежності від останнього: у I триместрі ризик інфікування становить 15%, в II – 45%, а в III – 70% [72]. Наслідки ВУІ для плоду також можуть мати різний характер залежно від терміну гестації, на якому відбулося його інфікування. На ранніх термінах гестації (з 5–6–го дня до 12–го тижня) масивне інфікування ембріона незалежно від виду збудника, як правило, призводить до тяжких вад розвитку ембріона й залучення у тяжкий запальний процес усіх компонентів плаценти з тяжкою плацентарною недостатністю, що обумовлює його внутрішньоутробну загибель з подальшим самовільним абортом. Більш легке інфікування деякими мікроорганізмами в ці терміни може стати причиною формування сумісних з життям вад розвитку (мікро-, гідроцефалії, вад серця, шлунково-кишкового тракту, сечостатевої системи, скелета, катаракти, глухоти) [68]. При внутрішньоутробному інфікуванні в ранні терміни вагітності навіть при вираженій вірулентності збудника інфекційного захворювання плоду, як правило, не спостерігається. [73,74]. 

Внутрішньоутробне інфікування в другому і третьому триместрах вагітності у зв'язку з тим, що органи й системи плоду в основному сформовані, як правило, не стає причиною грубих вад розвитку. Проникнення збудника в організм плоду в ранній фетальний період може приводити до розвитку інфекційно-запального процесу, що характеризується переважанням альтеративного компонента з формуванням у пошкоджених органах фіброзно-склеротичних деформацій. Інфікування плода в пізній фетальний період може супроводжуватися запальним ушкодженням як окремих органів і систем (гепатит, кардит, пневмонія, менінгіт або менінгоенцефаліт, хоріоретиніт, ураження кровотворних органів з розвитком тромбоцитопенії, анемії та ін.), так і генералізованим ураженням з розвитком сепсису [75]. У цілому, при антенатальному інфікуванні клінічні симптоми захворювання, як правило, проявляються вже при народженні.

Як сам інфекційний процес, так і супроводжуюча його хронічна фетоплацентарна недостатність (ФПН) при несприятливій акушерській ситуації можуть сприяти гіпоксії плоду, викликати різні ураження органів, тканин плоду й плаценти (порушення тканинного морфогенезу з реактивними змінами у вигляді розладів кровообігу, дистрофії, некрозу, запальних змін, імунних реакцій, компенсаторно-пристосувальних і регенераторних процесів). У таких випадках можливе настання передчасних пологів, народження хворих і ослаблених дітей зі стійкими змінами в органах, що призводять до інвалідності або смерті [74,76]. 

ВУІ в другому і третьому триместрах вагітності часто обумовлює розвиток фетоплацентарної недостатності. У цих термінах при допплерометрії в артеріях пуповини виявляють патологічні криві швидкості кровотоку, які характеризуються зниженням кінцевої діастолічної швидкості кровотоку внаслідок значного підвищення периферичного опору плодової частини плаценти зі збільшенням індексу резистентності вище нормативних показників, у маткових артеріях – зниження діастолічного компонента при підвищенні індексу резистентності, що свідчить про порушення матково-плацентарної гемодинаміки [77]. 

Доведено, що внутрішньоутробні інфекції мають здатність до тривалого персистування в організмі і сприяють імунодепресії материнського і дитячого організмів, а також сприяють розвитку відстроченої патології різних органів і систем [78]. Патоморфологами з’ясовано, що внутрішньоутробні інфекції уражають переважно органи, що добре постачається кров'ю, до яких належать нервова система, серце, легені, печінка, нирки [79].

Печінка часто втягується в патологічний процес при різних захворюваннях інфекційного походження, у тому числі при внутрішньоутробному інфікуванні [80, 81]. Після плацентарного бар’єру другим найважливішим бар'єром на шляху проникнення інфекційного агенту в організм плоду є печінка, що обумовлено її основними функціями, зокрема захисною, оскільки в печінці зосереджено до 80% резидентних макрофагів [82]. У дослідженні Надеева А.П., Шкурупий В.А. (2006) доведено, що чисельна щільність клітин Купфера у печінці плодів з високим ризиком гемтогенного інфікування була вдвічі більша, ніж у плодів при нормальному перебігу вагітності, що, на думку дослідників може бути обумовлено антигенної стимуляцією імунної системи у зв'язку з проникненням інфекційних агентів, а також активацією процесу еритрофагоцитозу в клітинах Купфера у зв'язку з явищами інтоксикації і супутнім розвитком гіпохромної анемії [84]. Водночас у плодів з генералізованим ВУІ спостерігалося зменшення кількості клітин Купфера, що пояснюється авторами дослідження, з одного боку, розвитком інфекційного процесу, і як наслідок, стану стресу з відомим ефектом "замикання" кісткового мозку, обумовленим підвищенням рівня глюкокортикостероїдів [83] і порушенням надходження в печінку попередників клітин Купфера, з іншого боку – розвитком деструктивних змін у печінці, які передбачають загибель клітин Купфера. У дослідженні також показано, що внутрішньоутробна гематогенна інфекція плоду супроводжується явними деструктивними змінами паренхіми печінки та численними ділянками кровотворення. У зв'язку з деструктивними змінами, інтоксикацією, вторинною гіпоксією і зниженням кількості клітин Купфера, на думку дослідників, виникають умови для розвитку генералізованого інфекційного процесу та склерозу портальних трактів. [84]. 

В останні роки багатьма авторами зазначено часте ураження печінки плодів інфекціями TORCH–комплексу [85,86]. За даними Щербини М.О.та Вигівської Л.А. (2017) у 44,6% новонароджених дітей з герпетичною інфекцією розвивалися симптоми неонатальної жовтяниці, що обумовлено ураженням печінки й внутрішньопечінкових судин, порушенням ферментних систем печінки та видільної функції кишковика. [87]. Цинзерлінг В.А. (2014) вказує на суттєве значення внутрішньоутробного гепатиту для розвитку атрезії жовчовивідних шляхів [64].

У дослідженні Сікоріна Я.Я. (2012) показано, що у новонароджених при ВУІ розвивалися дистрофічні й некробіотичні зміни гепатоцитів; площі профілів гепатоцитів різних зон мали закономірність: зі збільшенням площ профілів від 1-ї до 3-ї зон відповідно зменшувався ядерно–цитоплазматичний індекс, що свідчить про зниження та згасання детоксикаційної функції саме в цій зоні з подальшим поширенням на всю часточку, тим самим викликаючи масивну інтоксикацію цілого організму. У зонах печінкових часточок, де спостерігалося достовірне зменшення площі профілю клітин, невелике збільшення ядерно–цитоплазматичного індексу було ознакою прояв у компенсаторних реакцій. На думку автора, у новонароджених дітей зміна розмірів гепатоцитів, їх ядер і ядерно-цитоплазматичного співвідношення слугує індикатором запальних процесів у печінці при внутрішньоутробних інфекціях [88]. 

Інфекційний процес, що супроводжує фетоплацентарну недостатність, яка спричиняє гіпоксію плоду, посилює функціональні й метаболічні розлади у плода. Відомо, що хронічна внутрішньоутробна гіпоксія порушує регулюючу роль ЦНС і призводить до напруги механізмів адаптації, затримує дозрівання ферментних систем печінки [89]. Не виключається і тривалий токсичний вплив білірубіну на центральну нервову систему дитини, на судини гематоенцефалічного бар'єру, тим більше що "недостатньо даних щодо концентрації білірубіну, при якій висока ймовірність розвитку токсичного ураження центральної нервової системи" [90]. 

У розвитку ФПН провідну роль відіграє вторгнення інфекційних агентів у хоріодецидуальний простір, вироблення бактеріями ендо– та екзотоксинів з активізацією децидуальної й ембріональної оболонок, що викликає продукцію цитокінів, таких як TNF–α, IL–1a, IL–1f3, IL–6, IL–8, колонієстимулюючого фактора гранулоцитів. У співдружності з бактеріальними ендо- та екзотоксинами цитокіни стимулюють синтез простагландинів та ініціюють хемотаксис нейтрофілів, їх активацію і проникнення в плаценту й оболонку плоду. В активованих нейтрофілах різко підвищується синтез біологічно активних сполук, зокрема, металопротеаз. Простагландини стимулюють маткові скорочення, тоді як металопротеази впливають на плодові оболонки, сприяючи їх розриву, а також ремоделюють колаген шийки матки, розм'якшуючи її. Цей процес є одним з механізмів, що обумовлює виникнення передчасної пологової активності у вагітних з ВУІ [86,91,92]. Хоча Боровкова Є.І. (2013) вказує на те, що розрив оболонок не є необхідною умовою для інфікування вод, оскільки встановлена здатність мікроорганізмів проникати через неушкоджені плодові оболонки [93].

У звичайних умовах дегідрогенази простагландинів хоріона інактивують простагландини, які продукуються амніоном, знижуючи у такий спосіб їх стимулюючий вплив на міометрій і скоротливу здатність матки. При інфекційному хоріоамніоніті активність дегідрогеназ простагландинів знижується, що спричиняє підвищення тонусу матки внаслідок підвищеного надходження простагландинів у міометрій. Хоріоамніоніт і пов'язані з ним передчасні пологи є однією з причин розвитку раннього неонатального сепсису, частота якого значно вища у дітей з низькою вагою при народженні (менше 1500г), а смертність становить 13–25%, у недоношених дітей ці показники вищі. За даними McElrath T.F. (2008), Lahra M.M. (2009), внутрішньоутробна інфекція є основною причиною передчасних пологів, хоріоамніоніт виявляється в більшості випадків передчасних пологів до 30-ти тижнів вагітності, причому його частота тим вища, чим менший термін гестації. Внутрішньоутробна інфекція діагностується у 70% новонароджених до 28-ти тижнів вагітності, але тільки у 15% народжених на 34–36-му тижні [94,95].

У розвитку внутрішньоутробної гіпоксії і передчасних пологів при інфекційному ураженні плоду велике значення надається також стимуляції вироблення плацентою й гіпоталамусом плоду кортикотропін–рилізинг фактору, що призводить до зростання секреції фетального кортикотропіну, який, у свою чергу, збільшує секрецію кортизолу наднирковими залозами плоду, що супроводжується зростанням синтезу простагландинів і їх стимулюючого впливу на міометрій [98]. 

Основною компенсаторно–пристосувальною реакцією організму плоду, яка сприяє меншому пошкодженню його тканин при нестачі кисню, є посилення процесів анаеробного гліколізу. У результаті цього відбувається зменшення кількості глікогену й накопичення кислих продуктів обміну в печінці, серці, мозку, м'язах і крові плоду, що спричиняє метаболічний або респіраторно–метаболічний ацидоз, який призводить до структурних змін у різних органах [96]. Морфологічні зміни не зникають після народження плоду, а зберігаються тим довше, чим більш тяжчу гіпоксію переніс плід, що не може не відбитися на подальшому розвитку дитини [97]. За даними літератури відомо про численні дослідження печінки плодів від матерів, вагітність яких була ускладнена різними патологічними станами, наприклад, залізодефіцитною анемією, цукровим діабетом, еклампсією та прееклампсією [98-101]. У цих дослідженнях доведено, що перелічені види патології матері спричиняють однотипні пошкодження гепатобіліарної системи плодів та новонароджених, що проявляються поєднанням альтеративних й склеротичних процесів на тлі змін місцевих імунних реакцій. Причому ступінь вираженості цих змін залежить як від виду материнської патології, так і ступеня її тяжкості. Відомо також про експеримент з пошкодженням печінки плодів щурів при хронічній внутрішньоутробній нітритній гіпоксії [102, 103]. Токсична дія цієї сполуки розглядається як фактор, що ушкоджує печінку, та пов'язана з метгемоглобіноутворюючим ефектом, розвитком гемічної гіпоксії, які мають свої механізми патогенезу внутрішньоутробної затримки розвитку плоду, і, відповідно – морфологічні особливості в досліджуваному органі [104].

Одним з ускладнень внутрішньоутробної гіпоксії вважають зміни системи гемопоезу. Унаслідок гіпоксії відбуваються структурні й функціональні зміни еритроцитів, лейкоцитів і тромбоцитів [105,106]. При хронічній гіпоксії плоду розвивається поліцитемія як прояв адаптації до хронічного дефіциту кисню. Унаслідок зниження доставки кисню до тканин підвищується вироблення еритропоетину нирками плоду, що супроводжується зростанням числа еритроцитів і підвищенням об'єму крові. За наявності вираженої гіпоксії під час пологів розвивається гемоконцентрація [107]. Поліцитемія й гемоконцентрація підвищують в'язкість крові, що негативно впливає на адаптацію новонародженого в післяпологовому періоді внаслідок порушення органного кровотоку, підвищення ризику тромбоутворення й шунтування крові справа наліво [108].

За даними Sato E.F. (2004), при фетальному гемопоезі гіпоксичне середовище необхідне для виживання гемопоетичних і стромальних клітин, забезпечуючи тривалий захист від окисного стресу [109]. Гіпоксичне мікросередовище сприяє збільшенню регуляторів гемопоезу, таких як CREBBP1, NPM1, KITLG і BCL2L1. У той же час пролонгована гіпоксія подовжує існування фетального гемопоезу й гальмує процес гепатогенезу в цілому [110].

Однак необхідно відзначити, що дані літератури про вплив ВУІ на гепатобіліарну систему плодів і новонароджених у більшості випадків мають клінічну спрямованість. У літературних джерелах не знайдено публікацій, присвячених порівняльним морфологічним характеристикам печінки плодів в умовах впливу ХВГ і внутрішньоутробного інфікування. Усе це обумовлює актуальність і необхідність цього дослідження [103,104]. 

Таким чином, аналіз вітчизняної та зарубіжної літератури підтверджує актуальність проблеми патології печінки перинатального періоду, вибрана тема є актуальною й новою, оскільки в сучасній патоморфології і перинатології ця проблема залишається відкритою й потребує подальших досліджень.
РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1 Загальна характеристика спостережень
Під час виконання даної роботи було використано аутопсійний та експериментальний матеріал. Матеріалом для першої частини дослідження слугувала печінка 87 доношених плодів, загиблих антенатально (без мацерації) або інтранатально в терміні гестації 36-41 тиждень. Матеріал зібраний за період з 2012 по 2017 роки на базі патологоанатомічного відділення Комунального закладу охорони здоров'я «Харківський міський перинатальний центр» (ХГПЦ). Забір секційного матеріалу проводився не пізніше 6 годин після смерті плоду. Вивчалися історії хвороби та пологів жінок, протоколи патологоанатомічного дослідження плодів. Аналізувався вік жінок, кількість вагітностей і пологів, термін гестації, наявність екстрагенітальної патології, гінекологічних захворювань, патології вагітності й пологів. У мертвонароджених - стать, маса тіла, наявність внутрішньоутробної патології та причина смерті плодів згідно з міжнародною класифікацією хвороб і травм Х перегляду (ВООЗ, Женева).

Для аналізу до першої досліджуваної групи (Г1) було відібрано 41 спостереження з ХВГ плодів від вагітних, які не мали в анамнезі хронічних запальних і інфекційних захворювань, у тому числі гінекологічних, і не переносили протягом вагітності гострих інфекцій. До другої досліджуваної групи (Г2) увійшло 29 спостережень мертвонародження з ВУІ плоду. Контрольну групу (КГ) склали 17 випадків аутопсії мертвонароджених від здорових жінок з нормальним перебігом вагітності, смерть плодів у яких настала в результаті гострого порушення матково-плацентарного кровообігу. З аналізу виключалися плоди з явними вродженими вадами розвитку різних органів і систем та з невизначеним гестаційним віком. Термін гестації визначався за датою останньої менструації в матері з урахуванням даних акушерського нагляду за вагітною, її ультразвукового дослідження.

Розподіл плодів (аутопсійний матеріал) на досліджувані групи залежно від терміну гестації відображено в таблиці 2.1.
Таблиця 2.1
Розподіл досліджуваного секційного матеріалу на групи

	Позначення групи
	Характеристика групи
	Термін гестації

	
	
	36−41-й тиждень

	Г1
	Печінка плодів з ХВГ
	41

	Г2
	Печінка плодів з ВУІ
	29

	КГ
	Печінка плодів від здорових матерів
	17

	Усього:
	87


Крім вивчення аутопсійного матеріалу на базі експериментальної біологічної клініки Харківського національного медичного університету, проводилося два експериментальних дослідження на щурах лінії WAG із суворим дотриманням вимог Європейської конвенції (Страсбург, 1986) з утримання, годівлі та догляду за піддослідними тваринами, а також виведенню їх з експерименту й подальшої утилізації. У першому експерименті моделювалося внутрішньоутробне інфікування плодів від матерів з підгострим інфекційно-запальним процесом, викликаним відповідно референс-штамами Staphylococcus aureus, Esherichia coli (АТСС 25922 (F50)) і Klebsiella pneumoniae (NCTC 5055), яке виконувалося відповідно до винаходу «Спосіб моделювання внутрішньоутробного інфікування плоду та новонародженого як наслідку підгострого інфекційно-запального процесу матері», розробленого Марковським В.Д. із співавторами (патент України на винахід № 108806 від 10.06.2015) [110,156].У другому експерименті моделювалася хронічна внутрішньоутробна гіпоксія плодів згідно з корисною моделлю «Спосіб моделювання внутрішньоутробної гіпоксії з асфіксією новонародженого в пологах», розробленої Марковським В.Д. із співавторами (патент України на корисну модель №88459 від 11.03.2014р.) [111,157]. Спосіб реалізовано на щурах лінії WAG, які мають максимально близьку до людської подібність гістоморфологічних параметрів плацентарного бар'єру. Це дозволяє екстраполювати результати досліду на людський організм з достатньою впевненістю; експерименти можна здійснювати протягом відносно нетривалого терміну, оскільки період вагітності щурів становить 21−22 дні. Крім того, щури мають максимально близький до людини тип взаємовідношень материнського й фетального кровообігу, гемохоріальний характер плацентації та дискоїдний тип плаценти одночасно. Морфофункціональна будова плаценти й плацентарного бар’єру при зовні непорівнянній різниці між організмами щура та людини дуже близькі до ідентичності. Таким чином, використання щурів як лабораторних тварин дозволило проводити екстраполяцію результатів експерименту на людський організм.

Матеріалом для морфологічного дослідження була печінка 44 плодів самиць щурів, які були розподілені на 5 груп: 3 експериментальних (ЕГ1, ЕГ2, ЕГ3), групу порівняння (ГП) й контрольну (Ке). У ЕГ1, ЕГ2 і ЕГ3 (n=8, n=10 і n=10), увійшли плоди від вагітних самиць щурів з підгострим інфекційно-запальним процесом у черевній порожнині, змодельованим з використанням відповідно до референс-штамів Staphylococcus aureus, Esherichia coli і Klebsiella pneumoniae [110]. Оскільки ВУІ плоду часто супроводжується фетоплацентарною недостатністю й хронічною внутрішньоутробною гіпоксією плоду [112,154], групу порівняння (n=7) склали плоди з ХВГ від вагітних самиць щурів, які протягом усієї вагітності піддавалися щоденній високогірній гіпоксії [112]. Ке (n=9) склали плоди від вагітних самиць щурів з фізіологічним пребігом вагітності. У кожному експерименті вагітні самиці щурів виводилися з експерименту на 19−21-й день вагітності шляхом внутрішньовенного введення у вену хвоста тіопенталу натрію концентрацією 2–2,5 % розчину в дозуванні 7−10 мг на 1 кг маси тіла з подальшою декапітацією.

Розподіл експериментального матеріалу на досліджувані групи відображено в таблиці 2.2.
Таблиця 2.2

Розподіл досліджуваного експериментального матеріалу на групи

	Група
	Характеристика групи
	Кількість випадків

	ЕГ1
	Печінка плодів щурів від вагітних самиць щурів, інфікованих Staphylococcus aureus
	8

	ЕГ2
	Печінка плодів щурів від вагітних самиць щурів, інфікованих Esherichia coli 
	10

	ЕГ3
	Печінка плодів щурів від вагітних самиць щурів, інфікованих Klebsiella pneumoniae
	10

	ГП
	Печінка плодів щурів з хронічною внутрішньоутробною гіпоксією
	7

	Ке
	Печінка плодів щурів від матерів з фізіологічним перебігом вагітності
	9

	Усього
	44


2.2 Методи дослідження печінки

При дослідженні аутопсійного й експериментального матеріалу всіх груп у кожному випадку досліджували печінку, ураховуючи масу органа, консистенцію, вигляд на розрізі. З серединної частини печінки видаляли шматочок завтовшки близько 4×10-3 м. Матеріал фіксувався в забуферному 10% водному розчині нейтрального формаліну, піддавався целоїдин-парафіновій проводці, після чого готувалися серійні зрізи завтовшки 4-5×10-6 м на мікротомі-кріостаті МК-25. Оглядові препарати, забарвлені гематоксиліном і еозином, використовувалися для загального оцінювання стану досліджуваних тканин. Забарвлення препаратів пікрофуксином за методом Ван Гізона використовувалися для виявлення й диференціювання сполучнотканинних структур [158].
Для об'єктивізації результатів дослідження застосовувався морфометричний метод, за допомогою якого в препаратах печінки, забарвлених гематоксиліном й еозином шляхом відеомікроскопічної морфометрії з використанням програми Olympus DP-Soft (Version 3: 1) і Microsoft Excel, у гепатоцитах визначали площі та об’єми ядра, цитоплазми й клітини в цілому, визначали ядерно-цитоплазматичний індекс (ЯЦІ), підраховували щільність розташування гепатоцитів в 1м2.

Для імуногістохімічного методу дослідження використовували 2 методи: непрямий метод Кунса в модифікації Brosman M. і непрямий стрептавідин-пероксидазний метод [113,159].

Непрямим методом Кунса в модифікації Brosman M. на парафінових зрізах завтовшки 5-6×10-6 м виявляли інтерстиційні колагени та клітини-продуценти ІЛ-6 за допомогою моноклональних антитіл (МКАт) до колагенів I, III типів та клітин-продуцентів ІЛ-6 фірми Novocastra Laboratories Ltd, UK. Як люмінесцентну мітку використовували Fab-2-фрагменти кролячих антитіл проти імуноглобулінів миші, мічені ФІТЦ (флуоресцеїну ізотіоціанат). Препарати вивчали в люмінесцентному мікроскопі «Axioskor 40» (Carl Zeiss, ФРН). Визначення оптичної щільності імунофлюоресценції колагену I, III типів здійснювали за допомогою методу Губіної-Вакулік Г.І. і співавт. [112] і виражали в умовних одиницях світіння (ум. од. св.). Підраховувалась кількість клітин-продуцентів ІЛ-6 у полі зору ×1000.

Непрямим імунопероксидазним методом з системою візуалізації DAKO EnVision (Данія) визначали активовані макрофаги Купфера за допомогою МКАт до CD68 (DAKO, Данія) і виявляли проліферативну активність гепатоцитів, епітеліоцитів жовчних проток і фібробластів портальних зон за допомогою МКАт до Ki-67 (DAKO, Данія). Як мітку використовували фермент (пероксидаза хрону), який взаємодіє із субстратом, а як барвник ферменту – хромоген, що взаємодіє з пероксидазою. Так, поетапно утворювався забарвлений кінцевий продукт реакції. Парафінові зрізи відібраних блоків наносили на спеціальні адгезивні предметні скельця SuperFrost Plus, депарафінували в спиртах та інкубували з 3 % розчином перекису водню протягом 20 хвилин (з метою блокування ендогенної активності пероксидази). Потім для проведення теплової індукції антигенного звороту (відновлення антигенних властивостей після фіксації) так званого HIER (heat induction of epitope retrieval) зрізи були розміщені в цитратному буфері з pH 6,0 й підігрівалися в автоклаві до температури +121°С 8 хвилин. Далі проводили інкубацію зрізів з первинними антитілами у вологих камерах за температури 23-25°С протягом 30 хвилин. Як первинні використовувалися МКАт до Anti-Нuman Smooth Muscle Actin («DAKO», Данія) для типування гладких міоцитів. Титр антитіл добирався індивідуально для кожного маркера з використанням у ролі розчинника спеціального розчину antibody diluent (DakoCytomation). Наступний крок – інкубація зрізів з полімерами декстранами, що містять фермент-мітку пероксидазу та вторинні антитіла (надчутлива система візуалізації UltraVision Quanlo, LabVision) у вологих камерах близько 30 хвилин за кімнатної температури. Після кожного етапу зрізи промивалися у ТРИС буфері з pH 7,4 протягом 10 хвилин. Далі для ідентифікації реакції наносився розчин хромогену ДАВ (Quanto, LabVision) під контролем мікроскопа протягом від 20 секунд до 3 хвилин з проявом у вигляді коричневого забарвлення специфічних структур залежно від маркера (у нашому дослідженні – цитоплазматична реакція). Для ідентифікації тканинних структур зрізи додатково забарвлювали гематоксиліном Майєра протягом 1−3 хвилин. Подальша дегідратація й включення в бальзам здійснювалися згідно з поширеними методиками. Кількісні та якісні показники експресії маркерів вивчали як мінімум на 8−10 випадково обраних полях зору мікроскопа гістологічних зрізів при збільшенні ×100, ×200, ×400 та ×1000 (коли це було необхідно). Для оцінювання ІГХ реакцій з Ki-67 інтенсивність реакції оцінювалася таким чином: (−) – негативна реакція (забарвлені клітини відсутні), (+) – слабка реакція (позитивне забарвлення окремо розташованих клітин, (++) – помірна (більший вміст інтенсивно забарвлених клітин), (+++) – інтенсивна (інтенсивно забарвлені майже всі клітини). Шляхом відеомікроскопічної морфометрії з використанням програми Olympus DP-Soft (Version 3: 1) і Microsoft Excel підраховували щільність розташування активованих макрофагів Купфера в 1м2. Кількісні та якісні показники експресії відповідних маркерів вивчали не менше, ніж у 10 випадково вибраних полях зору мікроскопа при збільшенні ×100, ×200, ×400 і ×1000 залежно від необхідності [114].

Отримані цифрові дані піддані статистичній обробці з використанням варіаційного, альтернативного аналізів з обчисленням середньої арифметичної, середньоквадратичного відхилення, середньої помилки середньої арифметичної, достовірності різниці. Для визначення достовірності результатів використовували критерій Манна-Уїтні-Уїлкоксона. Для всіх видів аналізу відмінності вважали достовірними при р<0,05. При проведенні кореляційно - регресійного аналізу визначено наявність таких взаємозв'язків: між площею клітини й площею ядра, площею клітини й площею цитоплазми, площею клітини і ядерно-цитоплазматичного індексу, площею ядра й площею цитоплазми, площею ядра і ЯЦІ, площею цитоплазми і ЯЦІ. Для проведення кореляційного – регресивного аналізу використовували коефіцієнт кореляції Спірмена [115]. Якщо коефіцієнт кореляції був у межах 1,0-0,70; 0,69-0,3; 0,29-0,01, то взаємозв'язок між досліджуваними параметрами називався міцнім, помірним і слабким відповідно.

Оригінальні методи дослідження описані в таких публікаціях:

1. Патент на винахід №113486 Україна, UA, МПК А61В10/00, G01N 33/48 (2006.01). Спосіб морфологічної діагностики ушкоджуючої дії хронічної внутрішньоутробної гіпоксії на печінку плода / Сакал Г.О., Марковський В.Д., Андросов Є.Д; Харківський національний медичний університет. - № а 201604322; заяв. 19.04.2016; опубл. 25.01.2017, Бюл. №2.
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3.1 Статистичний аналіз даних історій пологів і протоколів аутопсії плодів 

3.1.1 Статистичний аналіз даних історій пологів і протоколів аутопсії плодів контрольної групи

При вивченні клінічних даних вагітних визначено, що середній вік у контрольній групі становив 30,88 ± 6,99 року. Більшість жінок перебували в репродуктивному віці від 20 до 35 років (11 спостережень – 58,82%), в 6-ти спостереженнях (35,29%) жінки були пізнього репродуктивного віку (36-42 роки) і в одному випадку (5,88%) вік вагітної становив 16 років.

Теперішня вагітність у 8-ми жінок була першою (47,06%), у 5-ти – другий (29,41%), у 3-х – третьої (17,65%) і у 1-й – четвертою (5,88%). У 12-ти вагітних теперішні пологи були першими (70,59%) та у 5-ти – другими (29,41%).

При аналізі історій пологів у жінок контрольної групи (табл. 3.1) основним видом патології вагітності та пологів були патології посліду, серед яких провідними були передчасне відшарування плаценти і патології пуповини (по 6 спостережень – 35,29% відповідно), серед останніх у 2-х жінок спостерігалося здавлення пуповини (11,76%) і по 1-му спостереженню – випадіння пуповини, шийне обвиття пуповиною, вузли пуповини й коротка пуповина (по 5,88% відповідно). Рідше зустрічався передчасний розрив плодових оболонок (2 випадки – 11,76%). У 2-х спостереженнях реєструвалась пологова кровотеча (11,76%).

Таблиця 3.1
Патологія вагітності і пологів жінок досліджуваних груп, 
абсолютне число, %

	Патологія вагітності і пологів
	КГ

(n=17)
	Г1

(n=41)
	Г2
(n=29)

	
	Абс.ч.
	%
	Абс.ч.
	%
	Абс.ч.
	%

	Загроза переривання вагітності
	–
	–
	6
	14,63
	3
	10,34

	Прееклампсія
	–
	–
	10
	24,39
	4
	13,79

	Олігогідрамніон
	–
	–
	2
	4,88
	2
	6,90

	Полігідрамніон
	–
	–
	5
	12,20
	3
	10,34

	Плацентарна дисфункція
	–
	–
	6
	14,63
	2
	6,90

	Передчасний розрив плодових оболонок
	2
	11,76
	–
	–
	4
	13,79

	Передчасне відшарування плаценти
	6
	35,29
	5
	12,20
	4
	13,79

	Патологія пуповини
	6
	35,29
	17
	41,46
	8
	27,59

	Кровотеча
	2
	11,76
	3
	7,32
	2
	6,90


Середня тривалість вагітності у досліджуваній групі дорівнювала 39,41±1,09 тижня. Найчастіше мали місце пологи через природні родові шляхи – у 12 вагітних (70,59%), розродження за допомогою кесаревого розтину відзначалося у 5-ти вагітних (29,41%).

Антенатальна загибель плоду реєструвалася в 6-ти спостереженнях (47,06%), в 9-ти випадках плід гинув інтранатально (52,94%). Основним захворюванням анте- або інтранатально загиблого плоду була внутрішньоутробна гіпоксія, уперше відзначена до початку пологів (Р20.0) або внутрішньоутробна гіпоксія, уперше відзначена під час пологів і розродження (Р20.1) відповідно.

При вивченні гендерного розподілу мертвонароджених у контрольній групі переважали плоди чоловічої статі – 9 плодів (52,94%), плоди жіночої статі зустрічалися у 8 випадках (47,06%). Середнє значення маси плода в досліджуваній групі становило 3,196 ± 0,651 кг. У 4-х випадках (23,53%) у плодів реєструвалася затримка внутрішньоутробного розвитку (ЗВУР), це були маловагові плоди з масою тіла менше 2,500 кг. В 1 випадку зареєстровано великоваговий плід з масою тіла більше 4,000 кг.

3.1.2 Статистичний аналіз даних історій пологів і протоколів аутопсій плодів з хронічною внутрішньоутробною гіпоксією
Вивчення клінічних даних вагітних Г1 показало, що середній вік жінок становив 30,34 ± 5,42 року. У віці від 20 до 35 років налічувалося 34 вагітних (82,92%), у пізньому репродуктивному віці старше 35 років перебувало 6 вагітних (14,63%) і одна жінка була молодше 20 років (2,44%).

У 14-ти жінок (34,15%) дана вагітність була першою, в 11-ти (26,83%) – другою, у 8-ми (19,51%) – третьою, четверта і наступні вагітності реєструвалася у 8 (19,51%) жінок. Дані пологи були першими у 22-х жінок (53,66%), другими – у 12-ти (29,27%), третіми – у 4-х (9,76%), четвертими і наступними були пологи у 3-х жінок (7,32%).

При аналізі клінічних даних було виявлено, що у 19 вагітних (46,34%) була екстрагенітальна патологія (табл. 3.2).

Згідно з табл. 3.2 серед екстрагенітальної патології в досліджуваній групі у вагітних найбільш часто зустрічалися хвороби ендокринної системи, розлади харчування та порушення обміну речовин, які реєструвалися у 9 вагітних (21,95%) і були представлені в 7 жінок ожирінням (17,07%), в одному спостереженні хронічним тиреоїдитом і в одному – цукровим діабетом І типу (по 2,44% відповідно). У 7-ми вагітних спостерігалися анемії і у 7-ми – хвороби системи кровообігу (по 17,07% відповідно), які в усіх спостереженнях були представлені гіпертензійними розладами. У двох жінок була міопія (4,88%), в одному спостереженні реєструвалася бронхіальна астма (2,44%) і в одному – псоріаз (2,44%).

Таблиця 3.2

Екстрагенітальні захворювання у вагітних жінок Г1 та Г2, абсолютне число,%

	Екстрагенітальна патологія
	Г1 (n=41)
	Г2 (n=29)

	
	Абс.ч.
	%
	Абс.ч.
	%

	Хвороби системи кровообігу
	9
	21,95
	6
	20,69

	Хвороби органів дихання
	1
	2,44
	8
	27,59

	Хвороби нирок
	–
	–
	3
	10,34

	Хвороби ендокринної системи, розлади харчування та порушення обміну речовин
	9
	21,95
	4
	13,79

	Хвороби органів травлення
	–
	–
	1
	3,45

	Хвороби шкіри та підшкірної клітковини
	1
	2,44
	2
	6,90

	Міопія
	2
	4,88
	1
	3,45

	Анемія І-ІІ ступеня
	7
	17,07
	7
	24,14


Серед гінекологічної патології в Г1 реєструвалося по одному спостереженню лейоміоми матки, ендоцервікозу, первинного безпліддя з екстакорпоральним заплідненням (по 2,44% відповідно). Невиношування вагітності мало місце у 8-ми жінок (19,51%), штучне переривання вагітності було в анамнезі 4-х жінок (6,90%).

Серед патології вагітності та пологів у жінок Г2 більш ніж у 90% реєструвалася патологія посліду (табл. 3.1). Найчастіше зустрічалася патологія пуповини: 8 спостережень вузлів (19,51%), 5 випадків шийного обвиття (12,20%), довга пуповина зустрічалася у 2 спостереженнях (4,88%), коротка пуповина й оболонкове прикріплення в 1 випадку (по 2,44%). Рідше спостерігалося передчасне відшарування плаценти (12,20%) й плацентарна дисфункція (14,63%). Водночас, за даними протоколів розтину мертвонароджених плодів досліджуваної групи, при патоморфологічному дослідженні посліду аномалії плаценти виявлялися в 2,3 раза частіше у вигляді гіперплазії або гіпоплазії, інфарктів, розладів кровообігу і т.ін. – вони реєструвалися в 14 спостереженнях (34,15%). Майже в кожної четвертої жінки Г1 вагітність ускладнилася прееклампсією, у кожної сьомої – загрозою переривання вагітності на різних термінах, у кожної шостої - порушенням вмісту навколоплідних вод. У двох жінок розвинулося кровотеча під час пологів, в однієї – у ранньому післяпологовому періоді.

Середня тривалість вагітності по групі становила 38,88±0,89 тижня. Пологи в Г2 у 31-ї жінки (75,61%) здійснювалися через природні пологові шляхи. У 9-ти жінок (21,95%) розродження проводилося за допомогою кесаревого розтину й в одному спостереженні (2,44%) мала місце вакуум-екстракція плода.

Основним захворюванням антенатально або інтранатально загиблого плода була внутрішньоутробна гіпоксія, уперше відзначена до початку пологів (Р20.0) – 39 випадків (95,12%) і в 2-х спостереженнях (4,88%) – внутрішньоутробна гіпоксія, уперше відзначена під час пологів і розродження (Р20.1).

Серед мертвонароджених досліджуваної групи частіше зустрічалися плоди чоловічої статі (23 плоди – 56,10%), рідше – жіночої статі (18 плодів 43,90%). Середнє значення маси плоду дорівнювало 3,187±0,740 кг. У 5-ти спостереженнях (12,20%) зустрічалися великовагові плоди з масою тіла більше 4,000кг, у 6-ти випадках (14,63%) у плодів реєструвався ЗВУР, маса цих плодів була меншою ніж 2,500кг.

3.1.3 Статистичний аналіз даних історій пологів і протоколів аутопсій плодів з внутрішньоутробним інфікуванням
При вивченні анамнестичних даних вагітних Г2 з’ясовано, що в 25 спостереженнях (86,21%) жінки знаходилися в репродуктивному віці від 20 до 35 років. У пізньому репродуктивному віці були 3 жінки (10,34%) і одна – молодше 20 років (3,45%). Середній вік вагітних становив 29,86±4,77 року.

Дана вагітність була першою в 11 жінок (37,93%), друга вагітність спостерігалася у 8 жінок (27,59%), третя – у 5 (17,24%), четверта й наступні – у 5 (17,24%). Першими дані пологи були у 14 жінок (48,28%), другими – у 11 (37,93), третіми – у 3 (10,34%) і п'ятими – в однієї вагітної (3,45%).

Згідно з анамнестичними даними серед екстрагенітальної патології жінок Г2 частіше зустрічалися захворювання органів дихання, які відзначалися у 8 вагітних (27,59%), з них одна жінка страждала на хронічний гайморит (3,45%), 7 жінок (20,69%) перенесли протягом вагітності гострі респіраторні інфекції верхніх дихальних шляхів (табл. 3.1). У кожної 5-ї вагітної цієї групи були захворювання системи кровообігу (6 спостережень – 20,69%), серед яких переважали гіпертензійні розлади – 5 спостережень (17,24%), рідше зустрічалося варикозне розширення вен нижніх кінцівок – 3 спостереження (10,34%), в одному з них з тромбофлебітом. В однієї вагітної (3,45%) був діагностований міокардіофіброз, що супроводжувався екстрасистолічною аритмією і поліморфною шлуночковою екстрасистолією. Майже в кожної четвертої вагітної реєструвалася анемія І-ІІ ступеня (7 спостережень – 24,14%). Ожиріння зустрічалося в 4-х жінок (13,79%). У 3-х спостереженнях у вагітних був хронічний пієлонефрит (10,34%), в однієї жінки хронічний холецистит і ще в однієї – міопія (по 3,45%). У двох вагітних (6,90%) спостерігалися хвороби шкіри та підшкірної клітковини – один випадок дерматиту вагітних і один випадок карбункула пахової ділянки (по 3,45%). У двох жінок протягом вагітності відзначалися епізоди безсимптомної бактеріурії (6,90%), в однієї мало місце стафілококоносійство (3,45%). Слід зазначити, що в цій групі у двох жінок під час вагітності мало місце тютюнопаління (6,90%), одна приймала наркотичні речовини (3,45%). Одна з вагітних мала ВІЛ позитивний безсимптомний інфекційний статус (3,45%), одна в минулому перенесла сифіліс (3,45%). Три жінки протягом вагітності ніде не спостерігалися й не обстежувалися (10,34%).

При аналізі акушерсько-гінекологічного анамнезу виявилося, що найбільш частою гінекологічною патологією в досліджуваній групі були запальні захворювання статевих органів, які реєструвалися майже у половини вагітних (14 спостережень – 48,28%). З них в одному спостереженні відзначався хронічний сальпінгооофорит (3,45%), у 13-ти – інфекції статевих шляхів (24,14%). При аналізі клініко-лабораторних даних було визначено, що в 4-х жінок зареєстровано бактеріальний вагіноз (13,80%), у 3-х – кандидоз (10,34%), у 2-х – уреаплазмоз (6,90%), у 2-х – генітальний герпес (6,90%), у 1-ї – стафілокок (3,45%) і в одному спостереженні була наявлена асоціація стрептокока й хламідій (3,45%). Серед інших гінекологічних захворювань у 4 жінок зазначалося невиношування вагітності (13,80%), в одному спостереженні – позаматкова вагітність (3,45%). У двох жінок діагностовано ендоцервікоз (6,90%), в однієї – лейоміоми матки (3,45%). У двох спостереженнях у жінок був рубець на матці (6,90%).

При аналізі історій пологів у всіх групах у жінок спостерігалася патологія вагітності та пологів (табл. 3.1).

Серед ускладнень вагітності та пологів у вагітних Г2 переважала патологія посліду, яка, за клінічними даними, спостерігалася майже у двох третин вагітних (табл. 3.1). Найчастіше зустрічалася патологія пуповини (27,59%): у 6 спостереженнях було шийне обвиття (20,69%), по одному спостереженню здавлення й оболонкового прикріплення пуповини (по 3,45%). Передчасне відшарування плаценти реєструвалося в 2 рази рідше (13,79%), плацентарна дисфункція була діагностована в 6,90% випадків. При патологоанатомічному дослідженні посліду морфологічні аномалії плаценти (гіпер- або гіпоплазія, інфаркти, розлади кровообігу) виявлялися в 2,5 раза частіше – у п'яти спостереженнях (17,24%).

Практично у всіх спостереженнях виявляли запальні зміни в структурних компонентах посліду (28 спостережень – 96,55%). Найбільш часто в посліді виявлявся парієтальний амніохоріодецидуїт (22 спостереження – 75,86%), який у 4-х випадках поєднувався з гнійним фунікулітом і васкулітом пупкових судин (13,79%), у 4-х спостереженнях – з плацентитом (13,79%). У 6-ти спостереженнях виявився ізольований плацентит (20,69%).

Середня тривалість вагітності цієї групи складала 39±1,02 тижня. Пологи через природні родові шляхи реєструвалися в 17-ти спостереженнях (58,62%). Розродження за допомогою кесаревого розтину проводилося у
12-ти вагітних (41,38%).

Основним захворюванням у 22-х спостереженнях загибелі плоду (75,26%) була внутрішньоутробна гіпоксія, уперше відзначена до початку пологів (Р20.0). У більшості інтранатально загиблих плодів (6 спостережень – 20,69%) основним захворюванням була внутрішньоутробна гіпоксія, уперше визначена під час пологів і розродження (Р20.1) Лише в одному спостереженні (3,45%) основним захворюванням інтранатально загиблого плоду була вроджена вірусна пневмонія (Р23.0).

При вивченні гендерного розподілу мертвонароджених переважали плоди чоловічої статі – 17 спостережень (58,62%), плоди жіночої статі реєструвалися в 12 випадках (41,38%). Середнє значення маси плоду становила 3,050 ± 0,689 кг. ЗВУР реєструвався в 6 спостереженнях (20,69%), це були маловагові плоди з масою тіла менше 2,500 кг.

Таким чином, проведене дослідження показало, що основним чинником, який обумовлює анте- й інтранатальну загибель плоду є сукупна дія екстрагенітальної патології, гінекологічних захворювань, ускладнень вагітності матері.

Серед факторів, що сприяли розвитку хронічної внутрішньоутробної гіпоксії плоду, найбільш частими видами соматичної патології були хвороби системи кровообігу, ендокринопатії й анемії; серед гінекологічних захворювань - невиношування вагітності, серед ускладнень вагітності й пологів - патологія посліду, прееклампсія й загроза переривання вагітності.

При внутрішньоутробному інфікуванні плоду серед екстрагенітальних захворювань найбільш часто реєструвалися гострі та хронічні інфекційні захворювання, запальні захворювання різної локалізації, анемії, патологія серцево-судинної системи. Серед гінекологічних захворювань провідне місце посідали запальні захворювання статевих органів і невиношування вагітності. Перебіг вагітності й пологів найбільш часто ускладнювалося патологією посліду, переважно запального характеру. 

3.2 Морфологічна характеристика печінки плодів з хронічною внутрішньоутробною гіпоксією та внутрішньоутробним інфікуванням

3.2.1 Морфологічний стан печінки плодів контрольної групи
При макроскопічному дослідженні у всіх спостереженнях досліджуваної групи печінка була покрита тонкою еластичною напівпрозорою капсулою, тканина органа мала еластичну консистенцію, на розрізі тканина червонувато-коричнева, однорідна, перерізані судини нерівномірно кровонаповнені.

Середнє значення маси печінки в групі становило 0,156±0,030 кг, середнє значення коефіцієнту маса печінки / маса плода – 0,049±0,003.

При мікроскопічному дослідженні печінка плодів КГ характеризувалася збереженою гістоархітектонікою з чіткою балково-радіарною будовою часточок. Гепатоцити в печінкових балках тісно анастомозували одне з одним, печінкові клітини були полігональної форми з центрально розташованим круглястим помірно базофільним ядром і слабко ацидофільною цитоплазмою з наявністю в ній еозинофільної гранулярності. Подекуди зустрічалися збільшених розмірів гепатоцити, що містили два великих ядра. 
Центральні вени печінкових часточок були з добре вираженим просвітом, помірним кровонаповненням. Між печінковими балками візуалізувалися синусоїди у вигляді світлих щілиноподібних просвітів, що містили помірну кількість формених елементів крові, переважно еритроцитів. Синусоїди було вистелено переважно ендотеліальними клітинами з помірно базофільним ядром. Перисинусоїдальні простори (простори Діссе) не візуалізувалися. У периваскулярному просторі центральних вен часточок подекуди виявлялися невеликі скупчення кровотворних клітин. (рис. 3.1). 
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Рис. 3.1 Печінка плоду КГ. Балково-радіарна будова печінкової часточки. Помірне кровонаповнення центральних вен часточок і синусоїдів. Забарвлення гематоксиліном і еозином, ×200.
Просвіти холангіол були спалі, щілиноподібні. Жовчні протоки на поперечних перерізах мали круглястої та овальної форми просвіт, вони були розташовані на межі печінкових часточок та у сполучній тканині портальних трактів. Епітелій жовчних проток був низький призматичний, клітини ізоморфні із круглястим або овальним помірно базофільним ядром правильної форми.

При морфометричному дослідженні основних параметрів гепатоцита у середньому по групі їхня площа дорівнювала 199,28±4,69×10-12 м2, об’єм – 2353,90±55,48×10-18 м3. Середні значення площі і об’єму ядра гепатоцита становили 70,04±1,65×10-12 м2 і 455,47±10,73×10-18 м3 відповідно, його цитоплазми – 129,24±3,04×10-12 м2 і 1898,50±44,74×10-18 м3 відповідно. Середнє значення ядерно-цитоплазматичного індексу було 0,41±0,001. Щільність розташування гепатоцитів у середньому становила 3373,30±75,43×106 екз./м2.

При імуногістохімічному вивченні проліферативної активності клітин печінки рівень експресії ядерного білка Ki-67 мав помірний характер у гепатоцитах і епітеліоцитах жовчних проток (++, ++ відповідно), слабко виражений у фибробластах портальних трактів (+) (рис. 3.2).

Зірчасті ретикулоендотеліоцити (макрофагі Купфера) були нечисленні, візуалізувалися в стінці синусоїдів, головним чином в перипортальній зоні  печінкової часточки. 

При імуногістохімічному дослідженні рівня експресії МКАт до CD68 клітини, що прорегували були нечисленими, візуалізувалися у просвіті сінусоїдів (рис. 3.3). Щільність розташування клітин, що прореагували, у середньому дорівнює 111,20±24,13×106 екз./м2. 
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Рис. 3.2 Печінка плоду КГ. Печінка плоду КГ. Помірний рівень експресії Ki-67 гепатоцитами. Непрямий імунопероксидазний метод з МКАт до Ki-67, ×400.
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Рис. 3.3 Печінка плоду КГ. Експресія CD68 активованими макрофагами Купфера. Непрямий імунопероксидазний метод з МКАт до CD68, ×400.
Імуногістохімічне дослідження експресії МКАт до ІЛ-6 не визначило клітин-продуцентів ІЛ-6 у печінці плодів КГ.

Строма печінки була помірне розвинена в ділянці портальних трактів, де була представлена тонкими колагеновими волокнами, що розташовувалися навколо судин і жовчної протоки, при забарвленні за ван Гізоном колагенові волокна були помірно фуксинофільні. Між сполучнотканинними волокнами візуалізувалися нечисленні фібробласти, лімфоцити, макрофаги. Міжчасточкова сполучна тканина була слабко розвиненою.

Імуногістохімічно в капсулі печінки визначалося безперервна помірна імунофлюоресценція колагену І типу. У стромі печінки зрілий інтерстиційний колаген І типу диференціювався у вигляді неяскравої прерівчастої імунофлюоресценції в зоні портальних трактів (рис. 3.4), де також візуалізувався інтерстиційний колаген ІІІ типу, інтенсивність світіння останнього була помірною й дещо вищою, ніж у колагену І типу (рис. 3.5). У міжчасточковій сполучній тканині та в стромі часточок виявлялося помірна або слабка преривчаста імунофлюоресценція колагену ІІІ типу.

Показники оптичної щільності імунофлуоресценції інтерстиційних колагенів представлені в таблиці 3.3.

Таблиця 3.3

Оптична щільність інтенсивності імунофлуоресценції інтерстиційних колагенів у печінці плодів КГ, ум. од. св., (M±m)

	
	Колаген І типу
	Колаген ІІІ типу

	КГ
	0,48±0,01
	0,54±0,01


Таким чином, морфологічний стан печінки у плодів КГ відповідав загальновизнаним уявленням про фізіологічні норми і може бути використаний для зіставлення при вивченні морфологічних особливостей печінки у плодів з ХВГ і ВУІ.
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Рис. 3.4 Печінка плоду КГ. Слабка інтенсивність експресії колагену І типу в зоні портального тракту. Непрямий метод Кунса з МКАт до колагену I типу, × 1000.
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Рис. 3.5 Печінка плоду КГ. Помірна інтенсивність експресії колагену ІІІ типу в зоні портального тракту. Непрямий метод Кунса з МКАт до колагену IІІ типу, × 1000.
3.2.2 Морфологічний стан печінки плодів з хронічною внутрішньоутробною гіпоксією
Макроскопічно печінка плодів досліджуваної групи була з тонкою еластичною напівпрозорою капсулою, тканина органа еластична на дотик, на розрізі тканина червонувато-коричнева, однорідна, судини розвинені правильно, помірно повнокровні.

Маса печінки в середньому по групі становила 0,146±0,035 кг, коефіцієнт «маса печінки/маса плода» в середньому дорівнював 0,0456±0,0048. 

Мікроскопічно структура печінки була частково порушена з помітно вираженою деформацією й дискомплексацією печінкових балок. Центральні вени часточок були з розширеним просвітом, повнокровні, прилеглі синусоїди центру часточок переповнені кров'ю, в периферичних відділах часточки просвіти синусоїдів були нерівномірно виражені й кровонаповнені. Простори Дисе декілька розширені. Ендотеліоцити, що вистилали синусоїди, осередково десквамовані. У всіх зонах ацинусу зустрічалися численні дрібні вогнища екстрамедулярного кровотворення. 
У центральних відділах часточки дрібні групи гепатоцитів були частково деформовані, щільно прилягали одне до одного, зустрічалися окремі гепатоцити або їх дрібні скупчення з некробіотичними змінами (набряклою пінистою слабко еозинофільною цитоплазмою й пікнотично зморщеним інтенсивно базофільним ядром). Подекуди візуалізувалося дрібні вогнища колікваційного некрозу печінкових клітин. Місцями зустрічалося нечисленні двоядерні гепатоцити. На периферії часточок візуалізувалися збільшені печінкові клітини з великим гіперхромним ядром, частина гепатоцитів з наявністю в цитоплазмі оптично порожніх вакуоль і зміщенням ядра до клітинної мембрани. У синусоїдах визначалися купферівські клітини, які поблизу з вогнищами некрозу місцями утворювали скупчення з 2-3 клітин (рис. 3.6). 
Холангіоли були спалі, жовчні протокі портальних трактів з круглястої та овальної, подекуди - неправильної сплощеної форми форми просвітом. Епітелій жовчних проток був низький призматичний, подекуди зустрічалися поодинокі клітини, що містили вакуолі, заповнені цитоплазматичною рідиною. У деяких протоках візуалізувалися ділянки без епітеліальної вистілки з пластами злущеного епітелію у просвіті. Ядра деяких клітин або їх груп були гіперхромні, неправильної форми.
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Рис. 3.6 Печінка плоду Г1. Повнокров'я центральної вени. Порушення балкової будови печінкової часточки. Вогнищево-дифузне екстрамедулярне кровотворення. Некробіотичні зміни окремих гепатоцитів центру часточки. Дрібні скупчення купферівських клітин. Забарвлення гематоксиліном і еозином, ×200.
При морфометричному дослідженні показники середньої площі й об’єму гепатоцита становлять 137,21±3,23×10-12 м2 і 1252,0±29,51×10-18 м3. Середні значення площі й об’єму ядра гепатоцита – 49,67±1,17×10-12 м2 і 268,27±6,32×х10-18 м3 відповідно, його цитоплазми – 87,54±2,06×10-12 м2 і 983,7±23,18×10-18м3 відповідно. Середнє значення ядерно-цитоплазматичного індексу становить 0,33±0,01. Щільність розташування гепатоцитів в середньому дорівнює 2981,50±66,66×106 екз./м2.

При імуногістохімічному дослідженні проліферативної активності клітин паренхіми й строми печінки плодів досліджуваної групи інтенсивність експресії маркера проліферації Ki-67 в гепатоцитах і епителіоцітах жовчних проток розцінювалася як слабка (+, + відповідно), у фібробластах портальних трактів як помірна (++) (рис. 3.7). 
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Рис. 3.7 Печінка плоду Г1. Слабкий рівень експресії Ki-67 гепатоцитами. Непрямий імунопероксидазний метод з МКАт до Ki-67, ×400.
При імуногістохімічному дослідженні рівня експресії МКАт до CD68 (рис. 3.8) активовані макрофагі Купфери візуалізувалися у стінці сінусоїдів, щільність розташування клітин, що прореагували, у середньому по групі становила 247,12±32,49 ×106 екз./м2.

При імуногістохімічному дослідженні експресії МКАт до ІЛ-6 у полі зору ×1000 клітини-продуценти ІЛ-6 визначалися у кількості 0-1 екземпляр, у середньому їх кількість дорівнювала 0,21±0,07 екземпляра у полі зору ×1000.
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Рис. 3.8 Печінка плоду Г1. Експресія CD68 активованими макрофагами Купфера. Непрямий імунопероксидазний метод з МКАт до CD68, ×400.
Портальні тракти печінки були дещо розширені за рахунок збільшення вмісту периваскулярно й перидуктально розташованих колагенових волокон з посиленням їх фуксинофілії при забарвленні за ван Гізоном, між ними збільшувалася кількість фібробластів, лімфоцитів, макрофагів. Міжчасточкова сполучна тканина слабко розвинена. Імуногістохімічно в капсулі печінки визначалося безперервне помірне світіння колагену І типу. В ділянці портальних трактів периваскулярно й перидуктально спостерігалася помірна інтенсивність світіння інтерстиційного колагену І типу (рис. 3.9) і більш інтенсивна імунофлюоресценція колагену ІІІ типу з переважанням вмісту останнього (рис. 3.10). У стромі часточок спостерігалося помірне світіння колагену ІІІ типу. У складі судинної базальної мембрани центральних вен і судин портального тракту подекуди визначалося дрібновогнищеве світіння колагену ІІІ типу слабкої інтенсивності.
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Рис. 3.9 Печінка плоду Г1. Помірна інтенсивність експресії колагену І типу в портальному тракті печінки. Непрямий метод Кунса з МКАт до колагену I типу, × 1000.
Показники оптичної щільності імунофлуоресценції інтерстиційних колагенів представлені в таблиці 3.4.
Таблиця 3.4

Оптична щільність інтенсивності імунофлуоресценції інтерстиційних колагенів у печінці плодів Г1, ум. од. св., (M±m)

	
	Колаген І типу
	Колаген ІІІ типу

	Г1
	0,54±0,01
	0,59±0,01
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Рис. 3.10 Печінка плоду Г1. Інтенсивна імунофлюоресценція колагену ІІІ типу в портальному тракті печінки. Непрямий метод Кунса з МКАт до колагену IІІ типу, × 1000.
Таким чином, у плодів з хронічною внутрішньоутробною гіпоксією спостерігаються певні патоморфологічні зміни, які характеризуються перш за все дисциркуляторними, альтеративними й компенсаторними змінами. Перші морфологічно проявляються у вигляді повнокров'я центральних вен і синусоїдів центральних відділів часточки, нерізким набряком перисинусоїдальних просторів. Альтеративні зміни характеризуються порушенням балкової будови печінкових часточок, розвитком дистрофічних і некробіотичних змін у групах гепатоцитів і формуванням дрібновогнищевих некрозів печінкових клітин зі збільшенням вмісту купферівських клітин, переважно в центральних відділах часточки, а також компенсаторною гіпертрофією гепатоцитів периферії часточок. Визначаються також ознаки незрілості печінкової тканини у вигляді поширеного екстрамедулярного кровотворення, уповільнення темпів проліферації й диференціювання печінкових клітин зі зниженням їх функціональної активності, що морфометрично підтверджується достовірним зниженням площі й об’єму гепатоцитів, площі та об'єму їх цитоплазми і достовірним зменшенням площі й об’єму ядра печінкових клітин, ЯЦІ і достовірним зменшенням щільності розташування гепатоцитів порівняно з відповідними показниками КГ. Жовчні протоки характерізуються помірніми дистрофічними змінами, наявністю нечислних вогнищ десквамації та проліферації епітелію. При імуногістохімічному дослідженні спостерігається слабка експресія в ядрах гепатоцитів і епітеліоцитів жовчних проток маркера проліферації Ki-67. У портальних трактах печінки імуногістохімічно відзначається посилення проліферативної активності фібробластів, накопичення колагенових волокон з достовірним підвищенням інтенсивності світіння інтерстиційних колагенів І і ІІІ типів з переважанням останнього і появою колагену ІІІ у складі судинної базальної мембрани.  Виявлені патоморфологічні зміни у вивчених структурних компонентах печінки можуть свідчити про зрив компенсаторно-адаптивних механізмів при хронічній внутрішньоутробній гіпоксії плоду.

3.2.3 Морфологічний стан печінки плодів з внутрішньоутробним інфікуванням
При макроскопічному вивченні печінки плодів досліджуваної групи капсула органа була тонкою, напівпрозорою, консистенція печінки млява, на розрізі тканина червонувато-коричнева, зерниста, судини розвинені анатомічно правильно, повнокровні.

У середньому в групі маса печінки становила 0,139±0,036 кг, коефіцієнт «маса печінки/маса плода» в середньому доівнював 0,045±0,007. 

Мікроскопічно в часточках печінки спостерігалося виражена деформація печінкових балок, гепатоцити в них було роз'єднано. Просвіти центральних вен часточок і прилеглих до них відділів синусоїдів були розширені, переповнені форменими елементами крові, переважно еритроцитами. Просвіти синусоїдів перипортальних зон часточок були з нерівномірно вираженим просвітом і кровонаповненням. Простори Дисе розширені. Подекуди спостеригалися вогнища десквамації ендотелію, що вистилав синусоїди. У структурі печінкової тканини візуалізувалося дифузне розташування дрібних вогнищ екстрамедулярного кровотворення. 
У всіх відділах часточки зустрічалися численні деформовані гепатоцити або їх групи в стані некробіозу з набряклою світлою цитоплазмою й дрібним базофільним ядром або без'ядерні клітини в стані колікваційного некрозу.

Збережені гепатоцити були переважно невеликих розмірів, у цитоплазмі частини з них візуалізувалися дрібні оптично порожні вакуолі або вакуолі, заповнені цитоплазматичною рідиною, ядро цих клітин було невеликих розмірів, зміщене до цитоплазматичної мембрани. Окремі гепатоцити або їх дрібні групи поблизу портальних трактів були дещо збільшені, містили велике базофільне ядро й слабко ацидофільну цитоплазму. Двоядерні гепатоцити були нечисленні. Кількість макрофагів Купфера в синусоїдах було збільшено, навколо вогнищ некрозу вони формували групи з 3-6 клітин (рис. 3.11). 
Просвіти холангіол не виявлялися, жовчні протоки мали круглястої та овальної, часто неправильної сплощеної форми форми просвіт. У жовчних протоках візуалізувалися поодинокі епітеліоцити або їх групи з ознаками гідропічної дистрофії, зустрічалися численні ділянки проток з вогнищами десквамації жовчного епітелію, групами клітин з неправільної форми гіперхромним ядром, пластами злущених клітин у просвіті.

Морфометрично значення середньої площі та об’єму гепатоцита становили 123,27±2,90 ×10-12 м2 і 1039,60±24,50 ×10-18 м3 відповідно, площі та об'єму ядра гепатоцита – 41,46±0,97 ×10-12 м2 і 204,83±1,53 ×10-18 м3 відповідно, його цитоплазми – 81,80±1,92 ×10-12 м2 і 834,70±19,67 ×10-18 м3 відповідно. Середнє значення ядерно-цитоплазматичного індексу дорівнювало 0,26±0,01. Щільність розташування гепатоцитів у середньому становила 2149,90±48,07 ×106 екз./ м2.
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Рис. 3.11 Печінка плоду Г2. Повнокров'я центральної вени. Деформація й дискомплексація печінкових балок. Дистрофічні, некробіотичні й некротичні зміни гепатоцитів. Забарвлення гематоксиліном і еозином, ×200.
При імуногістохімічній реакції з Ki-67 інтенсивність забарвлення в гепатоцитах та епітелії жовчних проток розцінювалася як слабка (+, + відповідно), у клітинах строми як висока (+++) (рис. 3.12). 
При імуногістохімічному дослідженні рівня експресії МКАт до CD68 у синусоїдах всіх відділов печінкової часточки визуалізувалися численні клітини, що прорегували, подекуди вони формували дрібні скупчення (рис. 3.13). Щільність розташування активованих макрофагів Купфера в середньому по групі становила 475,01±77,47 ×106 екз./м2.
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Рис. 3.12 Печінка плоду Г2. Слабкий рівень експресії Ki-67 гепатоцитами. Непрямий імунопероксидазний метод з МКАт до Ki-67, ×400.
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Рис. 3.13 Печінка плоду Г2. Експресія CD68 активованими макрофагами Купфера. Непрямий імунопероксидазний метод з МКАт до CD68, ×400.
Імуногістохімічне дослідження експресії МКАт до ІЛ-6 в печінці плодів досліджуваної групи визначило наявність у полі зору 0-4 клітини-продуцента ІЛ-6, у середньому їхня кількість складає 1,96±0,21 екземпляра у полі зору ×1000 (рис. 3.14).
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Рис. 3.14 Печінка плоду Г2. Клітини-продуценти ІЛ-6. Непрямий метод Кунса з МКАт до ІЛ-6, ×1000.

Портальні тракти були розширені. При забарвленні за ван Гізоном навколо судин та жовчної протоки спостерігалося накопичення фуксинофільних колагенових волокон, які подекуди формували тонкі пучки зі зближенням просторів між ними. Між волокнистими сполучнотканинними структурами відмічалося збільшення вмісту клітинних елементів портальних зон – фібробластів, лімфоцитів, макрофагів (рис. 3.15). Між часточками печінки подекуди візуалізувалися тонкі слабко фуксинофільні колагенові волокна (рис. 3.15).
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Рис. 3.15 Печінка плоду Г2. Помірний перидуктальний і периваскулярний фіброз, помірна лімфогістіоцітарна інфільтація строми портального тракту. Забарвлення пікрофуксином за ван Гізоном, ×200.

При імуногістохімічному дослідженні розподілу інтерстиційних колагенів І і ІІІ типів у капсулі печінки визначалося безперервне помірне світіння колагену І типу, у зоні портальних трактів периваскулярно та перидуктально спостерігалося інтенсивне світіння зрілого колагену І типу та інтенсивне світіння колагену ІІІ типу з переважанням вмісту останнього (рис. 3.16). В інтерстиційному компоненті часточок і судинній базальній мембрані судин портальних трактів і центральних вен часточок відзначалося переривчасте, помірне виражене світіння колагену ІІІ типу (рис. 3.17).
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Рис. 3.16 Печінка плоду Г2. Інтенсивне світіння колагену І типу в портальному тракті печінки. Непрямий метод Кунса з МКАт до колагену I типу, ×1000.
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Рис. 3.17 Печінка плоду Г2. Помірне переривчасте світіння колагену ІІІ типу в стінці центральної вени та стромі печінкової часточки. Непрямий метод Кунса з МКАт до колагену IІІ типу, ×1000.
Показники оптичної щільності імунофлуоресценції інтерстиційних колагенів представлено в таблиці 3.5.

Таблиця 3.5

Оптична щільність інтенсивності імунофлуоресценції інтерстиційних колагенів у печінці плодів Г2, ум. од. св., (M±m)

	
	Колаген І типу
	Колаген ІІІ типу

	Г2
	0,58±0,01
	0,62±0,01


Таким чином, у печінці плодів з ознаками внутрішньоутробного інфікування виявляють морфологічні прояви дисциркуляторних, альтеративних, компенсаторних процесів і уповільнення гепатогенезу. Порушення кровообігу виявляються переважно в центральних відділах печінкових часточок і характеризуються гіперемією центральних вен та прилеглих відділів синусоїдів. У структурі печінкової часточки виявляється порушення балково-радіарної будови внаслідок деформації та дискомплексації печінкових балок. Дистрофічні та некротичні зміни гепатоцитів мають поширений характер і візуалізуються у всіх відділах печінкової часточки. Збережені гепатоцити, як правило, відносно невеликих розмірів, печінкові клітини з ознаками компенсаторної гіпертрофії нечисленні й локалізуються переважно поблизу портальних трактів, що морфометрично підтверджувалося достовірним зниженням площі та об’єму гепатоцитів, площі та об'єму їх цитоплазми і достовірним зменшенням площі й об’єму ядер печінкових клітин, ЯЦІ та достовірним зниженням щільності розташування гепатоцитів порівняно з відповідними показниками Г1. В жовчних протоках виявляються росповсюджені дистрофічні зміни епітелію з вогнищевою десквамацією та проліферацією клітин. При імуногістохімічному дослідженні в гепатоцитах та епітеліоцитах жовчних проток виявляється слабка експресія маркера проліферації Ki-67, що поряд зі збереженим поширеним екстрамедулярним кровотворенням свідчить про уповільнення темпів дозрівання печінкової тканини. Імуногістохімічно в портальних трактах відзначається посилення проліферативної активності фібробластів, посилення колагеноутворення з достовірним підвищенням оптичної щільності світіння інтерстиційних колагенів І і ІІІ типів з переважанням незрілого колагену ІІІ типу і появою останнього в складі судинної базальної мембрани.  Виявлені патоморфологічні зміни у вивчених структурних компонентах печінки супроводжуються значним підвищенням щільності активованих макрофагів Купфера і різким зростанням вмісту клітин–продуцентів ІЛ–6, що можна розцінювати як специфічні ознаки антигенного впливу материнської інфекції.

Отримані дані свідчать про те, що у плодів з ВУІ виникають виражені морфологічні зміни в структурних компонентах печінки, які свідчать про порушення внутрішньоутробного формування цього органа, що спричиняє зниження функціональної активності гепатоцитів і зрив компенсаторно-адаптивних механізмів печінки, оскільки плоди цієї групи внутрішньоутробно піддавалися як антигенному впливу внаслідок інфекційної патології матері, так і впливу хронічної гіпоксії, що її супроводжує.
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1.
Влияние инфекционной патологии матери на развитие задержки внутриутробного развития плода и новорожденного / Мирошниченко М.С., Плитень О.М., Калужина О.В., Сакал А. А. // Санкт- Петербург, «Здоровье – основа человеческого потенциала проблемы и пути их решения» Труды VII Всероссийской научно-практической конференции с международным участием. – 2013. Т. 8, ч. 1. С. 256 – 258. 

2. Анализ летальних случаев внебольничных пневмоний, вызванных Klebsiella pneumoniae, среди взрослого населения / Сакал АА, Товажнянська ВД. // Збірник тез міжвузівської конференції молодих вчених та студентів «Медицина третього тисячоліття»; 2015 січ 20, Харків, Україна. Харків, ХНМУ; 2015, с. 253-254. (Здобувачем проведено гістологічне дослідження тканин, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
3.
Статистический анализ перинатальных потерь в г. Харькове за период 2015-2016гг. / Марковский В.Д., Сорокина И.В., Яковцова И.И., Сакал А.А., Зверева И.С., Товажнянская В.Д. // журнал Biomedical and biosocial anthropology. м.Вінниця. - 2017.– №28. - С.181-184.
4.
Статистический анализ анте-интранатальных потерь при хронической внутриутробной гипоксии и внутриутробном инфицировании плодов в г.Харькове за период 2012-2017гг. В.Д. Марковский, И.В. Сорокина, О.В. Наумова, А.А. Сакал // East European Science journal Польша. - 2018. – Т.7(35). – С. 43-48.
5. Патоморфологические особенности печени плода при хронической внутриутробной гипоксии и внутриутробном инфицировании      /Марковский В.Д., Сакал А.А. // East European Science journal Польша. – 2018. – Т.11,(39). – С.54-65.

РОЗДІЛ 4
РЕЗУЛЬТАТИ ВЛАСНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО МАТЕРІАЛУ.
МОРФОЛОГІЧНА ХАРАКТЕРИСТИКА ПЕЧІНКИ ПЛОДІВ ЩУРІВ З ХРОНІЧНОЮ ВНУТРІШНЬОУТРОБНОЮ ГІПОКСІЄЮ ТА ВНУТРІШНЬОУТРОБНИМ ІНФІКУВАННЯМ

4.1 Морфологічний стан печінки плодів щурів від матерів з фізіологічною вагітністю (група контролю)
При макроскопічному дослідженні у всіх спостереженнях контрольної групи плодів щурів печінка була покрита тонкою еластичною напівпрозорою капсулою, тканина органа еластичної консистенції, червонувато–коричнева, однорідна на розрізі, перерізані судини нерівномірно кровонаповнені.

Мікроскопічно печінка характеризувалася збереженою гістоархітектонікою з чіткою балково–радіарною будовою, помірним кровонаповненням центральних вен і нерівномірно вираженими просвітами синусоїдів. Гепатоцити печінкових балок полігональної форми зі слабко еозинофільною цитоплазмою і центрально розташованим круглястим помірно базофільним ядром, зустрічалися окремі двоядерні клітини. У синусоїдах візуалізувалися нечисленні макрофагі Купфера, переважно поблизу портальних трактів. У периваскулярному просторі центральних вен часточок подекуди виявлялися невеликі скупчення кровотворних клітин (рис.4.1). Розташовані в печінкових балках холангіоли спалі, з щіліноподібним просвітом. Жовчні протоки, розташовані на межі печінкових часточок та у сполучній тканині портальних трактів, були добре розвинені, на поперечних перерізах мали круглястої та овальної форми просвіт. Епітелій жовчних проток низький призматичний, клітини ізоморфні із круглястим або овальним ядром правильної форми.
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Рис. 4.1 Печінка плоду щура Ке. Нормальна гістоархітектоніка печінкової часточки, нечисленні макрофагі Купфера в синусоїдах (1), дрібні вогнища екстамедулярного кровотворення в периваскулярному просторі центральної вени (2). Забарвлення гематоксиліном і еозином, ×400.
При морфометричному дослідженні середня площа гепатоцита дорівнює 39,03±0,9 х10-12 м2, його об’єм – 187,4±4,41 ×10-18 м3. Середні значення площі й об’єму ядра гепатоцита – 19,1±0,45 ×10-12 м2 і 64,97±1,53 ×10-18 м3 відповідно, його цитоплазми – 19,93±0,46 ×10-12 м2 і 122,4±2,88 ×10-18 м3 відповідно. Середнє значення ядерно-цитоплазматичного індексу становить 0,53±0,01. Щільність розташування гепатоцитів у середньому дорівнює 20148,7±450,5 ×106 екз./м2.

Імуногістохімічно проліферативна активність гепатоцитів та епітеліоцитів жовчних проток характеризувалася помірною експресією ядерного білка Ki–67 (++, ++ відповідно), фібробластів портальних зон – слабко вираженою експресією (+) (рис. 4.2).
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Рис. 4.2 Печінка плоду Ке. Помірна експресія Ki–67 гепатоцитами. Непрямий імунопероксидазний метод з МКАт до Ki–67, ×600.
При імуногістохімічному дослідженні експресії МКАт до CD68 (рис. 4.3) щільність розташування клітин, що прореагували, становила 797,64±136,11 ×106 екз./м2.

Імуногістохімічне дослідження експресії МКАт до ІЛ-6 не визначило клітин-продуцентів ІЛ-6 у печінці плодів Ке.

При забарвленні за ван Гізоном у зонах портальних трактів периваскулярно й перидуктально візуалізувалися тонкі колагенові волокна, нечисленні фібробласти, лімфоцити й макрофаги, міжчасточкова сполучна тканина, строма часточок були слабко розвинені (рис. 4.4).
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Рис. 4.3 Печінка плоду Ке. Активовані макрофагі Купфера CD68 в стінці синусоїдів. Непрямий імунопероксидазний метод з МКАт до CD68, ×600.
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Рис. 4.4 Печінка плоду щура Ке. Тонкі колагенові волокна в складі строми портального тракту. Забарвлення пікрофуксином за ван Гізоном, ×400.
Імуногістохімічно при типуванні інтерстиційних колагенів у капсулі печінки виявлялося помірне світіння зрілого колагену І типу, у стромі печінкової часточки – помірна флюоресценція колагену ІІІ типу. Інтерстиційні колагени обох типів виявлялися в зоні портальних трактів у вигляді помірного периваскулярного й перидуктального світіння (рис. 4.5), у міжчасточковій інтерстиційній тканині у вигляді флюоресценції слабкої інтенсивності з превалюванням колагену ІІІ типу. (рис. 4.6).
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Рис. 4.5 Печінка плоду щура Ке. Колаген I типу в зоні портального тракту. Непрямий метод Кунса з МКАт до колагену I типу, ×1000.
Дані морфометричного дослідження оптичної щільності імунофлюоресценції інтерстиційних колагенів у досліджуваній групі подані в таблиці 4.1
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Рис. 4.6 Печінка плоду щура Ке. Колаген IІІ типу в стромі печінкової часточки. Непрямий метод Кунса з МКАт до колагену IІІ типу, ×1000.
Таблиця 4.1
Оптична щільність інтенсивності імунофлуоресценції інтерстиційних колагенів у печінці плодів щурів Ке, ум. од. св., (M±m)

	
	Колаген І типу
	Колаген ІІІ типу

	Ке
	0,24±0,005
	0,28±0,005


Таким чином, дані морфологічного дослідження печінки у плодів щурів Ке відповідають загальновизнаним уявленням про фізіологічну норму й можуть використовуватися для порівняння при вивченні морфологічних особливостей печінки у плодів щурів з ХВГ і внутрішньоутробним інфікуванням різної етіології.

4.2 Морфологічний стан печінки плодів щурів з хронічною внутрішньоутробною гіпоксією
При макроскопічному дослідженні печінки щурів плодів ГП капсула органа тонка, еластична, напівпрозора, консистенція печінки еластична, тканина на розрізі червонувато–коричнева, однорідна, судини розвинені правильно, помірно повнокровні.

Мікроскопічно в печінці плодів щурів ГП визначалася не різко виражена дезорганізація балково–радіарної будови з порушенням гістоархітектоніки печінкових часточок. Спостерігалося виражене повнокрів’я центральних вен часточок і розширених синусоїдів у центральних відділах часточок.
Перивенулярно візуалізувалися дрібновогнищеві некрози клітин, зустрічалися двоядерні, зрідка трьох’ядерні гепатоцити. Печінкові клітини на периферії часточок були збільшені, частина з них з ознаками жирової дистрофії з наявністю в цитоплазмі різнокаліберних оптично порожніх вакуоль зі зміщенням ядра до клітинної мембрани. Купферівські клітини нечисленні, розташовувалися в стінці синусоїдів, але навколо некротизованих груп гепатоцитів зустрічалися дрібні скупчення із 2–3 макрофагів Купфера. У периваскулярному просторі центральних вен і дифузно в часточках виявлялися вогнища екстрамедулярного кровотворення (рис. 4.7). 
У печінковіх балках холангіоли були з щілиноподібним просвітом. У портальних трактах жовчна протока на поперечних перерізах мала круглястої та овальної формі просвіт, у деяких портальних трактах він був неправильної сплощеної форми або у спалому стані. Жовчні протоки були вистелені призматичним епітелієм, деякі клітини були деформовані, з наявністю у цитоплазмі вакуолей, заповнених прозорою рідиною, деякі клітини мали неправільної форми гіперхромне ядро. У частині проток виявлялися дрібні вогнища десквамації клітин з накопиченням їх у просвіті.
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Рис. 4.7 Печінка плоду щура ГП. Дезорганізація балкової будови печінкової часточки, дрібновогнищеві некрози гепатоцитів (1), двоядерні гепатоцити (2), дифузно-вогнищеве екстрамедулярне кровотворення (3). Забарвлення гематоксиліном і еозином, ×400.
При морфометричному дослідженні показники середньої площі та об'єму гепатоцитів дорівнювали відповідно 49,22±1,16 ×10-12 м2 і 262,2±6,18 ×10-18 м3. Середні значення площі й об'єму ядра гепатоцита – 26,85±0,63 ×10-12 м2 та 106,2±2,5 ×10-18 м3 відповідно, його цитоплазми – 22,36±0,52 ×10-12 м2 і 155,9±3,67 ×10-18 м3 відповідно. Середнє значення ядерно–цитоплазматичного індексу становить 0,71±0,01. Щільність розташування гепатоцитів у середньому становить 15199,26±339,8 ×106 екз./м2.

При імуногістохімічному дослідженні інтенсивність експресії маркера проліферації Ki–67 мала помірний характер в ядрах гепатоцитів і фібробластах строми портальніх трактів (++, ++ відповідно), слабкий рівень в епітеліоцитах жовчних проток (+) (рис. 4.8). 
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Рис. 4.8 Печінка плоду ГП. Помірна експресія Ki–67 гепатоцитами і фібробластами, слабка експресія Ki–67 епітеліоцитами жовчної протоки. Непрямий імунопероксидазний метод з МКАт до Ki–67, ×200.
При дослідженні експресії МКАт до CD68 (рис. 4.9) щільність розташування клітин, що прореагували, становить 1328,94±103,61×106 екз./м2.
При імуногістохімічному дослідженні експресії МКАт до ІЛ-6 клітини-продуценти ІЛ-6 визначалися в кількості 0-1 екземпляр у полі зору ×1000, середня їх кількість дорівнює 0,19±0,007 клітин.

У стромі печінки, переважно в зонах портальних трактів, виявлялися слабко фуксинофільні колагенові волокна, які візуалізувалися навколо судин і жовчної протоки, зустрічалися фібробласти, лімфоцити й макрофаги, міжчасточкова сполучна тканина визначалася слабко.
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Рис. 4.9 Печінка плоду ГП. Активовані макрофагі Купфера CD68. Непрямий імунопероксидазний метод з МКАт до CD68, ×600.
При імуногістохімічному дослідженні розподілу інтерстиційних колагенів І і ІІІ типу в капсулі печінки визначалося помірне світіння колагену І типу. У зоні портальних трактів периваскулярно й перидуктально відзначалося посилення інтенсивності світіння обох типів інтерстиційних колагенів (рис. 4.10), у стромі печінкової часточки визначалося помірне світіння колагену ІІІ типу, який також виявлялся в складі базальної мембрани судин портальних трактів у вигляді переривчастого слабкого світіння. У міжчасточковій стромі порівняно з групою Ке відзначалося посилення інтенсивності світіння обох типів колагену (рис. 4.11).
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Рис. 4.10 Печінка плоду щура ГП. Посилення інтенсивності світіння колагену I типу в зоні портального тракту. Непрямий метод Кунса з МКАт до колагену I типу, ×1000.
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Рис. 4.11 Печінка плоду щура Ге. Помірна інтенсивность світіння колагену IІІ типу у стромі печінкової часточки. Непрямий метод Кунса з МКАт до колагену IІІ типу, ×1000.
Дані морфометричного дослідження оптичної щільності імунофлюоресценції інтерстиційних колагенів в досліджуваних групах подано в таблиці 4.2.

Таблиця 4.2

Оптична щільність інтенсивності імунофлуоресценції інтерстиційних колагенів у печінці плодів щурів ГП, ум. од. св., (M±m)

	
	Колаген І типу
	Колаген ІІІ типу

	ГП
	0,34±0,005
	0,37±0,005


Таким чином, у групі порівняння в печінці плодів щурів мікроскопічно спостерігалися морфологічні ознаки дисциркуляторних та альтеративних процесів у вигляді повнокров'я центральних вен часточок і прилеглих синусоїдів, порушення балкової будови печінкових часточок, розвитку дистрофічних і некробіотичних процесів у гепатоцитах з формуванням дрібновогнищевих некрозів, навколо яких при імуногістохімічному дослідженні відзначалося посилення експресії МКАт до CD68. Відзначалися також ознаки незрілості печінкової тканини у вигляді поширеного екстрамедулярного кровотворення. Морфометрично в печінці плодів досліджуваної групи відзначається зниження щільності гепатоцитів, що пояснюється як розширенням просвітів повнокровних синусоїдів, так і наявністю вогнищ деструкції печінкових клітин. Водночас середні значення площі й об’єму гепатоцитів зростали як за рахунок збільшення площі та об'єму його ядра, так і цитоплазми, збільшувалося значення ЯЦІ, що свідчить про розвиток компенсаторної гіпертрофії клітин, посилення їх функціональної й проліферативної активності у відповідь на альтеративні зміни в печінкових клітинах. Імуногістохімічно зазначалося посилення рівня експресії МКАт до Ki–67 в ядрах фібробластів портальних трактів, меншою мірою – в ядрах гепатоцитів, слабка експресія маркера проліферації в ядрах епітеліоцитів жовчних проток.
При імуногістохімічному дослідженні розподілу колагенів І і ІІІ типів у стромі портальних трактів печінки плодів щурів ГП зазначалося зростання вмісту інтерстиційного колагену ІІІ типу, поява його в складі судинної базальної мембрани, прискорення темпів продукції колагену I типу, що пов'язано зі стимуляцією колагеногенезу в умовах хронічної гіпоксії.

Виявлені патоморфологічні зміни свідчать, що під впливом ХВГ розвивається порушення процесу гепатогенезу, що в поєднанні з неадекватною компенсаторною відповіддю, у подальшому онтогенезі може стати причиною зриву адаптивних можливостей печінки.

4.3 Морфологічний стан печінки плодів від самиць щурів з підгострим інфекційно–запальним процесом

4.3.1 Морфологічний стан печінки плодів від самок щурів з підгострим інфекційно–запальним процесом, викликаним Staphylococcus aureus
При макроскопічному дослідженні печінка плодів щурів ЕГ1 покрита тонкою еластичною капсулою, тканина органа млява, на розрізі червонувато–коричнева, зерниста, перерізані судини повнокровні.

При мікроскопічному дослідженні печінки плодів щурів ЕГ1 гістоархітектоніка печінкових часточок була порушена, з ознаками дискомплексації печінкових балок. Просвіти центральних вен печінкових часточок і прилеглих відділів печінкових капілярів розширені, переповнені кров'ю, подекуди з формуванням вогнищевих екстравазатів. Гепатоцити були полігональної форми, відносно невеликих розмірів з центральним розташуванням помірно базофільного ядра й слабко ацидофільною цитоплазмою. У всіх відділах часточки зустрічалися групи деформованих печінкових клітин з наявністю в цитоплазмі оптично порожніх вакуоль, які подекуди зливалися, або вакуоль, заповнених цитоплазматичною рідиною. Ядра в дистрофічно змінених гепатоцитах були гіпохромні, зміщені до протоплазматичної мембрани (рис. 4.12). Переважно в центральних відділах часточки візуалізувалися дрібновогнищеві скупчення без'ядерних клітин з розмитими контурами й пінистою цитоплазмою, навколо яких формувалися дрібновогнищеві скупчення з 2–3 великих розмірів неправильної форми макрофагів Купфера. Поблизу портальних трактів окремі групи гепатоцитів були збільшені в розмірах з одним – двома гіпо– або гіперхромними ядрами. 
В печінкових балках холангіоли були з щілиноподібним просвітом, в портальних трактах жовчні протокі вистлані призматичним епітелієм з наявністю групп клітин з ознаками гідропічної дистрофії, зустричалися вогнища злущення епітелія; поодинокі холангіоцити або їх дрібні группи мали велике неправільної форми гіперхромне ядро. Екстрамедулярне кровотворення в тканині печінки мало поширений характер, незрілі кровотворні клітини зустрічалися навколо центральних вен і вогнищево–дифузно в паренхімі часточки.

При морфометричному дослідженні середні значення площі й об’єму гепатоцита дорівнюють 43,26±1,01×10-12 м2 і 216,3±5,09×10-18 м3 відповідно. Середні значення площі й об’єму ядра гепатоцита – 27,44±0,64×10-12 м2 і 109,5±2,5×10-18 м3 відповідно, його цитоплазми – 15,81±0,37×10-12 м2 і 106,80±2,51×10-18м3 відповідно. Середнє значення ядерно–цитоплазматичного індексу становить 1,11±0,02. Щільність розташування гепатоцитів у середньому по групі становить 18220,90±407,40×106 екз./ м2.
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Рис. 4.12 Печінка плоду щура ЕГ1. Дискомплексація печінкових балок часточки печінки, жирова дистрофія гепатоцитів (1), проліферація купферівських клітин в синусоїдах (2) навколо дрібновогнищевих некрозів гепатоцитів (3). Забарвлення пікрофуксином за ван Гізоном, ×400.
При обробленні препаратів МКАт до маркера проліферації Ki–67 інтенсивність експресії в ядрах гепатоцитів і фібробластів строми оцінювалася як помірна (++, ++ відповідно), епітеліоцитів жовчних проток як слабка (+) (рис. 4.13) 
При дослідженні експресії МКАт до CD68 (рис. 4.14) клітини, що прорегували були числені, подекуди формували дрібні скупчення, розташовувалися у всіх відділах часточки. Щільність розташування активованих макрофагів Купфера становить 2165,02±176,46×106 екз./м2.

Імуногістохімічне дослідження експресії МКАт до ІЛ-6 у печінці плодів щурів визначило наявність в полі зору 0-4 клітини-продуцента ІЛ-6, у середньому – 2,03±0,13 екземпляра у полі зору.
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Рис. 4.13 Печінка плоду щура ЕГ1. Помірна експресія Ki–67 ядрами фібробластів і слабка експресія Ki–67 ядрами епітелія жовчної протоки в зоні портального тракту. Непрямий імунопероксидазний метод з МКАт до Ki–67, ×600.
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Рис. 4.14 Печінка плоду щура ЕГ1. Активовані макрофагі Купфера CD68 в стінці синусоїдів. Непрямий імунопероксидазний метод з МКАт до CD68, ×600.
При забарвленні пікрофуксином за ван Гізоном в капсулі печінки візуалізувалися помірно фуксинофильні коллагенові волокна. В зонах портальних трактів печінки навколо судин і жовчної протоки визначалося накопичення помірно фуксинофільних колагенових волокон, які подекуди формували тонкі пучки зі зближенням просторів між ними, в яких розташовувалися фібробласти, лімфоцити і макрофаги, кількість вищеназваних клітин зростала порівняно з Ке (рис. 4.15). У складі слабко розвиненої строми часточок і міжчасточкової сполучної тканини виявлялися тонкі слабко фуксинофільні колагенові волокна.
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Рис. 4.15 Печінка плоду щура ЕГ1. Помірний перидуктальний і периваскулярний фіброз строми портального тракту. Забарвлення пікрофуксином за ван Гізоном, ×600.
При імуногістохімічному типуванні інтерстиційних колагенів у капсулі печінки визначалася помірна непрерівна імунофлюоресценція колагену І типу. У зонах портальних трактів навколо судин і жовчної протоки виявлялося помірна прерівчаста імунофлюоресценція колагену І типу та інтенсивне лінійне або прерівчасте світіння колагену ІІІ типу (рис. 4.16-17). У стромі часточок візуалізувалося неяскрава імунофлюоресценція колагену ІІІ типу, який також виявлявся в складі судинної базальної мембрани у вигляді переривчастого неяскравого світіння.
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Рис. 4.16 Печінка плоду щура ЕГ1. Помірне світіння колагену I типу в зоні портального тракту. Непрямий метод Кунса з МКАт до колагену I типу, ×1000.
Дані морфометричного дослідження оптичної щільності імунофлюоресценції інтерстиційних колагенів у досліджуваній групі представлені в таблиці 4.3.
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Рис. 4.17 Печінка плоду щура ЕГ1. Інтенсивна флюоресценція колагену IІІ типу в зоні портального тракту. Непрямий метод Кунса з МКАт до колагену IІІ типу, ×1000.
Таблиця 4.3

Оптична щільність інтенсивності імунофлуоресценції інтерстиційних колагенів у печінці плодів щурів ЕГ1, ум. од. св., (M±m)

	
	Колаген І типу
	Колаген ІІІ типу

	ЕГ1
	0,40±0,004
	0,43±0,003


4.3.2 Морфологічний стан печінки плодів від самиць щурів з підгострим інфекційно–запальним процесом, викликаним Esherichia coli
Макроскопічно глісонова капсула печінки щурів плодів ЕГ2 тонка, еластична, тканина органа млявої консистенції, на розрізі червонувато–коричнева, зерниста з повнокровними судинами.

При мікроскопічному дослідженні печінки плодів щурів ЕГ2 виявлялися порушення гістоархітектоніки печінкових часточок і дискомплексація печінкових балок. Центральні вени печінкових часточок були розширені, повнокрівні. Синусоїди мали нерівномірно виражені просвіти, у центролобулярних відділах переповнені кров'ю з наявністю вогнищевих крововиливів. 
Гепатоцити були полігональної форми, з центральним розташуванням помірно базофільного ядра й слабко ацидофільною цитоплазмою. У всіх зонах часточок виявлялися окремі гепатоцити неправильної форми або їх групи з ексцентрично розташованим, слабко базофільним ядром і наявністю в цитоплазмі дрібних жирових везікул або вакуоль заповнених цитоплазматичною рідиною. Поряд з гепатоцитами в стані жирової або гідропічної дистрофії візуалізувалися численні дрібновогнищеві скупчення клітин з набряклою пінистою цитоплазмою, з пікнотичним гіперхромним ядром або без ядра. Поблизу груп некротизованих гепатоцитів спостерігалася проліферація купферівських клітин великих розмірів неправильної форми. У всіх зонах часточок зустрічалися поодинокі великих розмірів гепатоцити, які містили 2–3 ядра. У периваскулярному просторі центральних вен і у всіх зонах часточок визначалися дрібні вогнища екстрамедулярного кровотворення (рис. 4.18). 
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Рис. 4.18 Печінка плоду щура ЕГ2. Повнокров'я судин (1), гідропічна дистрофія гепатоцитів (2), двоядерні гепатоцити (3), купферівські клітини в стінці синусоїдів. Забарвлення гематоксиліном і еозином, ×400.
Холангіоли в печінкових балках були спалі. Жовчні протоки мали на поперечних перерізах круглясту або неправільну форму просвіта, були вистлані призматичним епітелієм, деякі клітини якого містили у цитоплазмі вакуолі заповнені прозорою рідиною. Зустічалися вогнища десквамації та дрібновогнищевої проліферації біліарного епітелію з накопиченням злущених клітин у просвіті проток.

При морфометричному дослідженні основних показників середні значення площі й об’єму гепатоцита становлять 44,02±1,03 ×10-12 м2 і 222,2±5,23 ×10-18 м3 відповідно. Середні значення площі й об’єму ядра гепатоцита – 26,32±0,62 ×10-12 м2 і 102,6±2,40 ×10-18 м3 відповідно, площі й об’єму його цитоплазми – 17,69±0,41 ×10-12 м2 і 119,50±2,81 ×10-18 м3 відповідно. Середнє значення ядерно-цитоплазматичного індексу дорівнює 0,84±0,01. Щільність розташування гепатоцитів становить у середньому по групі 14182,03±317,10×106 екз./м2. 

Імуногістохімічно інтенсивність експресії МКАт до маркера проліферації Ki–67 в ядрах гепатоцитів і стромальних клітин оцінювалася як помірна (++, ++ відповідно), в ядрах епітеліоцитів жовчних проток як слабка (+) (рис. 4.19). 
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Рис. 4.19 Печінка плоду щура ЕГ2. Помірна експресія Ki–67 ядрами гепатоцитів. Непрямий імунопероксидазний метод з МКАт до Ki–67, ×600.

При імуногістохімічному дослідженні експресії МКАт до CD68  активовані макрофагі Купфери були численими, візуалізувалися в просвіті сінусоїдів всіх відділов часточки, переважно в перипортальній зоні, подекуди формували дрібні скупчення (рис.4.20). Щільність розташування клітин, що прореагували позитивно, становить 2763,59±160,70 ×106 екз./м2.
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Рис. 4.20 Печінка плоду щура ЕГ2. Активовані макрофагі Купфера CD68 в стінці синусоїдів. Непрямий імунопероксидазний метод з МКАт до CD68, ×600.
В зонах розширених портальних трактів периваскулярно й перидуктально відзначалося збільшення вмісту фуксінофільних колагенових волокон, а також зростання числа фібробластів, макрофагів, лімфоцитів. Строма часточок і міжчасточкова сполучна тканина були слабко розвинені, при забарвленні пікрофуксином за ван Гізоном в них візуалізувалися тонкі фуксинофільні колагенові волокна.
При імуногістохімічному типуванні інтерстиційних колагенів у капсулі печінки визначалася безперервна помірна імунофлюоресценція колагену І типу. В зонах портальних трактів периваскулярно й перидуктально візуалізувалися інтенсивне світіння колагену ІІІ типу і помірне світіння колагену І типу (рис. 4.21). У стромі часточок визначалося неяскраве світіння колагену ІІІ типу, який також виявлявся в складі судинної базальної мембрани у вигляді переривчастого неяскравого світіння (рис. 4.22).
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Рис. 4.21 Печінка плоду щура ЕГ2. Помірне світіння колагену I типу в зоні портального тракту. Непрямий метод Кунса з МКАт до колагену I типу, ×1000.
[image: image39.png]



Рис. 4.22 Печінка плоду щура ЕГ2. Колаген IІІ типу в стромі печінкової часточки. Непрямий метод Кунса з МКАт до колагену IІІ типу, ×1000.
Дані морфометричного дослідження оптичної щільності імунофлюоресценції інтерстиційних колагенів у досліджуваній групі подано в таблиці 4.4
Таблиця 4.4
Оптична щільність інтенсивності імунофлуоресценції інтерстиційних колагенів у печінці плодів щурів ЕГ2, ум. од. св., (M±m)

	
	Колаген І типу
	Колаген ІІІ типу

	ЕГ2
	0,36±0,006
	0,40±0,005


4.3.3 Морфологічний стан печінки плодів від самиць щурів з підгострим інфекційно–запальним процесом, викликаним Klebsiella pneumoniae
При макроскопічному дослідженні печінка щурів плодів ЕГ3 з тонкою еластичною капсулою, тканина органу в'яла, на розрізі червонувато–коричнева, зерниста, судини правильно орієнтовані, повнокровні.

Мікроскопічно в тканині печінки плодів ЕГ3 відзначалося значне порушення гістоархітектоніки з дискомплексацією печінкових балок. Візуалізувалося виражене повнокров'я центральних вен і синусоїдів центральних зон часточок, подекуди з вогнищевими крововиливами. У всіх відділах часточки виявлялися численні печінкові клітини з ознаками гідропічної, рідше жирової дистрофії. У всіх відділах часточки розташовувалися групи гепатоцитів з розмитими межами, набряклою пінистою цитоплазмою, пікнозом або лізисом ядра, навколо яких локалізувалися купферівські клітини, що розташовувались поодиноко або формували скупчення з 3–7 екземплярів. Зустрічалися окремі групи збільшених гепатоцитів із великими 2–3-ма гіпохромними або гіперхромними ядрами (рис. 4.23). Зберігалися ознаки поширеного екстрамедулярного кровотворення в тканині печінки. Холангіоли в печінкових балках були у спалому стані, просвіт жовчних проток на поперечних перерізах мав круглясту та овальну форму, подекуди – неправильну сплощену форму, поодинокі жовчні протоки були спалі. Числені клітини епітелія жовчних проток з ознаками гідропічної дистрофії, вогнищами десквамації та слабко вираженої проліферації.
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Рис. 4.23 Печінка плоду щура ЕГ3. Дискомплексація печінкових балок часточки печінки, гідропічна дистрофія гепатоцитів (1), гіпохромія ядер (2), проліферація купферівських клітин у синусоїдах (3). Забарвлення гематоксиліном і еозином, ×600.
Середні значення площі й об’єму гепатоцита становлять 41,18±0,97×10-12 м2 і 199,7±4,41 ×10-18 м3 відповідно. Середні значення площі й об’єму ядра гепатоцита – 26,40±0,62 ×10-12 м2 і 102,6±2,4 ×10-18 м3 відповідно, площі й об’єму його цитоплазми – 14,77±0,34 ×10-12 м2 і 97,07±2,282 ×10-18 м3 відповідно. Середнє значення ядерно–цитоплазматичного індексу дорівнює 1,10±0,02. Щільність розташування гепатоцитів у середньому по групі становить 10671,07±238,6×106 екз./ м2.
При імуногістохімічному дослідженні проліферативної активності клітин печінки інтенсивність експресії Ki–67 в ядрах гепатоцитів та епітеліоцитів жовчних проток мала слабкий характер (+, + відповідно), у ядрах фібробластів портальних трактів – помірний характер (++) (рис. 4.24). 
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Рис. 4.24 Печінка плоду щура ЕГ3. Інтенсивна експресія Ki–67 в ядрах фібробластів портального тракту. Непрямий імунопероксидазний метод з МКАт до Ki–67, ×600.
При дослідженні експресії МКАт до CD68 (рис. 4.25) щільність розташування макрофагів Купфера, які прореагували позитивно, становить 3351,18±175,32 ×106 екз./ м2.
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Рис. 4.25 Печінка плоду щура ЕГ3. Численні активовані макрофагі Купфера CD68 у стінці синусоїдів. Непрямий імунопероксидазний метод з МКАт до CD68, ×200.
Імуногістохімічне дослідження експресії МКАт до ІЛ-6 в печінці плодів щурів визначило наявність в полі зору 1-7 клітин-продуцентів ІЛ-6, у середньому - 4,81±0,24 екземпляра у полі зору (рис. 4.26).

В капсулі печінки при забарвленні за ван Гізоном визнвчалися помірно фуксінофільні колагенові волокна. У зонах портальних трактів печінки перидуктально й периваскулярно візуалізувалися слабко або помірно фуксинофільні колагенові волокна, які подекуди складалися в тонкі пучки, простіри між ними звужувалися, в них відмічалося збільшувався вмісту фібробластів, лімфоцитів і макрофагів. Міжчасточкова сполучна тканина й строма печінкових часточок були слабко розвинені.
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Рис. 4.26 Печінка плоду щура ЕГ3. Клітини-продуценти ІЛ-6. Непрямий метод Кунса з МКАт до ІЛ-6, ×1000.
При імуногістохімічному дослідженні у капсулі печінки візуалізувалося помірне бесперервне світіння колагену І типу, периваскулярно й перидуктально в зонах портальних трактів печінкової часточки визначалася помірна прерівчаста імунофлюоресценція колагену І типу та інтенсивна прерівчаста або лінейна флюоресценція колагену ІІІ типу з переважанням останнього (рис.4.27-28). Колаген ІІІ типу також виявлявся в стромі печінкової часточки у вигляді слабкого прерівчастого світіння і в складі базальної мембрани судин у вигляді неяскравої переривчастої імунофлюоресценції.
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Рис. 4.27 Печінка плоду щура ЕГ3. Колаген I типу в зоні портального тракту. Непрямий метод Кунса з МКАт до колагену I типу, ×1000.
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Рис. 4.28 Печінка плоду щура ЕГ3. Колаген IІІ типу в зоні портального тракту. Непрямий метод Кунса з МКАт до колагену IІІ типу, ×1000.
Дані морфометричного дослідження оптичної щільності імунофлюоресценції інтерстиційних колагенів у досліджуваній групі представлено в таблиці 4.5

Таблиця 4.5

Оптична щільність інтенсивності імунофлуоресценції інтерстиційних колагенів у печінці плодів щурів ЕГ3, ум. од. св., (M±m)

	
	Колаген І типу
	Колаген ІІІ типу

	ЕГ3
	0,42±0,006
	0,45±0,006


Таким чином, у підгрупах плодів від самиць щурів з підгострим інфекційно–запальним процесом, викликаним S.aureus, E.coli і K. Pneumoniae, у печінці мікроскопічна картина мала односпрямований характер і виражалася сукупністю ознак порушення кровообігу (повнокров'я центральних вен і міжбалкових капілярів з формуванням вогнищевих крововиливів), дистрофії гепатоцитів, як жирової, так і гідропічної, розвитком некробіозу й некрозу численних груп печінкових клітин, локалізованих у всіх відділах печінкових часточок із порушенням їх балкової будови. Виражені дисциркуляторні зміни, роз'єднання і некроз гепатоцитів у печінкових балках супроводжувалися зниженням щільності розташування печінкових клітин, що підтверджується морфометрично. У порівнянні з ГП у підгрупах з ВУІ відзначалося зниження показників площі та об'єму гепатоцитів, при цьому площа й об'єм ядер гепатоцитів практично не змінювалися, але відзначалося зростання показника ЯЦІ за рахунок зниження площі й об’єму цитоплазми, що відображає зниження синтетичної активності та виснаження компенсаторних можливостей гепатоцитів в умовах пролонгованого інфікування матері. У підгрупах з ВУІ у жовчних протоках альтеративні зміни в епітеліоцитах (гідропічна дистрофія, вогнищева десквамація) носили більш розповсюжений характер у порівнянні з ГП. При імуногістохімічному визначенні МКАт до Ki–67 порівняно з ГП у досліджуваних підгрупах збільшувалася кількість інтенсивно забарвлених клітин у зоні портальних трактів і знижувався вміст таких клітин серед серед епітеліоцитів жовчних проток і гепатоцитів, що разом з ознаками поширеного екстрамедулярного кровотворення свідчить про уповільнення темпів гепатогенезу. При імуногістохімічному дослідженні експресії МКАт до CD68 та експресії МКАт до ІЛ-6 у досліджуваних підгрупах достовірно збільшувався вміст купферівських клітин та клітин–продуцентів ІЛ–6 порівняно з ГП. При імуногістохімічному типуванні колагенів І і ІІІ типів у стромальному компоненті печінки плодів щурів досліджуваних підгруп порівняно з ГП мало місце достовірне збільшення оптичної щільності світіння обох типів колагену периваскулярно й перидуктально в зонах портальних трактів, що пов'язано з додатковою стимуляцією колагеноутворення в умовах пролонговано інфекційного процесу у матері.
Порівняно з підгрупами з інфікуванням E.coli і S.aureus в підгрупі K. Pneumoniae спостерігалося найбільше зниження показників площі й об’єму гепатоцитів і їх цитоплазми, посилення оптичної щільності світіння інтерстиційних колагенів I і ІІІ типів, достовірне збільшення щільності розташування CD68 та вмісту клітин–продуцентів ІЛ–6.

Виявлені патоморфологічні зміни свідчать, що у плодів від самиць щурів з пролонгованим інфекційним процесом у заставленні з плодами з ХВГ ступінь прояву дисциркуляторних змін, альтеративних процесів у паренхіматозному компоненті печінки зростає, що супроводжується зниженням функціональної активності гепатоцитів і посиленням склеротичних змін у стромальному компоненті органа, що підвищує ризик зриву компенсаторно–адаптаційних можливостей печінки в подальшому онтогенезі.
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РОЗДІЛ 5

ОБГОВОРЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ

Аналіз клінічних даних породіль показав, що більшість жінок у контрольній і досліджуваних групах були репродуктивного віку від 20 до 35 років, однак у групах з хронічною внутрішньоутробною гіпоксією та внутрішньоутробним інфікуванням плода жінки в цій віковій категорії перебували майже в рази частіше. Водночас у КГ більше третини жінок перебували в пізньому репродуктивному віці старше 35 років, у Г1 і Г2 таких вагітних було менше – в 2,4 раза і в 3,4 раза відповідно. Серед контингенту вагітних контрольної та досліджуваних груп найменш часто зустрічалися жінки віком до 20 років, причому в Г1 і Г2 порівняно з КГ їх кількість була меншою відповідно в 2,4 і 1,7 рази. У цілому середній вік вагітних у досліджуваних групах практично не відрізнявся між собою і коливався в межах 30 років (рис. 5.1).
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Рис. 5.1. Розподіл вагітних жінок за віком, %. Середній вік вагітних за групами, роки, М±m.
Дана вагітність у всіх групах частіше була першою, при цьому в Г1 і Г2 вона реєструвалася рідше в 1,4 і 1,2 раза відповідно. Друга вагітність мала місце дещо рідше й зустрічалася в КГ, Г1 і Г2 приблизно з однією частотою – 29,41%, 26,83% і 27,59% відповідно. Третя та наступні вагітності спостерігалися частіше в групі з ВУІ (34,48%) в КГ вони реєструвалися в 1,5 рази рідше (23,53%), а в Г1 – у 2 рази рідше (17,08%). Найчастіше в жінок усіх груп дані пологи були першими, причому в КГ їх питома вага становила 70,59%, в Г1 частота їх знижувалася в 1,3 раза (53,66%), а в Г2 в 1,5 рази (48,28%). Наступними за частотою були другі пологи, які в КГ і Г1 реєструвалися в 28,41% і 29,27% спостережень і дещо частіше в Г2 – у 37,93% випадків. Треті і наступні пологи в КГ не зустрічалися, а в Г1 мали місце в 9,76%, в Г2 в 1,4 раза частіше (13,79%) (рис.5.2).
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Рис. 5.2. Розподіл вагітних жінок КГ, Г1 і Г2 за кількістю вагітностей та пологів, М±m.
Наявність у вагітної екстрагенітальної патології може обумовлювати розвиток ускладнень вагітності та пологів, у деяких випадках бути причиною смерті плоду або новонародженого в перинатальному періоді або сприяти розвитку патології дітей у постнатальному періоді розвитку [116]. У нашому дослідженні серед факторів, які сприяли розвитку хронічної внутрішньоутробної гіпоксії плоду, найбільш частими видами соматичної патології матері були ендокринопатії, які зустрічалися у 9 вагітних (21,95%), хвороби системи кровообігу та анемії (по 7 спостережень – 17,07% відповідно).

При внутрішньоутробному інфікуванні плоду серед екстрагенітальних захворювань матері найбільш часто реєструвалися гострі та хронічні інфекційні захворювання (12 випадків – 41,38%). До факторів ризику розвитку ВУІ належить наявність у вагітної хронічного запального процесу різної локалізації, який, за даними Ю.П. Ткаченко зі співавт. (2012), спостерігається у 74,3% вагітних [66]. У нашому дослідженні ця патологія реєструвалася рідше – у 6-ти спостереженнях (20,69%). Анемії мали місце у 7-ми вагітних (24,14%), патологія серцево–судинної системи – у 6-ти жінок (20,69%).

Гінекологічні захворювання в Г1 спостерігалися у 3–х жінок (7,32%), у 8–ми жінок (19,51%) в акушерському анамнезі відзначалося невиношування вагітності, у 4–х (6,90%) – штучне її переривання.

У матерів плодів з ВУІ серед гінекологічної патології найчастіше зустрічались запальні захворювання статевих органів (14 випадків (48,28%). При аналізі клініко–лабораторних даних було визначено, що в 4-х жінок зареєстрований бактеріальний вагіноз (13,80%), у 3-х – кандидоз (10,34%), у 2-х – уреаплазмоз (6,90%), у 2-х – генітальний герпес (6,90%), в 1 – стафілокок (3,45%) і в одному спостереженні мала місце асоціація стрептокока і хламідій (3,45%). За даними деяких авторів, при первинній інфекції під час вагітності ризик передачі плоду хламідій становить 50–70%, стрептококів групи В – 50% [117], вірусів цитомегалії та герпесу – 30–50% [118,119]. За даними Щербини М.О. зі співавт. (2016) змішана інфекція досить часто характеризується рецидивами після лікування, мимовільними викиднями, патологічним перебігом вагітності, пологів, післяпологового періоду, інфікуванням плоду та новонародженого [146]. У нашому дослідженні в акушерському анамнезі вказівки на невиношування вагітності були у 4–х жінок (13,8%) цієї групи. У 2–х вагітних (6,90%) був рубець на матці.

Як у контрольній, так і в досліджуваних групах реєструвалася патологія вагітності й пологів. Основним видом патології у всіх групах була патологія посліду, серед якої переважали передчасне відшарування плаценти й патологія пуповини, які у КГ становили по 6 спостережень (35,29% відповідно). У Г1 передчасне відшарування плаценти зустрічалося в 3 рази рідше (12,20%) порівняно з КГ, а в Г2 незначно підвищувалася порівняно з Г1 (13,79%). Патологія пуповини в Г1 спостерігалася дещо частіше (41,46%) порівняно з КГ, а в Г2 знижувалася порівняно з Г1 у 1,5 раза (27,59%).

Серед інших ускладнень вагітності та пологів у досліджуваних групах зустрічалися прееклампсія, загроза переривання вагітності, плацентарна дисфункція, порушення вмісту амніотичної рідини, що узгоджується з даними інших дослідників [120, 121]. Прееклампсія є одним з факторів реалізації внутрішньоутробного інфікування [122, 123, 124], яка, за даними Ю.П. Ткаченко зі співавт. (2012), спостерігається у 80,2% вагітних з ВУІ плода [66]. У наших спостереженнях прееклампсія діагностувалася в кожної четвертої вагітної в Г1 (24,39%) і в кожної сьомої жінки в Г2 (13,79%). Загроза переривання цієї вагітності спостерігалася в кожної сьомої жінки Г1 (14,63%) і в кожної десятої Г2 (10,34%). Порушення вмісту амніотичної рідини у вигляді олігогідрамніону й полігідрамніону в Г1 виявлялися у 2 і 5 вагітних (3,55% і 12,20% відповідно), у Г2 – у 2 і 3 жінок (6,90% і 10,34% відповідно), що узгоджується з даними Stavros Natsis et al (2015) [125]. Протягом вагітності плацентарна дисфункція була діагностована у 6-ти вагітних (14,63%) Г1 і 2 жінок (6,90%) Г2, що перевищувало показники цієї патології, отримані Гнатко О. П., Скурятіною Н.Г. (2015) [11]. Це пов'язано, очевидно, з тим, що автори у своєму дослідженні наводять дані про частоту плацентарної дисфункції в жінок, вагітність яких закінчилася живородінням. При патологоанатомічному дослідженні посліду морфологічні аномалії плаценти (гіпер– або гіпоплазія, інфаркти, тромбоз судин і т.ін.) виявлялися в Г1 2,3 раза частіше (14 спостережень – 34,15%), а в Г2 – в 2,5 раза частіше (5 випадків – 17,24%).

У переважній більшості спостережень Г2 (96,55%) після закінчення вагітності в структурних компонентах посліду патоморфологічно виявлялися зміни запального характеру. Формальною межею плацентарно–плідного антимікробного бар'єру слугує шар хоріального епітелію, що входить до складу плодових оболонок й утворює зовнішній покрив ворсин хоріону [126]. У зв'язку з цим виявлення запальної патології в межах тканин, відокремлених хоріальним епітелієм, може свідчити про залучення в інфекційний процес не тільки матері й посліду, але й самого плоду [127]. За даними Viscardi RM et al., у новонароджених, які народилися до 32-х тижнів вагітності, у 64% випадків гістологічно виявлявся хоріоамніоніт, який клінічно проявлявся тільки в 40% з них [128].

У всіх групах середня тривалість вагітності становила 39 тижнів. Найчастіше мали місце пологи через природні пологові шляхи: у КГ у 12 вагітних (70,59%), у Г1 – у 31 (75,61%) і дещо рідше в Г2 – у 17 спостереженнях (58,62%). Розродження за допомогою кесаревого розтину зазначалося у 5-ти вагітних КГ (29,41%), дещо рідше у Г1 – у 9 жінок (21,95%), в Г2 – у 12 вагітних (41,38%), що майже в 2 рази частіше в порівнянні з Г1 і в 2,6 більше, ніж у середньому по Україні [129]. В одному спостереженні Г1 проводилася вакуум–екстракція плоду (2,44%).

У всіх групах у переважній більшості спостережень основним захворюванням антенатально або інтранатально загиблого плоду була внутрішньоутробна гіпоксія, уперше відзначена до початку пологів (Р20.0) або внутрішньоутробна гіпоксія, уперше відмічена під час пологів і розродження (Р20.1) Лише в одному спостереженні Г2 (3,45%) основним захворюванням інтранатально загиблого плоду була вроджена вірусна пневмонія (Р23.0). У більшості спостережень Г1 і Г2 реєструвалася антенатальна загибель плоду: у Г1 – у 39 випадках (95,12%), у Г2 – у 22 спостереженнях (75,26%). У КГ плоди дещо частіше гинули інтранатально (9 спостережень – 52,94%).

При вивченні гендерного розподілу мертвонароджених у всіх групах переважали плоди чоловічої статі: у КГ – 9 плодів (52,94%), у Г1 – у 23 (56,10%) і в Г2 – 17 (58,62%), що узгоджується з даними Незгоди І.І., Franckeviča I. [130,131]. Маса плодів у контрольній та досліджуваних групах у більшості спостережень відповідала терміну гестації. Середні значення маси плоду в контрольній і досліджуваних групах представлені в таблиці. У той же час у групі з ХВГ плоду в 5-ти спостереженнях (12,20%) і в 1-му випадку контрольної групи мали місце крупновагові плоди з масою тіла більше 4,000 кг. У групі з ВУІ крупновагові плоди не зустрічалися. У всіх групах у частині спостережень у плодів реєструвався синдром затримки внутрішньоутробного розвитку (ЗВУР), це були маловагові плоди з масою тіла менше 2,500 кг.

Відомо, що ЗВУР різного генезу не тільки є тяжкою перинатальною патологією, але й може бути причиною перинатальної смертності, особливо при недоношеній вагітності [132,133]. Імовірність перинатальної смерті серед дітей з низькою масою тіла при народженні приблизно в 9,6 раза вища, ніж у дітей з нормальною масою тіла [134]. У розвитку ЗВУР на даний час значення надається сукупності різних причин генітального й екстрагенітального генезу, що супроводжуються насамперед плацентарною недостатністю [135,136]. У нашому дослідженні ЗВУР мала місце в КГ в 4 випадках (23,53%), у Г1 і Г2 становить по 6 спостережень (14,63% і 20,69% відповідно), що узгоджується з даними деяких авторів, які зазначають, що частота цього синдрому становить від 12% до 36% [135,137].

При макроскопічному дослідженні печінки плодів КГ і досліджуваних груп значних відмінностей виявлено не було. Печінка плодів була покрита тонкою еластичною напівпрозорою капсулою, тканина органа еластичної консистенції, на розрізі тканина органа червонувато–коричнева, перерізані судини помірно кровонаповнені. Показники значень маси плодів і їх печінки в КГ і досліджуваних групах представлені в таблиці 5.1.

Таблиця 5.1
Показники маси плодів і їх печінки в контрольній і досліджуваних групах, M ± m

	Показник
	Групи порівняння

	
	КГ
	Г1
	Г2

	Маса плоду, кг
	3,196±00,651
	3,187±0,740
	3,050±0,689

	Маса печінки, кг
	0,156±0,030
	0,146±0,035
	0,139±0,036

	Коефіцієнт «маса печінки/маса плоду»
	0,049±0,003
	0,046±0,005
	0,045±0,007


Згідно з даними таблиці середні значення маси плоду в контрольній і досліджуваних групах достовірно не змінювалися. Stavros Natsis et al (2015) при УЗД обстеженні плодів з фетальними TORCH інфекціями виявляли гепатоспленомегалію, проте свідчили про її тимчасовий характер [125]. У нашому дослідженні середні значення маси печінки й коефіцієнта «маса печінки/маса плоду» в Г1 порівняно з аналогічними показниками в КГ мали тенденцію до зниження, проте достовірно не відрізнялися від них. У зіставленні з аналогічними показниками в КГ і Г1 в Г2 ці показники дещо зменшувалися, проте достовірної різниці між ними не було. Отримані дані свідчать про те, що в умовах хронічної гіпоксії, внутрішньоутробного інфікування й обумовлених ними метаболічних порушень є тенденція до зриву компенсаторних механізмів, що в подальшому онтогенезі може призводити до розвитку патології печінки.

При мікроскопічному дослідженні КГ у печінкових часточках спостерігалася чітка балково–радіарна будова, помірне кровонаповнення центральних вен часточок і нерівномірно виражені просвіти синусоїдів між печінковими балками, що складаються з гепатоцитів звичайної будови. Порівняно з КГ в Г1 відзначалися часткова деформація й дискомплексація печінкових балок, розширення просвітів і надмірне повнокров'я центральних вен часточок та прилеглих відділів синусоїдів, дрібні вогнища некробіозу й некрозу печінкових клітин в центральних відділах часточки, гіпертрофія і жирова дистрофія гепатоцитів переважно в периферійних відділах, гідропічна дистрофія та вогнищева десквамація біліарного епітелію, що обумовлено дією хронічної гіпоксії на плід. У Г2 зберігалися ознаки венозного повнокров'я печінки, водночас порівняно з Г1 деформація й роз'єднання гепатоцитів у печінкових балках мали більш поширений характер, зустрічалися ознаки не тільки жирової, а й гідропічної дистрофії гепатоцитів, осередки некробіозу й некрозу печінкових клітин зустрічалися у всіх відділах печінкової часточки, рідше відзначалися ознаки гіпертрофії гепатоцитів, що вірогідно пов'язано зі спільним впливом на плоди цієї групи хронічної гіпоксії і материнської інфекції. Дані значень морфометричних показників печінки подано в таблиці 5.2.

Згідно з даними таблиці 5.2 в Г1 показники середньої площі й об’єму гепатоцита, середні значення площі й об’єму ядра та цитоплазми, середнє значення ЯЦІ достовірно нижче аналогічних у КГ, що ймовірно свідчить про порушення структурного й функціонального гомеостазу на клітинному рівні, це супроводжується достовірним зниженням щільності функціонуючих гепатоцитів. Отримані дані узгоджуються з результатами дослідження Сорокиної І.В., Проценко О.С. (2007) [101].

Таблиця 5.2
Морфометричні показники гепатоцитів у плодів досліджуваних груп, (M±m)

	Показник
	 Досліджувані групи 
	Рівень статистичної

 значущості різниці

	
	КГ
	Г1
	Г2
	Порівнювані групи

	
	
	
	
	Г1 та КГ
	Г2 та Г1
	Г2 та КГ

	Площа клітини, 
1×10-12 м2
	199,28
±4,69
	137,21
±3,23
	123,27
±2,9
	P>0,05
	P<0,05
	P<0,05

	Площа ядра, 
1×10-12 м2
	70,04
±1,65
	49,67
±1,17
	41,46
±0,97
	P<0,05
	P<0,05
	P<0,05

	Площа цитоплазми, 1×10-12м2
	129,24
±3,04
	87,54
±2,06
	81,80
±1,92
	P>0,05
	P<0,05
	P<0,05

	Об'єм клітини, 1×10-18 м3
	2353,9
±55,48
	1252,0
±29,51
	1039,6
±24,50
	P>0,05
	P<0,05
	P<0,05

	Об'єм ядра, 
1×10-18 м3
	455,47
±10,73
	268,27
±6,32
	204,83
±1,53
	P<0,05
	P<0,05
	P<0,05

	Об'єм цитоплазми, 1×10-18 м3
	1898,5
±44,74
	983,7
±23,18
	834,7
±19,67
	P>0,05
	P<0,05
	P<0,05

	ЯЦІ
	0,41
±0,001
	0,33
±0,01
	0,26
±0,01
	P<0,05
	P<0,05
	P<0,05

	Щільність клітин, 1×106 екз./м2
	3373,3
±75,43
	2981,5
±66,66
	2149,9
±48,07
	P<0,01
	P<0,05
	P>0,05


Рівні значущості різниці: P<0,05, – різниця достовірна; P>0,05 – різниця не достовірна.

У Г2 значення середньої площі й об’єму гепатоцита, площі та об'єму ядра й цитоплазми гепатоцитів, середнє значення ЯЦІ достовірно нижчі не тільки порівняно з КГ, але й Г1 (P<0,05). Зниження ЯЦІ, на думку Сікоріна Я.Я. (2012), є ознакою зниження й згасання детоксикаційної функції гепатоцитів [88]. Щільність функціонуючих гепатоцитів також достовірно зменшувалася порівняно з КГ і Г1 (P<0,05), що можливо відображає більш тяжкий ступінь морфофункціональних порушень гепатоцитів з розвитком більш поширених альтеративних змін. Отримані результати морфометрического дослідження підтверджують думку Грищенка В.І. зі співавт. (2008) про те, що у фетальному періоді в органах плоду під дією ВУІ, як правило, розвиваються аномалії, що мають характер диспластичних, гіпопластичних або дисинхронічних змін [138].

При проведенні кореляційного аналізу морфометричних показників гепатоцитів плодів досліджуваних груп з’ясовано, що у КГ площа клітини пов'язана з площею ядра слабким позитивним зв'язком (P<0,05), у решті досліджуваних груп площа клітини пов'язана з площею ядра позитивним зв'язком середньої сили (P<0,05), з площею цитоплазми – сильним позитивним зв'язком (P<0,05) у всіх групах (рис. 5.3). ЯЦІ пов'язаний з площею клітини негативним зв'язком середньої сили (P<0,05), з площею цитоплазми – сильним негативним зв'язком (P<0,05). У КГ площа ядра пов'язана з площею цитоплазми слабким позитивним зв'язком (P>0,05), у Г1 він набуває позитивної середньої сили (P<0,05), а в Г2 змінюється на слабкий негативний (P<0,05). У КГ ЯЦІ пов'язаний з площею ядра позитивним зв'язком середньої сили (P<0,05), у Г1 – слабким позитивним зв'язком (P<0,05), у Г2 – сильним позитивним зв'язком (P<0,05). Таким чином, при ХВГ і ВУІ змінюється сила і спрямованість зв'язку між площею ядра та цитоплазми, ЯЦІ і площею ядра.
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Рис. 5.3. Коефіцієнти кореляції морфометричних показників гепатоцитів печінки плодів.
Загальновизнаним критерієм оцінки зрілості плоду в цілому і печінки, зокрема, є ступінь поширеності екстрамедулярного кровотворення [139]. У КГ виявлялися невеликі скупчення кровотворних клітин у периваскулярному просторі центральних вен часточок. У Г1 і Г2 осередки екстрамедулярного кровотворення були численними та локалізувалися в усіх зонах ацинусу, що узгоджується з даними Oliveira L.F. et al. (2012) і свідчить про збереження активного гемопоезу при ХВГ і ВУІ, що, за даними Yuanbiao G.С et al (2009), супроводжується уповільненням дозрівання печінкової тканини з частковим пригніченням функцій печінки [154, 140].

При імуногістохімічній реакції з МКАт до Ki–67 в КГ експресія ядерного білка Ki–67 мала в гепатоцитах та клітинах жовчних проток помірний характер (++, ++ відповідно), у фібробластах портальних трактів – слабко виражений (+). У Г1 і Г2 інтенсивність експресії Ki–67 в гепатоцитах та біліарних епітеліоцитах знижувалася порівняно з КГ і розцінювалася як слабка (+, + відповідно), у фібробластах зростала й визначалася як помірна (++), що відображає пригнічення проліферативної активності гепатоцитів і епітеліоцитів жовчних проток, а також посилення процесів проліферації в фібробластах портальних зон печінки у плодів з ХВГ і ВУІ.
Порівняно з КГ у Г1 і Г2 спостерігалося розширення портальних трактів за рахунок збільшення вмісту периваскулярно й перидуктально розташованих колагенових волокон з посиленням їх фуксинофілії, а в Г2 подекуди визначалися колагенові волокна в складі міжчасточкової сполучної тканини.

При імуногістохімічному дослідженні розподілу інтерстиційних колагенів І і ІІІ типів у всіх досліджуваних групах у капсулі печінки візуалізувався колаген І типу, у стромі печінкової часточки колаген ІІІ типу. Інтерстиційні колагени обох типів виявлялися периваскулярно й перидуктально в зоні портальних трактів, при цьому в усіх групах переважав колаген ІІІ типу. Крім того, у Г1 і Г2 в складі базальних мембран судин виявлявся колаген ІІІ типу. Дані морфометричного дослідження оптичної щільності імунофлюоресценції інтерстиційних колагенів у досліджуваних групах представлено в таблиці 5.3.
Як видно з даних таблиці 5.3, оптична щільність світіння як колагену I типу, так і колагену ІІІ типу статистично значуще збільшена в групах Г1 і Г2 порівняно КГ (P<0,05), при цьому в групі з ВУІ значно більше, ніж у групі з ХВГ (P<0,05). Відомо, що в умовах хронічної гіпоксії й материнської інфекції регенераторні здатності плоду мають недосконалий характер, що проявляється надлишковим розвитком сполучної тканини в органах плоду [99,141,164]. У нашому дослідженні в портальних трактах печінки плоду також спостерігалося посилення колагеноутворення за рахунок обох видів інтерстиційних колагенів, що є передумовою для розвитку в подальшому онтогенезі склеротичних змін органа.

Таблиця 5.3
Показники оптичної щільності імунофлюоресценції інтерстиційних колагенів у печінці плодів досліджуваних груп, ум.од.св., (M±m)

	
	Досліджувані групи
	Рівень значущості різниці

	
	КГ
	Г1
	Г2
	Порівнювані групи 

	
	
	
	
	Г1 та КГ 
	Г1 та Г2 
	Г2 та КГ

	Колаген I типу
	0,48±0,01
	0,54±0,01
	0,58±0,01
	P<0,05
	P<0,05
	P<0,05

	Колаген III типу
	0,54±0,01
	0,59±0,01
	0,62±0,01
	P<0,05
	P<0,05
	P<0,05


Рівні значущості різниці: P <0,05 – різниця достовірна; 

P> 0,05 – різниця не достовірна

При імуногістохімічному дослідженні експресії МКАт до CD68 при ХВГ і ВУІ плоду в печінці визначалися зміни щільності клітин, що прореагували (табл. 5.4). Як відомо, макрофагі Купфера є резидентними макрофагами печінки, вони беруть участь у здійсненні внутрішньоорганної імунної відповіді за допомогою елімінації шкідливих мікроорганізмів або чужорідних об'єктів, видаленні зруйнованих клітин і клітинних уламків, підготовці тканини до регенерації, а також в гострій і хронічній відповідях печінки при надходженні до неї токсичних сполук [142,143,155].

Згідно з даними таблиці 5.4, у Г1 достовірно збільшувався вміст активованих макрофагів Купфера порівняно з контрольною групою, що пояснюється активацією макрофагів у відповідь на некротичні зміни в печінці, що розвиваються при хронічній гіпоксії. У Г2 спостерігалося статистично значуще зростання щільності розташування клітин, які прореагували, у зіставленні не тільки з КГ, а й показником в Г1, що, очевидно, пов'язано з додатковим впливом на організм плоду токсичних чинників в умовах материнської інфекції.

Таблиця 5.4

Показники щільності розташування активованих макрофагіва Купфера у печінці плодів досліджуваних груп, 1×106 екз./м2, (M±m)

	
	Досліджувані групи
	Рівень значущості різниці

	
	КГ
	Г1
	Г2
	Порівнювані групи

	
	
	
	
	Г1 і КГ 
	Г1 і Г2
	Г2 і КГ 

	Щільність клітин 
	111,20±

24,13
	247,12±

32,49
	475,01±

77,47
	P<0,05
	P<0,05
	P<0,05


Рівні значущості різниці: P <0,05 – різниця достовірна;

P> 0,05 – різниця не достовірна

Імуногістохімічне дослідження експресії МКАт до ІЛ-6 не визначило клітин-продуцентів ІЛ-6 у печінці плодів КГ (табл. 5.5). У ГП у полі зору ці клітини не зустрічалися або виявлялися поодинокі клітини. У Г2 кількість клітин, що продукували ІЛ-6, значуще зростала порівняно з Г1 (р<0,05). ІЛ- 6 є багатофункціональним цитокіном, який секретується як лімфоїдними, так і нелімфоїдними клітинами. Він відіграє ключову роль в імунній реакції, кровотворенні і є важливим цитокіном у проліферації та диференціації клітин. ІЛ-6 належить до прозапальних цитокінів, є регулятором природного імунітету і бере участь в неспецифічному захисті організму від бактеріальних і вірусних інфекцій [144].

Таблиця 5.5

Середня кількість клітин-продуцентів ІЛ-6 у полі зору ×1000 у печінці плодів досліджуваних груп, екз (M±m)

	
	Досліджувані групи
	Рівень значущості різниці

	
	КГ
	Г1
	Г2
	Порівнювані групи

	
	
	
	
	Г1 і КГ 
	Г1 і Г2 
	Г2 і КГ

	Кількість клітин 
	–
	0,21±0,07
	1,96±0,21
	P<0,05
	P<0,05
	P<0,05


Рівні значущості різниці: P <0,05 – різниця достовірна;

P> 0,05 – різниця не достовірна

Таким чином, у результаті комплексного морфологічного дослідження виявлено, що в печінці плодів з хронічною внутрішньоутробною гіпоксією та ознаками внутрішньоутробного інфікування патоморфологічні зміни мають односпрямований характер у вигляді дисциркуляторних порушень, дистрофічно–некротичних процесів у гепатоцитах та біліарних епітеліоцитах з репаративною колагенізацією строми, порушенням темпів проліферації і диференціювання гепатоцитів. У плодів з ВУІ виявлені морфофункціональні зміни в структурних компонентах печінки мають більш виражений характер і супроводжуються актівацією макрофагів Купфера і появою клітин–продуцентів ІЛ-6, що можна розцінювати як специфічні ознаки антигенного впливу материнської інфекції. Виявлені патоморфологічні зміни свідчать про порушення морфогенезу печінки з раннім розвитком компенсаторних реакцій, що в подальшому онтогенезі може обумовити зниження адаптаційних можливостей і формування патології печінки. 

У низці наукових досліджень відзначається, що материнська інфекція часто супроводжується фетоплацентарною недостатністю і хронічною внутрішньоутробною гіпоксією плоду [145,146,147]. У зв'язку з цим для виявлення специфічного впливу ВУІ на морфогенез печінки проведено експериментальне дослідження на щурах.

При макроскопічному дослідженні плодів щурів особливостей печінки в групі з фізіологічним перебігом вагітності, групи з ХВГ і груп з ВУІ не виявлено.

При мікроскопічному дослідженні в печінці плодів ГП порівняно з Ке відмічалася нерізка дезорганізіція балочно–радіарної будови з порушенням гістоархітектоніки часточок органа, яка мала більш виражений характер у печінці плодів експериментальних груп. У групі порівняння й експериментальних групах відзначалися ознаки венозного застою у вигляді повнокров'я центральних вен часточок і центральних відділів синусоїдів, в ЕГ1–ЕГ3 спостерігались осередкові крововиливи. На відміну від Ке в ГП візуалізувалися дрібні вогнища дистрофії і десквамації біліарного епітелію, дрібні вогнища некробіозу й некрозу печінкових клітин, жирова дистрофія гепатоцитів переважно в перипортальних зонах часточки, численні двоядерні гепатоцити в центральних відділах часточки. Наявність у часточках печінки значного числа двоядерних і двоядерцевих гепатоцитів, гепатоцитів з великими гіперхромними, поліплоїдними ядрами, а також значний поліморфізм ядер гепатоцитів відображає пристосувальний процес, що компенсує втрату гепатоцитів [148,160,161]. В експериментальних групах альтеративні зміни мали більш поширений характер, поряд з жировою дистрофією відзначалися ознаки гідропічної дистрофії гепатоцитів. 
Морфометричні показники печінки плодів досліджуваних груп представлені в таблиці 5.6. 

Таблиця 5.6

Морфометричні показники гепатоцитів у плодів щурів досліджуваних груп, (M±m)

	Параметри
	Досліджувані групи
	Рівень значущості різниці

	
	Ке
	ГП
	ЕГ1
	ЕГ2
	ЕГ3
	Порівнювані групи

	
	
	
	
	
	
	Ке і ГП 
	ГП і ЕГ1 
	ГП і ЕГ2
	ГП і ЕГ3

	Щільність клітин, 1×106 екз./м2
	20148,7
±450,5
	15199,26
±339,8
	18220,9
±407,4
	14182,03
±317,1
	10671,07
±238,6
	P<
0,05
	P<
0,05
	P<
0,05
	P<
0,05

	Площа клітини, 
1×10-12 м2
	39,03
±0,9
	49,22
±1,16
	43,26
±1,011
	44,02
±1,031
	41,18
±0,971
	P<
0,05
	–
	–
	–р

	Площа ядра, 
1×10-12 м2
	19,1
±0,45
	26,85
±0,63
	27,44
±0,641
	26,32
±0,621
	26,40
±0,62
	P<
0,05
	P>
0,05
	P>
0,05
	P>
0,05

	Площа цитоплазми, 1×10-12 м2
	19,93
±0,46
	22,36
±0,52
	15,81
±0,371
	17,69
±0,411
	14,77
±0,34
	P<
0,05
	P<
0,05
	P<
0,05
	P<
0,05

	Об'єм клітини, 
1×10-18 м3
	187,4
±4,41
	262,2
±6,18
	216,3
±5,091
	222,2
±5,231
	199,7
±4,41
	P<
0,05
	P<
0,05
	P<
0,05
	P<
0,05

	Об'єм ядра, 
1×10-18 м3
	64,97
±1,53
	106,2
±2,5
	109,5
±2,51
	102,6
±2,41
	102,6
±2,4
	P<
0,05
	P>
0,05
	P>
0,05
	P>
0,05

	Об'єм цитоплазми, 1×10-18 м3
	122,4
±2,88
	155,9
±3,67
	106,8
±2,51
	119,5
±2,81
	97,07
±2,282
	P<
0,05
	P<
0,05
	P<
0,05
	P<
0,05

	ЯЦІ
	0,53
±0,01
	0,71
±0,01
	1,11
±0,021
	0,84
±0,011
	1,10
±0,02
	P<
0,05
	P<
0,05
	P<
0,05
	P<
0,05


Рівні значущості різниці: P<0,05 – різниця достовірна; P> 0,05 – різниця не достовірна; – зона не визначеності.

При аналізі даних таблиці в ГП порівняно з Ке відзначається достовірне зниження щільності гепатоцитів, достовірне збільшення площі та об'єму гепатоцитів, як за рахунок достовірного збільшення площі й об’єму його ядра, так і цитоплазми з достовірним збільшенням ЯЦІ. Отримані дані свідчать про розвиток компенсаторної гіпертрофії й посилення функціональної активності гепатоцитів в умовах експериментальної хронічної гіпоксії.

В експериментальних групах у зіставленні з ГП достовірно зменшується щільність гепатоцитів, достовірно знижуються значення площі й об’єму гепатоцитів, їх цитоплазми. Середні значення площі й об’єму ядер гепатоцитів достовірно не відрізняються від показників ГП, водночас достовірно зростає ЯЦІ. Разом з тим основні морфометричні показники гепатоцитів ЕГ1–ЕГ3 перевищують аналогічні в контрольній групі. У дослідженні Сікоріна Я.Я. (2012) було показано, що в новонароджених при внутрішньоутробних асоційованих інфекціях визначалося збільшення площі профілю гепатоцитів і їх ядер порівняно з групою без інфекційного фактора, що, на думку автора, свідчить про збільшення їх функціональної активності внаслідок токсичної й антигенної дії інфекційних агентів [88].

При проведенні кореляційного аналізу морфометричних показників Ке, ГП і ЕГ1–ЕГ3 виявлено наявність сильного позитивного кореляційного зв'язку між показниками площі клітини й ядра (Р<0,05), площі клітини й цитоплазми (Р<0,05) (рис. 5.4). Взаємозв'язок між площами ядра і цитоплазми в Ке (Р<0,05) змінювався з помірного позитивного на слабко позитивний в ГП (Р<0,05) та експериментальних групах (Р<0,05 для ЕГ2 та Р>0,05 для ЕГ1 та ЕГ3 відповідно). Між ЯЦІ і площею ядра у всіх групах зберігався позитивний зв'язок середньої сили (Р<0,05), за винятком ЕГ2, де він набував слабкого характеру (Р<0,05). Між ЯЦІ і площею клітини статистично достовірного кореляційного зв'язку не виявлено (Р>0,05). Між ЯЦІ і площею цитоплазми виявлено негативний середній зв’язок у Ке та сильний негативний зв’язок у ГП, ЕГ1 та ЕГ3 (Р<0,05), але в ЕГ2 статистично достовірного кореляційного зв'язку між цими показниками не виявлено (Р>0,05).
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Рис. 5.4. Коефіцієнти кореляції морфометричних показників гепатоцитів печінки плодів щурів досліджуваних груп.
У групі порівняння, як і в експериментальних групах зберігалися ознаки активного печінкового гемопоезу, що морфологічно характеризувалося наявністю численних скупчень кровотворних клітин не тільки навколо центральних вен часточок, як в Ке, але і за ходом синусоїдів у всіх зонах ацинусу, що свідчить про уповільнення темпів дозрівання тканини печінки при ХВГ і ВУІ [149].

Відомо, що ознаками регенерації гепатоцитів є наявність мітозів в гепатоцитах і Ki–67 позитивних гепатоцитів [148,160,161,162,163]. У нашій роботі при імуногістохімічному дослідженні в Ке проліферативна активність гепатоцитів та біліарних епітеліоцитів мала помірний характер (++), фібробластів – слабкий (+). У групі порівняння та експериментальних групах відзначалося зменшення рівня експресії МКАт до Ki–67 у гепатоцитах та холангіоцитах, який оцінювався як слабкий (+), що відображає зниження проліферативного потенціалу печінкових клітин плоду в умовах ХВГ та інфекційного процесу у матері. У фібробластах портальних трактів у групах з ХВГ і ВУІ рівень експресії Ki–67 збільшувався та оцінювався як помірний (++), що пов'язано, мабуть, зі стимулюючою дією хронічної гіпоксії, яка має місце, як у групі з «чистою» ХВГ, так і в експериментальних групах.

Стимуляція проліферативної і синтетичної активності фібробластів в умовах хронічної гіпоксії у групі порівняння й експериментальних групах спричиняла посилення синтезу колагенових волокон у стромальному компоненті печінки з накопиченням їх у периваскулярній і перидуктальній сполучній тканини портальних трактів з розширенням останніх.

При аналізі показників оптичної щільності імунофлюоресценції інтерстиційних колагенів І і ІІІ в печінці плодів щурів досліджуваних груп, представлених у таблиці 5.7, можна відзначити, що в групах з ХВГ і ВУІ порівняно з Ке в портальних зонах достовірно збільшується вміст обох видів колагенів з превалюванням незрілого колагену ІІІ типу, причому в групах з експериментальною ВУІ показники достовірно перевищують аналогічні в групі з ХВГ, досягають максимального значення в групі з клебсієльозною інфекцією у матері. У судинній базальній мембрані великих судин відмічалася поява колагену ІІІ типу. Виявлене при ХВГ і ВУІ збільшення вмісту інтерстиційних колагенів обумовлене перш за все хронічною гіпоксією, а при материнській інфекції – додатковою стимуляцією колагеногенезу в умовах не компенсованою відновними процесами деструкції гепатоцитів і активації фібробластів під дією токсинів і антигенних факторів інфекційних агентів, що в подальшому онтогенезі може спричинити розвиток склеротичних змін у печінці [149,150,164,165].

Таблиця 5.7

Показники оптичної щільності імунофлюоресценції інтерстиційних колагенів у печінці плодів досліджуваних груп, ум.од.св., (M±m)

	
	Досліджувані групи
	Рівень значущості різниці

	
	Ке
	ГП
	ЕГ1
	ЕГ2
	ЕГ3
	Порівнювані групи

	
	
	
	
	
	
	ГП і Ке 
	ЕГ1 і ГП 
	ЕГ2 і ГП
	ЕГ3 і ГП

	Колаген I типу
	0,24±

0,005
	0,34±

0,005
	0,40±

0,004
	0,036±

0,006
	0,42±

0,006
	P<
0,05
	P<
0,05
	P<
0,05
	P<
0,05

	Колаген III типу
	0,28±

0,005
	0,37±

0,006
	0,43±

0,003
	0,40±

0,005
	0,45±

0,006
	P<
0,05
	P<
0,05
	P<
0,05
	P<
0,05


Рівні значущості різниці: P <0,05 – різниця достовірна;

P> 0,05 – різниця не достовірна

Імуногістохімічне дослідження рівня експресії МКАт до CD68 у групі порівняння й експериментальних групах виявило зміну щільності клітин, що прореагували, порівняно з групою контролю (табл. 5.8).
Аналіз даних таблиці 5.8 показав, що в ГП щільність розташування активованих макрофагів Купфера у печінці плодів щурів достовірно зростала у зіставленні з показником Ке, вірогідно внаслідок реактивної проліферації макрофагів у відповідь на деструктивні зміни, що розвивалися при ХВГ. В експериментальних групах рівень вмісту CD68 був значуще вищим порівняно з ГП, оскільки при розвитку плода в умовах внутрішньоутробного інфікування макрофагі Купфера не тільки беруть участь у фагоцитозі клітин, які загинули в результаті дії гіпоксичного фактора, але й здійснюють елімінацію токсинів і антигенних факторів інфекційних агентів. Найбільш високий показник щільності клітин, що прореагували, спостерігався у групі плодів від самиць щурів з клебсієльозною інфекцією, що свідчить про більш тяжке ураження печінки у плодів цієї групи.

Таблиця 5.8
Показники щільності розташування активованих макрофагів Купфера у печінці плодів щурів досліджуваних груп, 1×10-6 екз./ м2, (M±m)

	
	Досліджувані групи
	Рівень значущості різниці

	
	Ке
	ГП
	ЕГ1
	ЕГ2
	ЕГ3
	Порівнювані групи

	
	
	
	
	
	
	ГП і Ке 
	ЕГ1 і ГП 
	ЕГ2 і ГП
	ЕГ3 і ГП

	Щільність клітин 
	797,64±136,11
	1328,94±103,61
	2165,12±176,46
	2763,59±160,70
	3351,18±175,32
	P<
0,05
	P<
0,05
	P<
0,05
	P<
0,05


Рівні значущості різниці: P<0,05 – різниця достовірна;

P>0,05 – різниця не достовірна

Імуногістохімічне дослідження експресії МКАт до ІЛ-6 не визначило клітин-продуцентів ІЛ-6 у печінці плодів Ке (табл. 5.9). У ГП у полі зору їхня кількість становила 0-1 екземпляр, у всіх експериментальних групах кількість клітин, що продукували ІЛ-6 достовірно зростала порівняно з ГП (р<0,05) відповідно. При цьому значення цього показника у групі ЕГ3 було значуще вище порівняно з аналогічними в ЕГ1 та ЕГ2, що свідчить про більшу активність запального процесу при інфекційному процесі, викликаному Klebsiella pneumoniae.

Таблиця 5.9

Середня кількість клітин-продуцентів ІЛ-6 у полі зору ×1000 в печінці плодів щурів досліджуваних груп, екз (M±m)

	
	Досліджувані групи
	Рівень значущості різниці

	
	Ке
	ГП
	ЕГ1
	ЕГ2
	ЕГ3
	Порівнювані групи

	
	
	
	
	
	
	ГП і Ке 
	ЕГ1 і ГП 
	ЕГ2 і ГП
	ЕГ3 і ГП

	Кількість клітин 
	-
	0,19±

0,007
	2,03±

0,13
	2,41±

0,35
	4,81±

0,24
	P<0,05
	P<0,05
	P<0,05
	P<0,05


Рівні значущості різниці: P<0,05 – різниця достовірна;

P>0,05 – різниця не достовірна

Таким чином, комплексне морфологічне дослідження печінки доношених плодів у групі з ХВГ і підгрупах плодів від самиць щурів з підгострим інфекційно–запальним процесом, викликаним S.aureus, E.coli і K. Рneumoniae, виявило односпрямованість патоморфологічних змін у вигляді ознак дисциркуляторних, альтеративних, регенераторних і компенсаторних процесів. Порівняно з ГП у підгрупах з ВУІ ці зміни мали більш виражений характер. Отримані при дослідженні основних морфометричних показників дані свідчать про зниження в зіставленні з ГП синтетичної активності й виснаженні компенсаторних можливостей гепатоцитів в умовах пролонгованого інфікування матері. При імуногістохімічному визначенні МКАт до Ki–67 порівняно з ГП у досліджуваних підгрупах зростав рівень експресії ядерного білка в фібробластах портальних трактів і знижувався в гепатоцитах і холангіоцитах, що в сукупності зі збереженим активним печінковим гемопоезом свідчить про гальмування гепатогенезу. 

При типуванні колагену І і ІІІ типів у зонах портальних трактів печінки плодів щурів ЕГ1-ЕГ3 порівняно з ГП достовірно зростали значення оптичної щільності світіння обох типів колагену, що пов'язано з додатковою стимуляцією утворення колагену в умовах пролонгованого інфекційного процесу у матері. Зниження функціональної активності гепатоцитів і посилення колагеноутворення може призвести до зриву адаптаційних можливостей печінки в подальшому онтогенезі. На відміну від ГП у підгрупах з материнською інфекцією при імуногістохімічному дослідженні достовірно підвищувався вміст активованих макрофагів Купфера, з'являлися клітини–продуценти ІЛ–6. Найбільш виражені патоморфологічні зміни в підгрупах з ВУІ реєструвалися в печінці плодів від самиць щурів, інфікованих K.pneumoniae. 
ВИСНОВКИ

Вплив материнсько-плодової інфекції на ембріогенез та фетогенез нащадків є актуальною, але недостатньо вивченою проблемою патологічної анатомії. У дисертації на підставі комплексного експериментально-патологоанатомічного дослідження обґрунтуване та вирішене актуальне для патологічної анатомії завдання щодо морфологічних особливостей печінки плодів, які виникають за умов внутрішньоутробного інфікування.
1. Аналіз протоколів аутопсій доношених мертвонароджених плодів з хронічною внутрішньоутробною гіпоксією та плодів з ознаками материнської інфекції, а також вивчення клінічної документації їх матерів доводять, що основним чинником, який обумовлює анте- й інтранатальну загибель плоду є сукупна дія екстрагенітальної патології, гінекологічних захворювань та ускладнень вагітності матері. Серед факторів, що сприяють розвитку хронічної внутрішньоутробної гіпоксії плоду, найбільш частими видами соматичної патології є хвороби системи кровообігу (21,95%), хвороби ендокринної системи, розлади харчування та порушення обміну речовин (21,95%), анемія (17,07%); серед гінекологічних захворювань - невиношування вагітності (19,51%) та штучне переривання вагітності (6,90%); серед ускладнень вагітності й пологів - патологія посліду (87,80%), прееклампсія (24,39%) й загроза переривання вагітності (14,63%). При внутрішньоутробному інфікуванні плоду серед екстрагенітальних захворювань найбільш часто реєструються гострі та хронічні інфекційні захворювання (41,38%), запальні захворювання різної локалізації (20,69%), анемія (24,14%), патологія серцево-судинної системи (20,69%). Серед гінекологічних захворювань переважають запальні захворювання статевих органів (48,28%) і невиношування вагітності (13,8%). Перебіг вагітності й пологів найбільш часто ускладняється патологією посліду запального характеру (96,55%).

2. Доведено, що в умовах хронічної внутрішньоутробної гіпоксії морфофункціональні зміни в печінці плода характеризуються поєднанням дисциркуляторних, альтеративних та адаптивно-компенсаторних змін, це супроводжується ознаками затримки гепатогенезу у вигляді уповільнення темпів проліферації гепатоцитів та холангіоцитів зі зниженням в них експресії маркера проліферації Ki-67, а також уповільненням диференціювання печінкових клітин зі зниженням їх функціональної активності в порівнянні з КГ, що морфометрично підтверджується достовірним зниженням площі і об’єму гепатоцитів (137,21±3,23×10-12 м2 та 1252,0±29,51×10-18 м3 проти 199,28±4,69×10-12 м2 та 2353,9±55,48×10-18 м3 у КГ відповідно (р<0,05 відповідно)), площі та об'єму їх цитоплазми (87,54±2,06×10-12 м2 та 983,7±23,18×10-18 м3 проти 129,24±3,04×10-12 м2 та 1898,5±44,74×10-18 м3 у КГ відповідно (р<0,05 відповідно)) і достовірним зменшенням площі й об'єму ядер печінкових клітин (49,67±1,17×10-12 м2 та 268,27±6,32×10-18 м3 проти 70,04±1,65×10-12 м2 та 455,47±10,73×10-18 м3 у КГ відповідно (р<0,05відповідно)), ЯЦІ (0,33±0,01 проти 0,41±0,001 у КГ (р<0,05)) і достовірним зменшенням щільності розташування гепатоцитів (2981,5±66,66 ×106 екз./м2 проти 3373,3±75,43 ×106 екз./м2 у КГ (р<0,05)). У портальних зонах печінки імуногістохімічно відзначається посилення проліферативної активності фібробластів зі збільшенням рівня експресії маркера проліферації Ki-67, накопичення колагенових волокон з достовірним підвищенням інтенсивності світіння інтерстиційних колагенів І та ІІІ типів (0,54±0,01 ум.од.св. та 0,59±0,01 ум.од.св. проти 0,48±0,01 ум.од.св. та 0,54±0,01 ум.од.св. у КГ відповідно (р<0,05 відповідно)) з переважанням останнього і появою колагену ІІІ в складі судинної базальної мембрани. При цьому визначається збільшення щільності розташування активованих макрофагів Купфера (247,12±32,49×106 екз./м2 проти 111,20±24,13×106 екз./м2 у КГ (р<0,05)), поява нечисленних клітин – продуцентів ІЛ-6 (0,21±0,07 в полі зору ×1000, в КГ не виявляються).

3. При материнський інфекції у плодів людини у порівнянні з ХВГ знайдено однотипні морфологічні зміни, але при материнський інфекції в печінці плодів фіксується більш виражений їхній характер, що підтверджується достовірним зниженням площі й об’єму гепатоцитів (123,27±2,9×10-12 м2 та 1039,6±24,50×10-18 м3 проти 137,21±3,23×10-12 м2 та 1252,0±29,51×10-18 м3 у Г1 відповідно (р<0,05 відповідно)), їх цитоплазми (81,80±1,92×10-12 м2 та 834,7±19,67×10-18 м3 проти 87,54±2,06×10-12 м2 та 983,71±23,18×10-18 м3 у Г1 відповідно (р<0,05 відповідно)) та ядер (41,46±0,97×10-12 м2 та 204,83±1,53×10-18 м3 проти 49,67±1,17×10-12 м2 та 268,27±6,32×10-18 м3 у Г1 відповідно (р<0,05відповідно)), ЯЦІ (0,26±0,01 проти 0,33±0,01 у Г1 (р<0,05)) та достовірним зменшенням щільності розташування гепатоцитів (2149,9±48,07×106 екз./м2 проти 2981,5±66,66×106 екз./м2 у Г1 (р<0,05)) у поєднанні зі більш слабкою проліферативною активністю печінкових клітин. У портальних трактах, як і при ХВГ, імуногістохімічно відзначається помірна експресія маркера проліферації
Ki-67 у фібробластах та достовірне підвищення оптичної щільності світіння інтерстиційних колагенів І і ІІІ типів (0,58±0,01 ум.од.св. та 0,62±0,01 ум.од.св. проти 0,54±0,01 ум.од.св. та 0,59±0,01 ум.од.св. у Г1 відповідно (р<0,05 відповідно)) з переважанням незрілого колагену ІІІ типу, а також наявністю останнього у складі судинної базальної мембрани судин. Значуще зростає рівень щільності розташування активованих макрофагів Купфера (475,01±77,47 ×106 екз./м2 247,12±32,49 ×106 екз./м2 у Г1 (р<0,05)) та клітин – продуцентів ІЛ-6 (1,96±0,21 в полі зору ×1000 проти 0,21±0,07 в полі зору ×1000 у Г1 (р<0,05)).

4. При ХВГ плодів щурів у порівнянні з контрольною групою середні значення площі й об’єму гепатоцитів достовірно наростають як за рахунок збільшення площі та об'єму його ядра (26,85±0,63×10-12 м2 та 106,2±2,51×10-18 м3 проти 19,1±0,45×10-12 м2 та 64,97±1,53×10-18 м3 у Ке відповідно (р<0,05 відповідно)), так і цитоплазми (22,36±0,52×10-12 м2 та 155,92±3,67×10-18 м3 проти 19,93±0,46×10-12 м2 та 122,41±2,88×10-18 м3 у Ке відповідно (р<0,05 відповідно)), статистично значуще збільшується значення ЯЦІ (0,71±0,01 проти 0,53±0,01 у Ке відповідно (р<0,05)), що вказує на розвиток компенсаторної гіпертрофії клітин, посилення їх функціональної активності. Імуногістохімічно відзначається зменшення рівня експресії маркера проліферації Ki-67 у гепатоцитах та холангіоцитах, що свідчить про зниження їх проліферативного потенціалу. Посилення рівня експресії Ki-67 у фібробластах портальних трактів, що супроводжується достовірним зростанням вмісту колагену I і ІІІ типів (0,34±0,005 ум.од.св. та 0,37±0,006 ум.од.св. проти 0,24±0,005 ум.од.св. та 0,28±0,005 ум.од.св. у Ке відповідно (р<0,05 відповідно)) (р<0,05 відповідно) можна розцінювати як початкові склеротичні процеси. Щільність розташування активованих макрофагів Купфера достовірно зростає у зіставленні з Ке (1328,94±103,61×106 екз./м2 проти 797,64±136,11×106 екз./м2 у Ке (р<0,05)), відзначаються поодинокі клітини-продуценти ІЛ-6.

5. У плодів щурів від матерів з експериментальним підгостро-запальним процесом у черевній порожнині в порівнянні з плодами щурів з ХВГ у печінці відзначається значуще зниження об'єму гепатоцитів (відповідно 216,3±5,09×10-18 м3 у ЕГ1, 222,2±5,23×10-18 м3 у ЕГ2, 199,7±4,41×10-18 м3 у ЕГ3 проти 262,2±6,18×10-18 м3  у ГП (р<0,05 відповідно)), при цьому площа і об'єм ядра достовірно не змінюються, але зазначається значуще наростання показника ЯЦІ (відповідно 1,11±0,02 у ЕГ1, 0,84±0,01 у ЕГ2, 1,10±0,02 у ЕГ3 проти 0,71±0,01 у ГП (р<0,05 відповідно)) за рахунок достовірного зниження площі й об’єму цитоплазми (відповідно 15,81±0,37×10-12 м2 та 106,81±2,51×10-18 м3 у ЕГ1, 17,69±0,41×10-12 м2 та 119,52±2,81×10-18 м3 у ЕГ2, 14,77±0,34×10-12 м2 та 97,07±2,28×10-18 м3 у ЕГ3 проти 22,36±0,52×10-12 м2 та 155,92±3,67×10-18 м3 у ГП (р<0,05 відповідно)) (р<0,05 відповідно), що відображає зниження синтетичної активності гепатоцитів. Зберігається слабкий рівень експресії Ki-67 в гепатоцитах і холангіоцитах, помірний у фібробластах. Разом з тим у порівнянні з ХВГ в портальних трактах достовірно наростають показники оптичної щільності інтерстиційних колагенів І та ІІІ типів (відповідно 0,40±0,004 ум.од.св. та 0,43±0,003 ум.од.св. у ЕГ1, 0,036±0,006 та 0,40±0,005 ум.од.св. у ЕГ2, 0,42±0,006 ум.од.св. та 0,45±0,006 ум.од.св. проти 0,34±0,005 ум.од.св. та 0,37±0,006 ум.од.св. у ГП (р<0,05 відповідно)), що свідчить про те, що процес колагенізаціі при інфікуванні мав більш виражений характер, що пов'язано з додатковою стимуляцію його в умовах пролонгованого інфекційного процесу у матері. Щільність розташування активованих макрофагів Купфера та кількість клітин, що продукують ІЛ-6, різко і достовірно значуще збільшуються (2165,12±176,46×106 екз./м2 та 2,03±0,13 в полі зору ×1000 у ЕГ1, 2763,59±160,70×106 екз./м2 та 2,41±0,35 в полі зору ×1000 у ЕГ2, 3351,18±175,32×106 екз./м2 та 4,81±0,24 в полі зору ×1000 у ЕГ3 проти 1328,94 ±103,61×106 екз./м2 та 0,19±0,007в полі зору ×1000 у ГП (р<0,05 відповідно)), що можна розцінювати як специфічні ознаки антигенного впливу материнської інфекції.

6. Встановлено, що морфофункціональні зміни в печінці плодів щурів підгруп при ВУІ носять однотипний характер, але відрізняються рівнем їх проявів. Найбільш виразні зміни реєструються у плодів від самиць щурів, інфікованих K Pneumoniae. Порівняно з підгрупами з інфікуванням E.coli та S.aureus, у підгрупі клебсієли спостерігається найбільше зменшення площі та об'єму гепатоцитів і їх цитоплазми, посилення оптичної щільності світіння інтерстиційних колагенів I та ІІІ типів, достовірне збільшення щільності розташування активованих макрофагів Купфера та клітин – продуцентів    ІЛ-6.

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. Для удосконалення патологоанатомічної діагностики гальмування гепатогенезу при ХВГ і ВУІ лікарям-патологоанатомам рекомендується звертати увагу на морфологічні зміни гепатоцитів і зон портальних трактів з визначенням основних морфометричних показників гепатоцитів, рівня експресії Кі-67 у гепатоцітах, біліарному епітелії та фібробластах портальних трактів, ступеня утворення інтерстиційних колагенів в останніх.

2. Імуногістохімічне визначення щільності активованих макрофагів Купфера та клітин – продуцентів ІЛ-6 в печінці плодів може бути застосовано для оцінки специфічного впливу материнської інфекції на плід.

3. Результати дисертаційної роботи дозволяють рекомендувати неонатологам і педіатрам необхідність виділення дітей, пренатальний період яких протікав на тлі ХВГ і материнської інфекції, в групи ризику щодо розвитку в них у постнатальному онтогенезі можливих вроджених порушень функціонування гепатобіліарної системи для патогенетично обгрунтованої орієнтації при розробці нових підходів їх корекції.
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Додаток А

СПИСОК ПРАЦЬ, ОПУБЛІКОВАНИХ ЗА ТЕМОЮ ДИСЕРТАЦІЇ

Видання, в яких опубліковані основні наукові результати дисертації

1. Марковський ВД, Сорокина ИВ, Калужина ОВ, Сакал АА. Морфологическое состояние печени потомства крыс с физиологической беременностью в раннем постнатальном периоде. Експериментальна і клінічна медицина. 2015;2(67):35-37. (Здобувачем проведено гістологічне дослідження препаратів, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
2. Марковский ВД, Сакал АА. Влияние хронической внутриутробной гипоксии на морфофункциональное состояние печени потомства крыс. Вісник проблем біології та медицини. 2016;2(2)(129):200-204. (Здобувачем проведено гістологічне дослідження тканини, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
3. Марковский ВД, Сакал АА. Морфофункциональное состояние печени потомства от матерей, инфицированных Esherichia Coli (экспериментальное исследование). Морфология. 2016;10(3):199-202. (Здобувачем проведено гістологічне препаратів, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
4. Марковский ВД, Сорокина ИВ, Яковцова ИИ, Сакал АА, Зверева ИС, Товажнянская ВД. Статистический анализ перинатальных потерь в г. Харькове за период 2015-2016 гг. Biomedical and biosocial anthropology. 2017;28:181-184. (Здобувачем проведено збір статистичних даних, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
5. Марковский ВД, Сакал АА. Сравнительная характеристика морфофункционального состояния печени плодов от матерей с подострым инфекционно-воспалительным процессом в брюшной полости, вызванным Klebsiella pneumoniae и плодов с хронической внутриутробной гипоксией (экспериментальное исследование). Art of Medicine. 2018;3(7):86-91. (Здобувачем проведено гістологічне та ІГХ дослідження препаратів, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
6. Марковский ВД, Сорокина ИВ, Наумова ОВ, Сакал АА. Статистический анализ анте-интранатальных потерь при хронической внутриутробной гипоксии и внутриутробном инфицировании плодов в г. Харькове за период 2012–2017 гг. East European Science journal. 2018;7(35):43-48. (Здобувачем проведено збір статистичних даних, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
7. Марковский ВД, Сакал АА. Патоморфологические особенности печени плода при хронической внутриутробной гипоксии и внутриутробном инфицировании. East European Science journal. 2018;11(39):54-65. (Здобувачем проведено гістологічне та ІГХ дослідження тканини, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
8. Марковский ВД, Наумова ОВ, Сакал АА. Порівняльна характеристика показників імуногістохімічних реакцій печінки плодів самок щурів з підгострим інфекційно-запальним процесом і плодів щурів з хронічною внутрішньоутробною гіпоксією. East European Science journal. 2019;2(42):38-43. (Здобувачем проведено ІГХ дослідження печінки, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
9. Мирошниченко МС, Плитень ОМ, Калужина ОВ, Сакал АА. Влияние инфекционной патологии матери на развитие задержки внутриутробного развития плода и новорожденного. Труды VII Всероссийской научно-практической конференции с международным участием «Здоровье – основа человеческого потенциала проблемы и пути их решения»; 2013 ноя 21-23, Санкт-Петербург, Россия. Санкт-Петербург, Здоровье – основа человеческого потенциала проблемы и пути их решения. 2013;8(1):256-258. (Здобувачем проведено збір статистичних даних, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
10. Сакал АА, Товажнянська ВД. Анализ летальних случаев внебольничных пневмоний, вызванных Klebsiella pneumoniae, среди взрослого населения. Збірник тез міжвузівської конференції молодих вчених та студентів «Медицина третього тисячоліття»; 2015 січ 20, Харків, Україна. Харків, ХНМУ; 2015, с. 253-254. (Здобувачем проведено гістологічне дослідження тканин, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
11. Сакал АА, Товажнянська ВД. Вплив хронічної внутрішньоутробної гіпоксії на морфофункціональний стан надниркових залоз та печінки плодів щурів лінії WAG. Збірник тез конференції студентів та молодих вчених «Медицина третього тисячоліття»; 2016 січ 20, Харків, Україна. Харків, ХНМУ; 2016, с. 75-76. (Здобувачем проведено гістологічне дослідження печінки, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки). 

12. Сакал АА., Чирва АВ. Морфологические особенности печени крыс в перинатальном и раннем постнатальном периодах. Збірник тез міжвузівської конференції молодих вчених та студентів «Медицина третього тисячоліття»; 2016 січ 20, Харків, Україна. Харків, ХНМУ; 2016, с. 76-77. (Здобувачем проведено гістологічне дослідження тканини, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки).
13. Сакал АА. Влияние материнской инфекции, вызванной Escherichia coli на морфофункциональное состояние печени плодов. Збірник матеріалів заочної науково-практичної конференції з міжнародною участю, присвяченої 150-річчю з дня народження професора М.Ф. Мельникова-Разведенкова «Сучасні аспекти морфології людини: успіхи, проблеми та перспективи»; 2016 груд 24, Харків, Україна. Харків, ХНМУ: 2016, с. 107-108. (Здобувачем проведено гістологічне дослідження препаратів, оброблено результати дослідження, сформульовано висновки). 

Видання, які додатково відображують наукові результати дисертації


14. Сакал ГО, Марковський ВД, Андросов ЄД, винахідники; Харківський національний медичний університет, патентовласник. Спосіб морфологічної діагностики ушкоджуючої дії хронічної внутрішньоутробної гіпоксії на печінку плода. Патент України на винахід №113486. Україна, 2017 Січ 25. (Здобувачем проведено патентний пошук, оформлення патенту).
АПРОБАЦІЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДИСЕРТАЦІЇ

1. VII Всероссийская научно-практическая конференция с международным участием «Здоровье – основа человеческого потенциала проблемы и пути их решения» (Санкт-Петербург, 2013 г.) – публікація тез;
2. Міжвузівська науково-практична конференція для молодих вчених, студентів та лікарів-інтернів «Актуальні проблеми лабораторної медицини» (Харків 2015р.) – усна доповідь; 

3. Міжвузівська конференція молодих вчених та студентів «Медицина третього тисячоліття» (Харків, 2015р.) – усна доповідь та публікація тез;
4. Науково-практична конференція за участі міжнародних спеціалістів «Індивідуальна анатомічна мінливість органів, систем, тканини людини та ії значення для практичної медицини і стоматології» присвяченої 80-річчю з дня народження професора М.С. Скрипнікова у рамках святкування 95-річчя з дня заснування ВДНЗУ «Українська медична стоматологічна академія», (Полтава, 19-20 травня 2016р.) - усна доповідь та публікація статті;
5. Міжвузівська конференція молодих вчених та студентів «Медицина третього тисячоліття» (Харків, 2016р.) – усна доповідь та публікація тез;
6. Засідання Харківського наукового товариства патологоанатомів (Харків, 2018р.) – усна доповідь та публікація тез;
7. Науково-практична конференція з міжнародною участю «Теорія та практика сучасної морфології» прсвяченій 100-річчю Дніпропетровської (Катеринославської) школи морфологів (Дніпро, 5-7 жовтня 2016р.) - усна доповідь та публікація статті;

8. Заочна науково-практична конференція з міжнародною участю, присвячена 150-річчю з дня народження професора М.Ф. Мельникова-Разведенкова «Сучасні аспекти морфології людини: успіхи, проблеми та перспективи» (Харків, 2016 р.) –  публікація тез;
9. The Second International USERN Congress 2017 and USERN Prize Awarding Festival (Харків, 8-10 листопада 2017р.) – усна доповідь;
10. Засідання Харківського наукового товариства патологоанатомів (Харків, 2018 р.) – усна доповідь;
11. Х Конгрес Асоціації патологів України «Перспективи розвитку сучасної патології» (Яремче, 27-28 вересня 2018р.) - усна доповідь; 
12. Засідання апробаційної ради Харківського національного медичного університету з розгляду дисертаційних робіт з морфології 17 травня 2019 р.
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