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MORPHOLOGIC AND FUNCTIONAL STATE OF ADENOHYPOPHYSIS IN NEWBORNS WITH POOR OUTCOMES 
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Summary. At the article there are morphological changes, and fluorescence immunoassay data of pituitary gland in newborns with lethal outcomes depending on free cortisol excretion in urine.  The difference type of adenohypophysis remodeling was determined. There are direction and intensity of compensatory and adaptive processes. The regulative role of pituitary gland at cortisole production in neonates is corroborated. 
Key words: neonate, pituitary gland
МОРФО-ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ СОСТОЯНИЕ АДЕНОГИПОФИЗА У НОВОРОЖДЕННЫХ С НЕБЛАГОПРИЯТНЫМИ ИСХОДАМИ
Е.А.Рига, И.В.Сорокина
Резюме. В статье представлены данные морфометрического и иммунофлюоресцентного исследования аденогипофиза у новорожденных с летальными исходами, в зависимости от уровня экскреции свободного кортизола с суточной мочой. Установлено, что морфо-функциональное состояние аденогипофиза имеет различную степень ремоделирования ткани, активно отображая направленность и выраженность компенсаторно-адаптационных процессов. Подтверждена регулирующая роль аденогипофиза в продукции кортизола у новорожденных. 
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Не дивлячись на успіхи сучасної медицини, проблема прогнозування  тяжкого перебігу раннього неонатального періоду та несприятливого наслідку залишається актуальною. Без точного знання характеру захворювання, що призводить до смерті, неможливо достовірно передбачити перспективи здоров’я та визначити лікувально-профілактичні заходи для критичних станів, а відповідно, вплинути на показники дитячої, і, особливо, неонатальної захворюваності та смертності. На теперішній час наукова література, присвячена морфології та фізіології гіпофізарно-наднирникової осі у новонароджених, відображає далеко не всі процеси, що відбуваються в організмі дитини. При цьому цілий перелік важливих питань стосовно будови, розвитку та функції гіпофізу залишаються ще не до кінця вирішеними [1-4]. Крім того, накопичені наукові знання не дають уявлення про те, на скільки основні положення концепції загального адаптаційного синдрому Selye  можна пристосувати до біології новонародженої дитини в ракурсі гіпофізарної регуляції дистресу [5]. Тому продовжуються пошуки вивчення морфо-функціонального стану аденогіпофізу – структури гіпофізу, яка регулює роботу надниркових залоз, та відповідно розвиток плоду, його життєдіяльність[1-4, 6-7].
Мета дослідження: удосконалення діагностики критичних станів у  новонароджених.

Матеріали та методи: Досліджено морфо-функціональний стан 40 аденогіпофізів  у померлих новонароджених дітей різного гестаційного віку в неонатальному періоді життя, які були розділені на групи: 1-а група (контрольна) включала 10 доношених мертвонароджених дітей в терміні гестації 37 - 40 тижнів, що померли від гострої асфіксії під час пологів внаслідок гострого порушення матково-плацентарного кровообігу; 2-а група – 30 вказаних органів дітей гестаційним віком 28 тижнів  [min  - 23, max  -  40], та масою тіла 1150 г [min  - 620, max - 3600], що померли в неонатальному періоді. Термін між народженням та летальними виходами у них склав 4 доби [min - 1, max - 21]. Проспективне спостереження за новонародженими дозволило у 14 немовлят з летальними виходами дослідити рівень вільного кортизолу в добовій сечі. Тому данні морфологічного дослідження 14 померлих новонароджених було поділено в залежності від рівня секреції вільного кортизолу з сечею: 2-А група – підвищена секреція кортизолу (4 спостереження), 2-Б група – нормальна секреція кортизолу (6 спостережень), 2-В група – зменшена секреція кортизолу (4 спостереження. Визначення рівня вільного кортизолу в сечі у новонароджених дітей проводили імуноферментним методом за допомогою імуноферментного аналізатора «Labline-90» (Австрія) з використанням комерційних тест–систем фірми DiaMetra (Італія). Мікротомні зрізи гіпофізів померлих новонароджених фарбували гістологічними методами: гематоксиліном і еозином та за Маллорі [8]. Для світлооптичного вивчення мікропрепаратів використовували мікроскоп Olympus BX-41 (Японія).  Імуногістохімічне дослідження проводили на парафінових зрізах товщиною 3-5 мкм імунофлюоресцентним методом за методикою  Brosman (1979) [9].  Клітини, що містили АКТГ в гіпофізі диференціювали за допомогою моноклональних антитіл (МКА) до АКТГ (адренокортикотропного гормону) фірми AbD Serotec (США) за допомогою мікроскопу “Axioskor 40”  (Німеччина). Для статистичної обробка даних використовували програму STATISTICA 7.
Результати дослідження. Значущої відмінності (U критерій Манна-Уітні) за масою тіла та гестаційним віком групи не мали. Так, медіаною маси тіла при народженні померлих дітей 2-А групи було значення 1575 г [ min  1100,  max 2060.], 2-Б групи - 13450 г [min  800, max 3100], 2-В групи  - 1405 г [min  710, max- 3600] (р 2-А, 2-Б =1,00, р 2-А, 2-В=1,00,  р 2-Б, 2-В =0,56). Медіанами гестаційного віку були відповідно групам значення: 32 тижня [min 27, max  35], 29 тижнів  [min 25,  max- 34], 30  тижнів [min 23, max- 40] (р 2-А, 2-Б =0,33, р 2-А, 2-В=0,88,  р 2-Б, 2-В =0,83). Достовірно значущою була різниця у секреції вільного кортизолу  в сечі в померлих новонароджених обстежуваних груп: 1417,00 нг/мл [min 588,71, max- 3908,43], 473,25 нг/мл [min 367, 37 , max- 545,36], 251,50 нг/мл [min 225, 48,  max- 371,25] (р 2-А, 2-Б =0,01, р 2-А, 2-В=0,02,  р 2-Б, 2-В =0,02). 

Мікроскопічно у померлих новонароджених так саме, як і в контрольній групі, зональність в локалізації різних видів адренотропоцитів (АКТЦ) при фарбуванні тканини гіпофізів гематоксилін-еозіном не виявлялася. Ядра клітин були помірно базофільними, а цитоплазма слабо базофільною. При фарбуванні за Маллорі виявлялися всі три типа клітин аденогіпофізу [10, 11]. Популяція АКТЦ розташовувалася типово в задньо-центральній зоні аденогіпофізу. При фарбуванні оранжевим G за Маллорі ці клітини мали ярко оранжевий колір.  Одержані морфометричні та імуногістохімічні дані аденогіпофізів новонароджених, які померли в неонатальному періоді життя в залежності від рівню вмісту вільного кортизолу в сечі (табл.1)

Таблиця 1

Морфологічні дані аденогіпофізів груп спостережень, (M(m)

	Показник
	1-а група 
	2-А група
	2-Б група
	2-В група

	Відносний об’єм АКТЦ (%) 1,3 1,4
	23,9 ± 1,94

	21,95 ± 1,0
	18,73±0,54**
	19,33±0,52***

	 Діаметр АКТЦ (х10-6 м)
	7,68 ± 0,12
	7,58 ± 0,26
	6,47 ± 0,21**
	6,33 ± 0,05***

	Діаметр ядра АКТЦ (х10-6 м)
	4,32 ±0,12
	4,21± 0,23# ¤
	3,58 ± 0,20**
	3,67 ± 0,13***

	Оптична шільність імунофлюоресц – ценції АКТЦ (у.о.)
	2,66 ± 0,05
	2,43 ± 0,27
	2,04 ± 0,04**
	1,08 ± 0,15***

	Примітка достовірна різниця за критерієм t - Student на рівні р<0,05 

* 2-А групи з контролем,  **  2-Б групи з контролем, ***2-В групи з контролем, 
 # -міжгрупова різниця 2-А та 2-Б групи, ¤ - міжгрупова різниця 2-А та 2-В групи


Аналізом даних вказаної таблиці виявлено, що екскреція кортизолу з сечею у померлих немовлят зменшується по мірі зменшення розмірів АКТЦ та зменшенні оптичної щільності, а саме, вмісту АКТГ в них. Варто зазначити, що у дітей з виснаженням продукції кортизолу відмічено значуще зменшення розмірів ядер АКТЦ, у зрівняні з померлими з високим вмістом кортизолу в сечі, що свідчить на користь клітинно-ядерного ремоделювання аденогіпофізу внутрішньоутробно, і останній морфометричний параметр був нижче контролю  на 15 % (р<0,05). З урахуванням того, що матеріал основної групи мав варіацію за масою тіла та гестаційним віком, ми провели порівняння власних даних каріо- та цитометрії АКТЦ гіпофізів з даними, що опубліковані Кихтенко О.В. та співав. (2009) та одержали аналогічну різницю [12].

Для ілюстрації морфологічних та імуногістохімічних особливостей підвищеної функціональної напруги АКТЦ аденогіпофізу наводимо приклад. Дитина З., дівчинка, гестаційний вік  - 40 тижнів. Маса тіла при народженні  3200 г, ріст 52 см.  Мати – 24 роки, перша вагітність, перші пологи. Клінічний діагноз: Асфіксія помірного ступеню. Набряк головного мозку. Судомний синдром. Патологоанатомічний діагноз: Синдром масивної меконіальної аспірації. Фонове захворювання: порушення пуповидного кровообігу у зв’язку із тромбозом вен пуповини. Причина смерті: дихальна недостатність.


 Мікроскопічно поверхня гіпофізу покрита тонкою сполучнотканинною капсулою з відходженням септ вглиб залози. АКТЦ розрізнялися між собою формами, розмірами та гістохімічними властивостями. Між АКТЦ розташовувалися розширені та наповнені кров’ю судини, стінки яких передставлені базальною мембраною та ендотеліоцитами. Спостерігалася десквамація ендотеліоцтів, десквамовані клітини виявлялися в просвіті судин. При фарбуванні за Маллорі, а саме, оранжевим G, АКТЦ, що розташовані були в задньо-центральній зоні аденогіпофізу, мали ярко оранжевий колір (рис.1)
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Рис. 1 Велика кількість  АКТЦ аденогіпофізу спостереження новонародженої дитини З. Фарбування за Маллорі, х200.
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Рис.  2 .  Переважно ярке світіння  АКТЦ, що оброблені МКА до АКТГ в аденогіпофізі новонародженого З. Імунофлюоресцентний метод, х200.


Адренокортикотропоцити містилися у вигляді симпластів. Поряд з дрібними клітинами діаметром 7,0 - 9,0 х10-6 спостерігалися численні клітини великого діаметру -  10,0 до 12,0 х10-6 м з середнім діаметром 8,12±0,22 х10-6 м та діаметром ядра  4,68±0,32 х10-6 м. Відносний об’єм АКТЦ в аденогіпофізах адренокортикотропоцитов, що були оброблені МКА, 24,0±1,5%. Оптична щільність була найвищою серед усіх спостережень, та 2,98± 0,08  у.о. (рис.2)

Дане  спостереження свідчить про те, що доношена дитина мала  нормальний внутрішньоутробний розвиток, і лише катастрофа під час пологів (гостре порушення пуповидного кровообігу в інтранатальному періоді) призвела до гострої гіпоксії та реалізації гіпофізарної відповіді на гостру стресову ситуацію у вигляді накопичення АКТГ в АКТЦ при відносному збільшенні їх розмірів.

Прикладом виснажування АКТГ-продукції адренокортикотропоцитами в передчасно народженої дитини може служити наступне спостереження.  Дитина С, хлопчик, постконцептуальний вік 23 тижня, маса тіла 710 г, ріст 31 см. Мати – 30 років, друга вагітність, перші пологи. Попередня вагітність – медичний аборт. Передчасне вилиття навколоплідної рідини. Оцінка за шкалою Апгар на першій хвилині – 1 бал, на п’ятій хвилині – 2 бали. Клінічний діагноз: Асфіксія тяжкого ступеню. Респіраторний дистрес синдром новонароджених. Внутрішньошлуночковий крововилив 3 ступеню. Патологанатомічний діагноз: Крововилив в шлуночки мозку. Двобічна пневмонія. Фон: стан після перенесеної гіпоксії.Причина смерті: порушення мозкового кровообігу. Плацента: дефекти дольок.

Зональність типів АКТЦ аденогіпофізу виявлялася при фарбуванні за Маллорі з типовим розташуванням останніх в задньо-центральній зоні залози. Переважали дрібні клітини розміром размером   6,0 - 8,0 х10-6 м, в той час як крупні клітини діаметром 10,0 - 12,0 х10-6 м зустрічалися зрідка. Середній діаметр АКТЦ  - 6,11±0,33 х10-6 м , діаметр ядра -  3,23±0,19 х10-6 м. Мала місце вакуолізація цитоплазми з ознаками цитолізу та резорбції клітин. Відносний об’єм АКТЦ в аденогіпофізі склав 18,5±0,4%. Оптична щільність  інтенсивності свічення АКТГ в АТКЦ склало 1,68± 0,05 у.о.  
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Рис. 3. Малочисленні  АКТЦ в аденогіпофізі немовля С. Фарбування за Маллорі, х200.
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Рис.  4 .  Слабке освітлення АКТЦ, які оброблені МКА до АКТГ  в аденогіпофізі дитини С. Імунофлюоресцентний метод, х200.

Таким чином в аденогіпофізі глибоко недоношеної дитини виявлені ознаки морфо-функційної незрілості АКТЦ, про що свідчить недостатній розвиток клітин (зменшення відносного об’єму АКТЦ та розміру клітин) з виснажуванням продукції АКТГ цими клітинами. Дані зміни можна розцінити як результат тривалого дистресу плоду під час внутрішньоутробного існування.

З метою визначення ступеню інтеграції морфо-функціональних структур аденогіпофізу у немовлят з несприятливим виходом проведений інтеркореляційний аналіз (за Spearman) та на рис.5 представлені статистично значущі кореляційні зв’язки  (р<0,05).
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Рис. 5. Кореляційна структура вільного кортизолу сечі та даних морфометрії та імуногістохімії аденогіпофізу у новонароджених з несприятливими виходами неонатального періоду.
Оцінка ступеню сили кореляційних зв’язків морфо-функціонального стану аденогіпофізу у новонароджених показала дуже високу їх силу: Діаметр ядра АКТЦ та його відносний об’єм (r=0,79), діаметр АКТЦ та діаметр його ядра (r=0,91),  діаметр АКТЦ та його оптична щільність (r=0,74). Діаметр ядра АКТЦ корелював з оптичною щільністю на рівеі r=0,78. Необхідно відмітити, що лише відносний об’єм АКТЦ окрім сильній кореляції з оптичною щільностю (r=0,73) мав тісний зв'язок з  рівнем екскреції вільного кортизолу з сечею (r=0,81).  
Висновки: 
1. Кількісні морфометричні показники та дані функціональної активності клітин аденогіпофізу у новонароджених об’єктивізують структурні зміни аденогіпофізу під час різних стадій відповіді на стрес (стадія покою, стадія напруги, стадія виснаження), адекватно відображаючи направленість та вираженість стану компенсаторно-адаптаційних процесів;

2.  Несприятливі антенатальні чинники призводять до структурного ремоделювання тканини аденогіпофізу у новонароджених з несприятливим перебігом неонатального періоду. 
3. Відмічена гіпофізарна регуляція стресу в неонатальному періоді життя новонароджених незалежно від гестаційного віку на основі прямого тісного кореляційного зв’язку секреції вільного кортизолу з сечею та відносного об’єму адренокортикотропоциту.
Перспективами подальших досліджень  буде вивчення морфо-функціонального стану гіпофізарно-надниркової системи у новонароджених.
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