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Статтю присвячено дослідженню морфологічних та імуногістохімічних особливостей фрагментів судин для наступного їх 
використання як трансплантатів в артеріальне русло у пацієнтів з облітеруючим атеросклерозом нижніх кінцівок. Дослідили 
матеріал 21 хворого чоловіка (вік – від 50 до 73 років); загальна група дезоблітерованих стегнових артерій включала дві групи: 
перша – до внутрішньої еластичної мембрани (n=8), друга – до зовнішньої еластичної мембрани (n=7). Контрольна група – 6 
фрагментів великих підшкірних вен. Виявили, що великі підшкірні вени, незважаючи на наявність ендотелію, у порівнянні з 
дезоблітерованими стегновими артеріями, мають інтимальний фіброз і гіпертрофію повздовжніх і кільцевих м’язів з істотним 
збільшенням у медії колагену IV типу. Відзначили більш жорстку конструкцію прохідної трубки І групи (рІ<0,05) і підвищений 
ризик утворення інтрамуральної гематоми у ІІ групі за рахунок великої васкуляризації (рІІ<0,05) та низької міцності. Обидві 
групи дезоблітерованих стегнових артерій мають однаково низькі передумови до гіперплазії гладком’язових клітин у порів-
нянні з великими підшкірними венами (р<0,05) і високий ризик тромбоутворення внаслідок дезоблітерації (р<0,05). В умовах 
мультифокального атеросклерозу з вираженим фіброзом стінок судин рівень експресії ММР-9, що спрямована на деградацію 
колагену IV типу, однаково високий у всіх трьох групах дослідження (р>0,05). 

Морфологические и иммуногистохимические особенности дезоблитерованных бедренных артерий 
и подкожных вен пациентов с облитерирующим атеросклерозом сосудов нижних конечностей 
в условиях развития критической ишемии
И. С. Шпонька, О. Л. Ткачук, А. И. Гудз, А. В. Пославская 
Статья посвящена исследованию морфологических и иммуногистохимических особенностей фрагментов сосудов с целью 

дальнейшего использования их в качестве трансплантатов в артериальное русло у пациентов с облитерирующим атеросклерозом 
нижних конечностей. Исследован материал 21 больного мужчины (возраст – от 50 до 73 лет); общая группа дезоблитерированных 
бедренных артерий включала две группы: первая – к внутренней эластичной мембране (n=8), вторая – к внешней эластичной 
мембране (n=7). Контрольная группа – 6 фрагментов больших подкожных вен. Установили, что большие подкожные вены, не-
смотря на наличие эндотелия, по сравнению с дезоблитерированными бедренными артериями, имеют интимальный фиброз 
и гипертрофию продольных и кольцевых мышц с существенным увеличением в медии коллагена IV типа. Отмечается более 
жесткая конструкция проходной трубки I группы (р<0,05) и повышенный риск образования интрамуральной гематомы во II 
группе дезоблитерированных бедренных артерий за счет большой васкуляризации (р<0,05) и низкой прочности. Обе группы 
дезоблитерированных бедренных артерий имеют одинаково низкие предпосылки к гиперплазии гладкомышечных клеток по 
сравнению с большими подкожными венами (р<0,05) и более высокий риск тромбообразования вследствие дезоблитерации 
(р<0,05). В условиях мультифокального атеросклероза с выраженным фиброзом стенок сосудов уровень экспрессии ММР-9, 
которая направлена на деградацию коллагена IV типа, одинаково высокий во всех трех группах исследования (р>0,05).
Ключевые слова: облитерирующий атеросклероз, дезоблитерованые бедренные артерии, гладкомышечная гиперплазия, 
иммуногистохимия.
Патология. – 2013. –  №3 (29). – С. 38–42

Morphological and immunohistochemical features of deobliterated femoral arteries and saphenous veins 
of patients with obliterating atherosclerosis of the lower extremities vessels in conditions of critical ischemia
I. S. Shpon’ka, O. L. Tkachuk, O. I. Gudz, O. V. Poslavs’ka
The article investigates the morphological and immunohistochemical features of the fragments of the vessels for their further use as 

grafts in the arterial tree in patients with obliterating atherosclerosis of the lower extremities. Material of 21 male patients aged from 
50 to 73 years was studied, the total group of deobliterated femoral arteries (DFA) included two groups: the fi rst one – the DFA to the 
internal elastic membrane (n=8) and the second one – the DFA to external elastic membrane (n=7). The control group consisted of 6 
pieces of GSV. CD31, Ki-67, Collagen IV, αSM-1, Myosin, Desmin, MMP-9, TIMP-1 primary monoclonal antibodies were used. GSV, 
despite the presence of the endothelium compared with DFA have intimal fi brosis and hypertrophy of the longitudinal and circular 
muscles with a signifi cant increase in media of type IV collagen. More rigid structure of tube wall is noted in the I group (p<0.05) and 
increased risk of intramural hematoma is noted in group II due to the large vascularization (p<0.05) and low strength. Both DFA groups 
had equally low preconditions for hyperplasia of smooth muscle cells, as compared to the GSV (p<0.05) and the high risk of thrombosis 
due to deobliteration (p<0.05). In conditions of multifocal atherosclerosis with severe fi brosis of vessel walls expression level of MMP-
9, aimed at the degradation of type IV collagen, is equally high in all three study groups (p>0.05).
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Реконструктивні операції з приводу атеросклерозу 
аорти і магістральних артерій стрімко ввійшли 

в повсякденну практику відділень судинної хірургії у 
зв’язку з підвищенням якості життя пацієнтів цієї вікової 
групи [3,5,9,15]. Але при облітеруючому атеросклерозі 
(ОА) артерій нижніх кінцівок актуальнішим є питання 
щодо профілактики пізніх ускладнень у вигляді інти-
мальної гіперплазії в ділянці дистального анастомозу 
після імплантації венозних трансплантатів (ВТ) в арте-
ріальне кровоносне русло (в умовах артеріальної цир-
куляції) [2,7,8,18]. У 1908 р. Carrel і Guthrie описали це 
явище і пояснили потовщення венозної стінки як адап-
тацію до нових фізичних умов, що існують в обставинах 
артеріальної циркуляції [9,11,16]. Ця концепція відома 
як «артеріалізація» ВТ. Але «артеріалізація» – це лише 
телеологічна концепція. Єдина характеристика функці-
онування ВТ, що нагадує артерію, – це його товщина; 
гістологічний вигляд, фізичні й фізіологічні властивості 
доволі несхожі на артеріальні. Слід зауважити, що у майже 
половини хворих на ОА під час виконання артеріальної 
реконструкції велика підшкірна вена (ВПВ) виявляється 
непридатною для її застосування як ВТ. У таких випадках 
для збереження кінцівки використовується синтетичний 
матеріал (алопротези), які через невідповідність властивос-
тей з артеріальною стінкою також функціонують протягом 
короткого періоду. Останніми роками для запобігання 
розвитку швидкого стенозу в зоні пришивання алопротезу 
до підколінної чи гомілкової артерій пропонують вико-
ристовувати венозні вставки. Однак на практиці досить 
часто у таких пацієнтів буває неможливо знайти навіть 
короткий (5–10 см) венозний сегмент для імплантації між 
протезом і веною. На противагу цьому дезоблітерація влас-
ної стегнової артерій (видалення оклюзуючого циліндра 
до внутрішньої чи зовнішньої еластичної мембрани) з 
відповідною медикаментозною антикоагуляційною під-
тримкою може стати цікавим варіантом для імплантації 
у пацієнтів, які не мають належної ВПВ [3,12–14].
Мета роботи
Якісне оцінювання впливу дезоблітерації (до внутріш-

ньої або зовнішньої еластичної мембрани) на судинну 
матрицю й антитромботичні властивості стінки стегно-
вої артерії у порівнянні з великою підшкірною веною. 
Матеріали і методи дослідження
Вивчали біопсійний матеріал 21 хворого чоловіка 

(вік – від 50 до 73 років) з діагнозом облітеруючий ате-
росклероз нижніх кінцівок, хронічна артеріальна недо-
статність (ХАН) III–IV ступенів за R. Fontaine. Пацієнти 

Таблиця 1
Поділ біопсійного матеріалу пацієнтів 

за групами дослідження, n, %

Групи дослідження
Кількість 
випадків 
(n=21)

Відсотки 
(%)

Загальна група (дезоблітеровані 
стегнові артерії)

І група – до внутрішньої еластичної 
мембрани 

ІІ група – до зовнішньої еластичної 
мембрани 

Контрольна група (підшкірні вени)

15,0

8,0

7,0

6,0

71,4

38,1

33,3
  

28,6

Таблиця 2
Панель первинних антитіл

Антитіло Клітини-мішені (таргетні зони) Клон Розведення
CD31 Молекули адгезії тромбоцитів ендотеліальних клітин-1 

(білок РЕСАМ-1 локалізується в міжендотеліальних сполученнях) JC/70A 1:100

Ki-67 Клітини у стані поділу SP6 1:200
Collagen IV Колаген IV типу PHM-12 1:100
αSM-1 Гладком’язовий актин ізоформа α 1A4 1:200
Myosin Міозин гладком’язових клітин SMMS-1 1:500
Desmin Проміжний філамент десмін D33 1:200
MMP-9 Фермент колагеназа IV GE-213 1:200
TIMP-1 Інгібітор матриксної металопротеїнази-1 102D1 1:100

Біопсійний матеріал судин занурювали в 10% розчин 
нейтрального забуференого формаліну на 24 години 
з метою фіксації клітинних структур. Після фіксації і 
проводки у спиртах за стандартною методикою мате-
ріал заливали у парафін. Парафінові зрізи 4–5 мкм за-
втовшки, котрі отримали на мікротомі Microm HM-340, 
депарафіновані і забарвлені гематоксиліном-еозином.
Мікроскоп. Виконали за допомогою світлового мікро-

скопа Leіca DMLS із використанням об’єктивів ×10, 
×20, ×40, ×100 для оцінювання наявності достатньої 
кількості матеріалу та його якості для подальшого іму-
ногістохімічного (ІГХ) дослідження. Інкубацію зрізів 
із первинними антитілами виконали у вологих камерах 
при температурі 23–25°С протягом майже 30 хв. Як 
первинні використали моноклональні антитіла CD31, 
Ki-67, Collagen IV, αSM-1, Myosin, Desmin, MMP-9, 
TIMP-1 (табл. 2). Титр антитіл добирали індивідуально 
для кожного маркера, використовуючи як розчинник спе-
ціальний розчин Antibody Dіluent (LabVision) [6,17,18]. 
Подальша інкубація зрізів із вторинними антитілами 
(надчутлива система візуалізації UltraVision Quanto, 
LabVision) відбувалась також у вологих камерах близько 
30 хв при кімнатній температурі. Після кожного етапу 

перебували на лікуванні на базі відділення судинної 
хірургії ОКЛ м. Івано-Франківськ протягом 2012–
2013 рр. Загальна група дослідження (дезоблітеровані 
артерії) включала дві групи: перша – дезоблітеровані 
до внутрішньої еластичної мембрани стегнові артерії 
(n=8), друга – дезоблітеровані до зовнішньої еластичної 
мембрани стегнові артерії (n=7). Як групу контролю 
(велика підшкірна вена) використали 6 препаратів 
(табл. 1). Гістологічне й імуногістохімічне дослідження 
біоптатів судин виконали на базі морфологічного відділу 
лабораторії діагностичного центру медичної академії 
(Дніпропетровськ). 
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зрізи промивали у ТРИС буфері з рН=7,4 протягом 
10 хв. Для ідентифікації реакції наносили розчин хро-
могену 3-діамінобензидин тетрахлориду (DAB) (Quanto, 
LabVision) під контролем мікроскопа протягом від 20 
секунд до 3 хвилин, із проявом у вигляді коричневого 
забарвлення специфічних структур. 
Для оцінювання ІГХ реакцій використали напів-

кількісний аналіз за шкалою, котру запропонували 
J.P. Carpenter і співавт. (1998): 0 – негативна реакція 
(без забарвлення і без змін); 1+ – слабка (менше ніж 2% 
забарвлених клітин або клітин зі зміненими ознаками); 
2+ – помірна (від 3% до 10%); 3+ – висока (від 11% до 
50%); 4+ – надмірна (більше ніж 50%) [10]. 
Статистично дані опрацьовували у програмі SPSS 

Statistica 17.0. Для встановлення статистично значущих 
зв’язків між клініко-морфологічними ознаками й екс-
пресією маркерів використовували непараметричний 
U-критерій Манна-Уїтні. Середні значення порівнювали 
з використанням критерію Стьюдента. Значущим вважа-
ли зв’язок при р<0,05 [1,4].
Результати та їх обговорення 
Аналіз структури фрагментів стегнових артерій І 

групи, дезоблітерованих до внутрішньої еластичної 
мембрани (ВЕМ), показав, що в умовах ОА артерії 
м’язового типу набувають значного фіброзу, гіалінозу 
та неоваскуляризації медії з подвоєнням ВЕМ (рис. 1А, 
кольор. вкладка 2). Це демонструє надмірна експресія 
маркера Collagen IV (замість колагену ІІІ типу, що зна-
ходиться у стінках артерій). Безпосередньо під ВЕМ 
спостерігають нові neovasa vasorum (рис. 1Б, кольор. 
вкладка 2), що можна ідентифікувати завдяки забарв-
ленню мембран ендотеліальних клітин (ЕК) маркером 
CD31. При ОА кількість колагенових волокон медії зна-
чно перевищує кількість еластичних (у неушкоджених 
артеріях більше саме еластичних волокон), і це дає змогу 
новоутвореним судинам навіть внутрішніх відділів медії 
підтримувати об’єм – не спадатись під впливом тиску 
артеріальної крові. Отже, «відповідь на ушкодження» 
артеріальної стінки в умовах ОА відбувається за раху-
нок дифузного фіброзу з концентричним ущільненням 
медії та наявності вогнищ кальцинації з латерального 
боку від ВЕМ, що сприяє розвитку розгалуженої сітки 
neovasa vasorum серед хаотично розташованих клітин і 
позаклітинного матриксу, який здебільшого представ-
лений колагеном IV типу (рис. 1А, кольор. вкладка 2). 
Належність клітин медії можна ідентифікувати завдяки 
складу проміжних філаментів цитоплазми. Наявність 
ізоформи α-гладком’язового актину свідчить про клітини 
мезенхімального походження зі здатністю до скорочу-
вання; його експресують ЕК, міофібробласти (МФ), 
гладком’язові клітини (ГМК), перицити (рис. 1В, кольор. 
вкладка 2). Висока цитоплазматична експресія міозину 
клітинами медії (рис. 1Д, кольор. вкладка 2) демонструє 
м’язову диференціацію і не наявна в ЕК. Відзначимо, 
що ступінь диференціації ГМК медії при ОА достатньо 
низький, про що свідчить низький вміст проміжного 

філаменту десміну (рис. 1Г, кольор. вкладка 2), експресія 
якого збільшується з диференціацією клітин у м’язовому 
напрямі. Отже, можна говорити про наявність у медії 
не суто ГМК, а швидше МФ, що більше функціонують 
як секреторний компонент медії (продукують колаген 
та еластин), а потім уже як скорочувальний апарат. За-
вдяки маркеру проліферації Кі-67 вдалось дослідити, 
який відсоток цих клітин здатний до поділу в умовах 
ОА (рис. 1Е, кольор. вкладка 2). З’ясувалось, що при ви-
даленні оклюзуючого циліндра до ВЕМ із неоінтимою, 
що становить основний пласт ушкоджених клітин, індекс 
проліферації (ІП) МФ медії становив усього 1,5±0,5%. 
Натомість  більшою мірою визначалась проліферація 
ЕК neovasa vasorum (ІП = 64,1±11,3%), що розташовані 
безпосередньо під ВЕМ і серед МФ (рис. 1Б,Е, кольор. 
вкладка 2). Це порушує питання про можливість ендоте-
лізації дезоблітерованих сегментів зсередини за рахунок 
ЕК neovasa vasorum.
Зміни у структурі позаклітинного матриксу – фрагмен-

тація еластичних волокон із заміщенням колагеновими і 
розвитком неоваскуляризації є найчастішими причинами 
порушення пружності, що вважається результатом регу-
ляції генів, які опосередковують продукцію матриксних 
металопротеїназ (ММР). Багато досліджень свідчать про 
ключову регуляторну роль ММР у розвитку нових судин 
шляхом регулювання взаємодії клітина-матрикс через 
реконструкцію міжклітинних контактів. Отже, складні 
механізми, якими ММР регулюють активність факторів 
росту, склад клітинної матриці і щільність міжклітинних 
контактів, обов’язково впливають на міграцію, пролі-
ферацію і виживання ГМК медії. Підвищення експресії 
ММР-9, дія якої спрямована на колаген IV типу, в ЕК, 
ГМК neovasa vasorum і МФ медії артерій (рис. 1Є, ко-
льор. вкладка 2), свідчить про протеолітичну готовність 
цих клітин в умовах гіпоксії для створення нових судин. 
Інгібітор матриксних металопротеїназ-1 (ТІМР-1) свою 
експресію знижує до слабкої (рис. 1Ж, кольор. вкладка 
2), що суттєво порушує рівновагу в бік протеолітичної 
активності.
Будова фрагментів стегнових артерій, дезобліте-

рованих до зовнішньої еластичної мембрани (ЗЕМ), 
зазвичай характеризувалась відсутністю неоінтими та 
медії з названими патологічними змінами, що викликані 
атеросклеротичним ураженням. В адвентиції визначили 
слабкий фіброз з осередками помірної експресії Collagen 
IV, значно менший у порівнянні з І групою (р<0,05), та 
виражену васкуляризацію з поодинокими крововили-
вами. Щільність vasa vasorum, що з’ясована завдяки 
експресії CD31, дуже перевищувала середні показники 
медії та адвентиції І групи (р<0,05). Розширені vasa 
vasorum, котрі вкриті ЕК, мали виражене волокнисте 
потовщення внутрішньої оболонки, що нагадувало об-
літеруючий ендартеріїт, за рахунок перицитів, які також 
експресували α-гладком’язовий актин. Отже, відсутність 
еластичності такої прохідної трубки, зниження міцності 
(слабкий фіброз) і підвищення кількості судин стінки 
артерії, дезоблітерованої до ЗЕМ, дає високий ризик 
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розшарування з утворенням внутрішньої гематоми 
стінки артерії. 
Під час аналізу ГМК, розташованих в адвентиції, 

з’ясували, що пучки гладких м’язів розташовувались 
циркулярно щодо довжини судини і демонстрували 
високу експресію як αSM-1, так і маркерів Myosin та 
Desmin, а це свідчить про високу м’язову диференціацію. 
ІП таких ГМК зберігався на рівні 1,0±0,3%, що не дава-
ло підстав для гіперплазії гладком’язового компонента 
артеріальної стінки. ІП ЕК vasa vasorum зберігався на 
такому ж високому рівні (ІП = 59,8±9,2%), як і в І групі 
(р>0,05). Фокусна фрагментація і кальцинація ЗЕМ, осе-
редки ліпідних відкладень у вигляді пінистих макрофагів 
та агрегати лімфоцитів і гістіоцитів супроводжували всі 
досліджені фрагменти артерій ІІ групи.
Рівень експресії MMP-9 ЕК, ГМК і клітин запального 

інфільтрату відзначили на помірному рівні, він не від-
різнявся від попередньої групи (р>0,05), TIMP-1 виявив 
себе трохи активніше, але вірогідної різниці між групами 
порівняння не встановили (р>0,05). 
Аналізуючи будову великих підшкірних вен нижніх 

кінцівок контрольної групи, відзначимо, що вони мали 
товщі, ніж у дезоблітерованих артерій стінки, іноді із 
клапанами для запобігання рефлюксу крові. Великі вени 
мали тонкий шар субендотеліальної сполучної тканини з 
однією (або більшою кількістю) неповною еластичною 
мембраною. Цікаво, що в умовах мультифокального 
ОА, котрий супроводжується артеріальною гіпертен-
зією, великі підшкірні вени мали інтимальний фіброз і 
гіпертрофію повздовжніх і кільцевих м’язів з істотним 
збільшенням у медії сполучної тканини за рахунок ко-
лагену IV типу, навіть сильніше, ніж ІІ група (р<0,05). 
Сполучна тканина в адвентиції також завжди була добре 
розвинена. Головна перевага контрольної групи полягала 
в наявності ендотеліального шару, котрий зазвичай має 
антитромботичні властивості. ЕК кубічної форми із яй-
цеподібним ядром і одним центральним ядерцем мали 
високу мембранну реакцію з маркером CD31 і цитоплаз-
матичну з αSM-1, наявність останнього підтверджує 
здатність ЕК до скорочення. Привертали увагу сильно 
розвинені внутрішній поздовжній і зовнішній кільцеві 
пучки гладеньких м’язів. ГМК цих пучків повністю 
експресували маркери м’язової диференціації – Myosin 
і Desmin, навіть ті клітини, які розташовувались без-
посередньо під ЕК, що в умовах «артеріалізації» може 
викликати їхню міграцію та гіперплазію з розвитком 
стенозу дистальної зони реконструкції. Але ІП, ЕК і ГМК 
зразків контрольної групи був доволі низьким (3,0±0,7% 
і 1,2±0,5% відповідно), що стосовно ГМК відповідає 
рівням І та ІІ груп порівняння (р>0,05). У 2 із 6 великих 
підшкірних вен виявили третій зовнішній повздовжній 
м’язовий шар. Кількість vasa vasorum у медії та адвен-
тиції контрольної групи був нижчим у порівнянні з 
дезоблітерованими артеріями (р<0,05)
Рівень експресії MMP-9 ЕК, ГМК препаратів конт-

рольної групи відзначили на помірному рівні, він не 

відрізнявся від І та ІІ груп порівняння (р>0,05), але 
експресія TIMP-1 була значно вища, що свідчить про 
врівноваження між процесами активації та інгібування 
деградації позаклітинного матриксу (р<0,05). 
Висновки
Протягом дослідження фрагментів дезоблітерованих 

стегнових артерій у порівнянні з великою підшкірною 
веною нас цікавили особливості морфології отриманих 
«прохідних трубок», що за відсутності інтими і частини 
шарів, які глибоко лежать, при контакті з колагеном спри-
яли б ранньому ускладненню – тромбозу, а також від-
даленому звуженню просвіту шунта в зоні анастомозу за 
рахунок проліферації гладком’язового компонента стінки 
судини. Із проаналізованого матеріалу зрозуміло, що:

1. Великі підшкірні вени, незважаючи на наявність 
ендотелію, у порівнянні з дезоблітерованими стегнови-
ми артеріями, мають інтимальний фіброз і гіпертрофію 
повздовжніх і кільцевих м’язів з істотним збільшенням 
у медії сполучної тканини за рахунок колагену IV типу, 
що може призводити до розвитку швидкого стенозу в 
зоні анастомозу.

2. Порівнюючи артерії, дезоблітеровані до внутрішньої 
та зовнішньої еластичної мембрани, потрібно відзначити 
дещо жорстку конструкцію прохідної трубки І групи з 
ризиком тромбоутворення на позаклітинному матриксі за 
рахунок колагену (рІ<0,05) і підвищений ризик утворен-
ня інтрамуральної гематоми у ІІ групі за рахунок великої 
васкуляризації (рІІ<0,05) та низької міцності.

3. Групи дезоблітерованих артерій мають однаково 
низькі передумови до гіперплазії гладком’язових клітин 
у порівнянні з великими підшкірними венами контр-
ольної групи (р<0,05).

4. В умовах мультифокального атеросклерозу з вира-
женим фіброзом стінок судин рівень експресії матрик-
сної металопротеїнази-9, що направлена на деградацію 
колагену IV типу, однаково високий в усіх трьох групах 
дослідження (р>0,05), але в великих підшкірних венах 
це врівноважується високою експресією TIMP-1, що по-
яснює менший розвиток сітки vasa vasorum у порівнянні 
з дезоблітерованими артеріями (р<0,05). 
Перспективні напрями дослідження полягають 

у моделюванні умов артеріальної циркуляції з дослі-
дженими сегментами судин для перевірки виникнення 
гострих (тромбоз) і віддалених (інтимальна гіперплазія) 
ускладнень облітеруючого атеросклерозу.
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