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Реферат
Мета. Вивчити кількісні критерії ураження кровоносних судин шкіри та м’язів у хворих з ішемічною формою (ІФ) синдрому 
діабетичної стопи (СДС) та визначити на їх основі ступінь діабетичної мікроангіопатії (ДМАП).
Матеріали і методи. Відібрані зразки парафінових блоків шкіри та м’язів 49 хворих із цукровим діабетом (ЦД) 2–го типу та ІФ 
СДС на тлі стенотично–оклюзійного ураження артерій нижньої кінцівки, які перебували на лікуванні в Центрі судинної хірургії 
Клінічної лікарні «Феофанія» протягом 2014 – 2017 рр. Для порівняння відібрані зразки шкіри та м’язів 10 пацієнтів, які не мали 
системних захворювань.Проводили гістологічні та імуногістохімічні дослідження для виявлення колагену IV типу – маркера 
базальних мембран; VEGF – судинного ендотеліального фактора росту; CD31 – маркера ендотеліальних клітин; гладком’язово-
го актину. Вимірювали та порівнювали діаметри та щільність кровоносних судин шкіри та м’язів.
Результати. Виявлені характерні зміни морфометричних показників судин гемомікроциркуляторного русла (ГМЦР) шкіри та 
м’язів при ДМАП, що дає змогу визначити її ступінь.
Висновки
1. Визначені кількісні показники, які змінювались залежно від перебігу та компенсації ЦД: щільність судин ГМЦР у сосочковому 
шарі шкіри; товщина базальних мембран кровоносних судин; діаметр просвіту судин ГМЦР.
2. Характерними якісними змінами в тканинах є: згладження базальної мембрани епідермісу, її розпушення на окремих ділян-
ках; підвищення експресії рецепторів до VEGF (VEGFR–1); підвищення рівня експресії актину у кровоносних судинах, у тому 
числі в капілярах; нерівномірна експресія CD31 в кровоносних судинах.
3. На основі сукупності отриманих даних про якісні та кількісні зміни ГМЦР шкіри і м’язів розроблено критерії для визначення 
ступеня ДМАП, що може бути використано з метою створення алгоритму комплексного лікування хворих з ІФ СДС.

Ключові слова: цукровий діабет; синдром діабетичної стопи; діабетична мікроангіопатія.

Abstract 
Objective. To study a quantitative criteria of affection of blood vessels in the skin and muscles in patients, suffering an ischemic form 
(IF) of diabetic foot syndrome (DFS) and to determine on their base a diabetic microangiopathy degree (DMAP).
Маterials and methods. The probes of paraffin blocks of the skin and muscles were selected in 49 patients, suffering a Type II diabe-
tes mellitus (DM) and IF of DFS on background of stenotic–occlusive affection of the lower extremities arteries, who were treated in 
the Centre of Vascular Surgery of Clinical Hospital «Feofaniya» in 2014 – 2017 yrs. For comparison the probes of the skin and muscles 
were selected in 10 patients, who did not have systemic diseases. There were conducted histological and immunohistochemical inves-
tigations for detection of a Type IV collagen – marker of basal membranes, VEGF – vascular endothelial growth factor; CD31 – mark-
er of endothelial cells, and of a smooth muscles аctin. The diameters and density of the blood vessels in the skin and muscles were mea-
sured and compared.
Results. Characteristic changes of morphometric indices of the hemomicrocirculatiry bed (HMCB) of vessels in the skin and muscles 
in DMAP, what permits to detect its degree.
Conclusion
1. There were determined a quantitative indices, which have changed, depending on course and compensation of DM: density of the HMCB 
vessels in a papillary layer of the skin; the thickness of basal membranes of the blood vessels; diameter of the vessel’s lumen in HMCB.
2. There are characteristic qualitative changes in tissues: a basal membrane of epidermis smoothing, its modulation in some sites; rising 
of expression of receptors towards VEGF (VEGFR–1); rising of the actin level expression in the blood vessels, including those in capil-
laries; uneven expression of CD31 in the blood vessels.
3. Basing on the obtained summarized data, concerning qualitative and quantitative changes in HMCB of skin and muscles, criteria were 
elaborated for determination of the skin and muscles DMAP degree, what may be applied to create the algorithm for complex treatment 
of patients, suffering IF of DFS.

Кeywords: diabetes mellitus; diabetic foot syndrome; diabetic microangiopathy.
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В останні десятиліття ЦД набув масштабів неінфекцій-

ної пандемії. Поширеність цього захворювання кожні 10 

– 15 років подвоюється. Водночас до моменту установ-

лення діагнозу більше ніж половина хворих уже мають 

клінічно виражену ДМАП [1], яка як ускладнення ЦД асо-

ціюється з ризиком раннього розвитку і швидкого про-

гресування ішемічної хвороби серця, ураження судин го-

ловного мозку і периферичних артерій. Отже, пробле-

ма ЦД перетворилася на проблему судинної патології [2].

На увагу заслуговує можлива патогенетична роль мор-

фологічних змін ГМЦР у розвитку такого ускладнення ЦД, 

як СДС [3]. Зв’язок між судинними порушеннями і станом 

шкіри хворих із ЦД очевидний, є численні дані про коре-

ляцію між ними, проте здатність таких судинних пору-

шень призводити до незворотних змін тканин стопи не 

доведена, незважаючи на те, що факт порушення функ-

ціонального тонусу мікросудин не викликає сумнівів [4].

Одним із факторів, що мають велике значення для реге-

нерації тканин, є рівень їх васкуляризації. Всі ці морфоло-

гічні компоненти тканин, які легко виявляють під час про-

ведення імуногістохімічних реакцій, несуть інформацію 

про функціональний стан клітинних елементів та міжклі-

тинних структур. У даний час за допомогою імуногістохі-

мічних методів з високою достовірністю виявляють ши-

рокий спектр клітинних типів і позаклітинних компонен-

тів. Знання імуногістохімічних особливостей різних ком-

понентів тканин є необхідною умовою для використан-

ня цих методів з метою діагностики ряду захворювань [5].

Для визначення перебігу патологічних процесів важ-

ливо мати уявлення про найбільш значущі імуногістохі-

мічні особливості клітинних і позаклітинних компонен-

тів шкіри та м’язів. У проведеному дослідженні увага бу-

ла приділена тим маркерам, які вважають основними для 

діагностичних цілей і які можуть бути виявлені в ткани-

нах після фіксації у формаліні і ущільнення в парафіні [6].

Мета дослідження: вивчити кількісні критерії уражен-

ня кровоносних судин шкіри та м’язів у хворих з ІФ СДС 

та визначити на їх основі ступінь ДМАП.

Матеріали і методи дослідження 
Для проведення досліджень були відібрані зразки пара-

фінових блоків шкіри та м’язів 49 хворих (дослідна гру-

па) з ІФ СДС на тлі поєднаного стенотично–оклюзійно-

го ураження артерій стегнового та підколінно–гомілко-

вого сегментів, які перебували на лікуванні в Центрі су-

динної хірургії Клінічної лікарні «ФЕОФАНІЯ» протягом 

2014 – 2017 рр. Для порівняння були відібрані зразки шкі-

ри та м’язів 10 пацієнтів, які не мали системних захворю-

вань (порівняльна група).

Матеріали для досліджень отримували під час виконан-

ня оперативних втручань з дотриманням правил етики і 

деонтології без морально–правових порушень згідно 

з положеннями Конвенції Ради Європії «Про захист 

прав та гідності людини у зв’язку з використанням до-

сягнень біології та медицини» (1997 р.).

Отриманий матеріал фіксували в розчині нейтрально-

го формаліну з об’ємною часткою 10%. Після фіксації віді-

брані зразки тканин ущільнювали в парафіні за загально-

прийнятою схемою. Парафінові зрізи товщиною 4 мкм ви-

готовляли за допомогою мікротома Leica 2025. Частину з 

них забарвлювали гематоксиліном і еозином, пікрофукси-

ном за ван Гізоном. Для оцінки стану базальних мембран 

та порушень обміну в тканинах використовували метод 

реакцію Шифф–йодної кислоти (ШИК–реакція) за Мак–

Манусом з контролем амілазою. Фотодокументування гі-

стологічних препаратів здійснювали за допомогою циф-

рової камери ICC50 HD світлооптичного мікроскопа Leica 

DМ 500, морфометричну обробку – за допомогою відеоа-

налізатора і комп’ютерної програми “Paradise”, розробле-

ної науково–виробничою компанією «ЕВА».

Проводили імуногістохімічні дослідження з викорис-

танням таких антигенів: VEGF, CD31, гладком’язового ак-

тину, колагену IV типу. 

Імунохімічні реакції проводили за стандартними про-

токолами з використанням моноклональних мишачих та 

кролячих антитіл.

Для імунохімічних досліджень виготовляли гістоло-

гічні зрізи товщиною 4 мкм на адгезивних предметних 

скельцях. Після депарафінування та промивання зрізів у 

дистильованій воді антигени демаскували. Для цього ви-

користовували 10% демаскувальний буфер, витримували 

зрізи протягом 40 хв від моменту закипання води в паро-

варці при температурі 98 °С у режимі «Пара», потім охо-

лоджували. Зрізи витримували у трьох порціях буферу для 

промивання по 3 – 4 хв. Блокування ендогенної перокси-

дази здійснювали у 3% розчині перекису водню протягом 

10 хв. Інкубацію антитіл у рекомендованих виробником 

розведеннях проводили протягом 30 хв за кімнатної тем-

ператури у вологій камері. Поміщали зрізи в абсолютний 

спирт, ксилол, бальзам.

Товщину базальних мембран епідермісу та судин ГМЦР 

шкіри та м’язів у препаратах вимірювали у шести полях зо-

ру після ШИК–реакції та імуногістохімічного забарвлен-

ня антитілами до колагену IV типу при збільшенні 400. 

Отримані дані порівнювали між собою.

Просвіт кровоносних судин (артеріол, венул, капілярів) 

у сосочковому шарі шкіри та поперечносмугастих м’язах 

вимірювали після імуногістохімічного забарвлення антиті-

лами до колагену IV при збільшенні 400, також досліджу-

вали шість випадкових полів зору. Визначали щільність ка-

пілярів у сосочковому шарі дерми та поперечносмугастих 

м’язах у перерахунку на 1 мм2 у препаратах, забарвлених 

імуногістохімічно з антитілами до CD31, підраховували 

лише позитивно забарвлені судини. Морфометричну та 

статистичну обробку здійснювали за допомогою комп’ю-

терної програми «Paradise». Статистичну достовірність 

різниці визначали за допомогою t–критерію Ст’юдента. 

Щодо всіх статистичних даних прийнято рівень досто-

вірності – менше 0,05 (p < 0,05).

Результати
У зразках шкіри та м’язів хворих порівняльної групи під 

час дослідження імуногістохімічними методами експре-

сії колагену IV типу було виявлено збереження базальної 

мембрани судин шкіри без ознак потовщення і розшару-

вання. У капілярах досліджених зразків шкіри товщина ба-

зальної мембрани становила (1,09 ± 0,01) мкм (n=12). У 

зразках тканин хворих дослідної групи як при компенсо-
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ваному та субкомпенсованому ЦД, так і при тяжкому пе-

ребігу некомпенсованого ЦД спостерігали потовщення 

базальної мембрани і збільшення експресії колагену IV 

типу, що призводило до прогресуючого звуження судин. 

Виявляли також розпушення дифузно потовщеної стінки 

судин ГМЦР сосочкового шару шкіри (рис. 1), що порушу-

вало їх проникність. Товщина базальної мембрани капіля-

рів при I ступені ДМАП становила (2,01 ± 0,05) мкм (n=8), 

II – (2,67 ± 0,05) мкм (n=10), III – (3,89 ± 0,11) мкм (n=30) 

(p < 0,05). Крім того, при III ступені ДМАП внутрішній ді-

аметр всіх судин ГМЦР зменшувався. Збільшувалась екс-

пресія інших типів колагену не тільки у внутрішній, а й в 

інших оболонках судин. У скелетних м’язах відзначали на-

бряк перимізію, капіляри були переважно закриті, здавле-

ні набряклими стромою та м’язовими волокнами, щіль-

ність їх значно зменшувалась (рис. 2) і становила 27% від 

щільності капілярів у м’язовій тканині хворих порівняль-

ної групи, зменшувався й діаметр капілярів, у ГМЦР м’язів 

зменшувалась кількість артеріол, а також зменшувався ді-

аметр артерій і венул.

Під час вивчення щільності та розподілу судин ГМЦР 

шкіри після імуногістохімічного забарвлення антитіла-

ми до CD31 у пацієнтів порівняльної групи виявляли рів-

номірну експресію антигену в ендотелії судин, що свід-

чило про нормальний фізіологічний стан. У шкірі та м’я-

зах хворих із ІФ СДС було виявлено високу інтенсивність 

та вогнищевий характер експресії CD31 (рис. 3), тобто на 

деяких ділянках препаратів експресії CD31 у судинах не 

було внаслідок атрофії ендотелію, що було найбільш ха-

рактерними змінами, які виявляли в мікросудинах, крім 

того, визначали безсудинні ділянки, частіше під час до-

слідження м’язів.

Підрахунок кількості капілярів та венул сосочкового ша-

ру дерми показав, що у хворих з ДМАП І ступеня їх щіль-

ність на 1 мм2 була найменша, але поступово збільшувалась 

і максимально зростала при ДМАП III ступеня (табл. 1).

У поперечносмугастих м’язах хворих дослідної групи 

щільність судин ГМЦР, особливо капілярів (рис. 4), змен-

шувалась відносно даних, отриманих у порівняльній гру-

пі (табл. 2).

Рис. 1. 
Мікрофото. 

Озпушення та потовщення базальних мембран судин ГМЦР 
сосочкового шару шкіри при ДМАП III ступеня. 

Забарвлення антитілами до колагену IV типу. Зб. 400.

Рис. 3. 
Мікрофото. 

Шкіра хворого з ЦД та ДМАП III ступеня. 
Вогнищева експресія CD31 у судинах дерми. 

Імуногістохімічне забарвлення антитілами до CD31. Зб. 400.

Рис. 2. 
Мікрофото. 

Експресія колагену IV типу. 
Зменшення кількості відкритих капілярів у м’язах. 

Потовщення базальних мембран кровоносних судин. Зб. 400.

Рис. 4. 
Мікрофото. 

Менш виражена експресія СD31 у судинах м’язів хворих 
з ДМАП III ступеня. 

Імуногістохімічне забарвлення антитілами до СD31. Зб. 400.
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У результаті проведених досліджень встановлено, що 

кровоносні судини звужувались як у шкірі, так і у м’язах, 

їх внутрішній діаметр зменшувався внаслідок посилено-

го синтезу колагену, процесів склерозування та змін ме-

таболізму в клітинах оболонок судин.

У хворих із ЦД підвищувалась у тканинах експресія 

VEGFR–1 внаслідок порушень метаболічних процесів та 

гіпоксії. Активація VEGFR–1 у свою чергу викликала підви-

щення судинної проникності. Все це призводило до роз-

витку мікросудинних порушень. Крім того, змінювались 

процеси ангіогенезу. Новоутворення кровоносних судин 

при ЦД мало компенсаторний характер, воно збільшува-

лось при підвищенні експресії VEGFR–1 у шкірі хворих з 

ДМАП, корелюючи з вираженістю порушень в ГМЦР. Так, у 

шкірі пацієнтів порівняльної групи спостерігали слабо ви-

ражену імунопозитивну реакцію. У шкірі хворих дослідної 

групи реакція кровоносних судин була яскраво виражена.

Проведені якісні дослідження експресії VEGFR–1 свід-

чили, що при ДМАП II та III ступеня посилювався синтез 

VEGF, який регулював ангіогенез. 

На посилений ангіогенез при тяжкому перебігу та де-

компенсації ЦД вказувала підвищена експресія актину в 

стінках судин ГМЦР, який у деяких спостереженнях вияв-

ляли навіть у стінках окремих капілярів як м’язів, так і со-

сочкового шару дерми. Тобто за допомогою імуногістохі-

мічної реакції виявляли клітини з частковим гладком’язо-

вим диференціюванням, а наявність таких клітин у стінках 

поодиноких капілярів свідчила про значні зміни в проце-

сах диференціювання.

У стінці артерій хворих дослідної групи при ДМАП II та 

III ступеня спостерігали гіперплазію гладком’язових клі-

тин, у деяких міоцитах відзначали включення ліпідів, що 

вказувало на дистрофічні зміни в цих клітинах. Глибина 

і прояви дистрофічних і деструктивних процесів у кліти-

нах кровоносних судин наростали з наростанням тяж-

кості стану хворих.

Обговорення
Шляхом застосування морфологічних та імуногісто-

хімічних методів виявлено зміни судин шкіри та м’язів у 

хворих з ІФ СДС.

При виявленні колагену IV типу в зразках тканин хво-

рих із ДМАП II та III ступеня спостерігали дифузне потов-

щення базальних мембран кровоносних судин дерми та 

м’язів і зменшення їх діаметру.

Під час вивчення експресії CD31 у кровоносних суди-

нах хворих з ІФ СДС виявлено збільшення судинної щіль-

ності в дермі та зменшення її у м’язах, ендотелій судин по-

шкоджувався вже при II ступені ДМАП та більш значно – 

при III ступені.

ДМАП характеризувалась гіпертрофією медії артеріол, 

про що свідчило підвищення рівня експресії актину в ци-

топлазмі міоцитів.

У шкірі та м’язах нижньої кінцівки хворих з ІФ СДС при 

виявленні VEGFR–1 при ДМАП ІІ та ІІІ ступеня спосте-

рігали виражену експресію, якої не було в контрольних 

зразках.

Морфологічна структура шкіри може відображати змі-

ни в інших тканинах. У м’язах зміни мають певні особли-

вості, що не завжди корелюють зі змінами в тканинах шкі-

ри. Зважаючи на відносну простоту біопсії шкіри, перспек-

тивним є її використання для визначення ступеня ДМАП.
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Висновки
1. Визначені кількісні показники, що змінювались за-

лежно від перебігу та компенсації ЦД: щільність судин 

ГМЦР у сосочковому шарі шкіри; товщина базальних 

мембран кровоносних судин; діаметр просвіту судин 

ГМЦР.

2. Характерними якісними змінами в тканинах є: згла-

дження базальної мембрани епідермісу, її розпушення на 

окремих ділянках; підвищення рівня експресії VEGFR–1 та 

актину в кровоносних судинах, у тому числі в капілярах; 

нерівномірна експресія CD31 у кровоносних судинах.

3. На основі сукупності отриманих даних про якісні 

та кількісні зміни ГМЦР шкіри і м’язів розроблено крите-

рії для визначення ступеня ДМАП, що може бути викори-

стано для створення алгоритму комплексного лікування 

хворих з ІФ СДС.
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