
50

           

http: //hirurgiya.com.uaKlinichna khirurhiia. 2017 Jule;(7)

                     
Klinichna khirurhiia

 .

   .

   . 

.

The aim of the investigation.

Materials and methods of research. 

Results and discussion.

Conclusions 

Шкіра є найбільшим органом в 

організмі людини, що утворює ефек-

тивний бар’єр між тілом і зовнішнім 

середовищем. При пошкоджені шкі-

ри активуються механізми репара-

ції, що включають утворення грану-

ляційної тканини, реепітелізацію, 

ангіогенез, а також матриксне ремо-

делювання, заключним етапом якої 

є формування рубця [1]. Синтез фі-

бробластами колагену як основно-

го структурного білка шкіри, що ста-

новить 85%, є невід’ємною складо-

вою процесу фізіологічного рубцю-

вання, який регулюється продукцією 

цитокінів (EGF, IGF–1, PDGF, TGF– ) 

і матриксних металопротеїназ [2, 3]. 

На ранніх стадіях фізіологічного за-

гоєння пошкоджень шкіри під час 

формування грануляційної тканини, 

як правило, виявляють незрілий не-

стабільний колаген III типу, більша 

частина якого згодом замінюється 

на механічно стійкий зрілий, більш 

щільний колаген I типу [4].

Проте, за певних обставин, піс-

ля оперативних втручань, травми 

та опіків загоєння дефектів шкіри 

відбувається шляхом гіпертрофіч-

ного рубцювання [5, 6], що спричи-

няє не лише косметичні дефекти, а й 

тяжкі функціональні розлади внас-

лідок анатомічної деформації, ком-

пресії або втрати рухливості сугло-

бів. Формування гіпертрофічних ру-

бців на місці пошкоджених тканин 

– це наслідок активної міграції фі-

бробластів, що мають більш високу 

здатність до проліферації, продук-

ції цитокінів, синтезу колагенів та 

інших молекул позаклітинного ма-

триксу з надмірним їх депонуван-

ням, ніж фібробласти неушкодженої 

шкіри [3, 7, 8]. Тому в останні роки ве-

лику увагу приділяють вивченню рів-

ня експресії колагенів різного типу в 

умовах фізіологічної регенерації та 

формування гіпертрофічних рубців 

при пошкодженні шкіри [5, 9]. Проте, 

лише в поодиноких дослідженнях 

описані достовірні відмінності між 
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рівнем експресії колагену І і ІІІ типу 

у пацієнтів з дефектами покривних 

тканин тулуба й кінцівок після меха-

нічного пошкодження [10].

Мета дослідження: вивчити осо-

бливості експресії та депонування 

колагену I і III типу в зразках шкіри 

з навколоранової зони у хворих при 

механічному пошкодженні покрив-

них тканин тулуба й кінцівок.

Проаналізовані результати ліку-

вання 242 постраждалих з дефекта-

ми покривних тканин тулуба й кін-

цівок, що виникли внаслідок меха-

нічного пошкодження в період 2008 

– 2016 рр. Пацієнтам здійснено 697 

оперативних втручань, з них 492 

(70,6%) – з відновленням пошкодже-

них тканин.

Хворі розподілені на 4 групи за-

лежно від розмірів, глибини й тяж-

кості пошкодження м’яких тканин 

та інших структур тулуба й кінцівок.

I група – 44 (18,2%) хворих з обме-

женою (діаметром до 5 см) ділянкою 

пошкодження шкіри та навколишніх 

тканин до глибокої фасції. У них ви-

конане 61 (8,8%) втручання.

II група – 67 (27,7%) хворих з ве-

ликою та надвеликою рановою по-

верхнею, пошкодженням м’яких тка-

нин глибше глибокої фасції. У них 

виконані 144 (20,7%) оперативних 

втручання.

III група – 90 (37,2%) хворих з де-

фектами покривних тканин, що ви-

никли разом або внаслідок пошко-

дження кістково–суглобового апа-

рату. У них виконані 272 (39%) опе-

рації.

IV група – 41 (16,94%) хворий з 

поєднаною або множинною трав-

мою, що супроводжувалася пошко-

дженням магістральних судин, нер-

вів, частковим або повним відо-

кремленням кінцівки. В цій групі бу-

ло виконано 220 (31,6%) операцій.

Комплексне морфологічне дослі-

дження біопсійного та операційно-

го матеріалу – фрагментів шкіри з 

навколоранової зони – проведене у 

60 хворих ІІ, ІІІ і IV груп. У хворих I 

групи біопсію не проводили у зв’яз-

ку з невеликими розмірами й глиби-

ною дефекту.

Дослідження проводили відпо-

відно до програми наукових до-

сліджень кафедри медицини ката-

строф, військової медицини, ане-

стезіології та інтенсивної терапії та 

Інституту клінічної патології ЗДМУ.

Біопсійний матеріал (шматочки 

шкіри розмірами 10  10 мм) вилу-

чали під час оперативного втручан-

ня з навколоранової зони.

Для морфологічного й імуно-

гістохімічного дослідження фраг-

менти шкіри фіксували в забуфере-

ному 10% розчині формаліну, зали-

вали в парафін. На прецизійному ро-

таційному мікротомі НМ 3600 (фір-

ми «MICROM Laborgerate GmbH», 

Німеччина) виготовляли серійні зрі-

зи завтовшки 4 мкм, розміщували їх 

на звичайні (для стандартного гі-

стологічного фарбування) або адге-

зивні предметні скельця «Superfrost 

Plus» фірми «DAKO», Данія (для 

імуногістохімічних досліджень). 

Основні мікроскопічні зміни у тка-

нині шкіри аналізували в мікропре-

паратах, забарвлених гематоксилі-

ном та еозином і за ван–Гізон [11]. 

Імуногістохімічні дослідження з ви-

користанням моноклональних ан-

титіл проводили в парафінових зрі-

зах шкіри за стандартизованими 

протоколами, детально викладени-

ми у відповідних виданнях [12]. Після 

депарафінізації та регідратації зрізів 

здійснювали температурне демаску-

вання антигенів (шляхом нагрівання 

на водяній бані у трис–ЕДТА буфе-

рі, рН 9,0), пригнічували активність 

ендогенної пероксидази 3% розчи-

ном перекису водню. Після інкуба-

ції з первинними антитілами прово-

дили візуалізацію відповідних анти-

генів за допомогою системи детекції 

EnVision FLEX з діамінобензидином.

Накопичення колагену I і III ти-

пу визначали з використанням мо-

ноклональних антитіл Rb a–Hu 

Collagen I, Clone RAH C11 та Rb a–Hu 

Collagen III, Clone RAH C33 («Імтек», 

Росія). 

Для оцінки відносної площі депо-

нування колагенів I і III типу у фра-

гментах тканини шкіри препара-

ти фотографували в 5 полях зору 

цифровою фотокамерою «Canon 

EOS 1000D» (Японія) в мікроскопі 

Axioplan 2 («Carl Zeiss», Німеччина) 

при збільшенні 200 та аналізува-

ли з використанням програмного 

забезпечення Image J [13]. Для мор-

фометричного визначення віднос-

ної площі імунопозитивних струк-

тур у відфільтрованому DAB–кана-

лі зображення встановлювали стан-

дартний «поріг чутливості» (інстру-

мент «Threshold») для автоматичної 

сегментації цифрового зображен-

ня на два основних вида точок–пік-

селів (чорні і білі) з подальшим об-

численням співвідношення кілько-

сті чорних точок–пікселів (імунопо-

зитивних зон) до загальної кількості 

пікселів у зображенні за формулою:

S
від

= p
поз

/ p
заг

  100,

де S
від

– відносна площа депону-

вання колагену, %; p
поз

 – кількість 

чорних точок–пікселів (імунопози-

тивних зон); p
заг

 – загальна кількість 

пікселів в зображенні.

Результати аналізували на пер-

сональному комп’ютері за допо-

могою пакета у програмі Excel 

Microsoft Office 2013 та Statistica® 

for Windows 6.0 (StatSoft Inc., лі-

цензія № AXXR712D833214FAN5). 

Обчислювали медіану (Ме), ниж-

ній і верхній квартилі (Q1; Q3), по-

рівняння здійснювали за допомо-

гою непараметричного T–крите-

рію Вілкоксона. Наявність зв’язків 

між площею експресії досліджува-

них імуногістохімічних маркерів ви-

значали шляхом обчислення кри-

терію рангової кореляції Спірмена. 

Результати вважали достовірними 

при р < 0,05.

За даними гістологічного дослі-

дження зрізів тканини з навколора-

нової зони, забарвлених гематокси-

ліном та еозином, у пацієнтів ІІ гру-

пи відзначали зони з ознаками утво-

рення рубця, в межах яких виявлені 

ділянки потовщення пласта епідер-

місу без нормальної хвилеподібної 

будови дермально–епідермального 

з’єднання та нечастим формуванням 

гребенів і сосочків дерми ( . 1).

При досліджені фрагментів шкі-

ри, забарвлених за ван–Гізон, у по-

верхневій дермі і центральних її ді-

лянках виявлені окремі паралель-

но орієнтовані нитки і тонкі зв’яз-

ки колагену, що мали сітчасту струк-

туру, у глибших відділах дерми спо-

стерігали безсистемно розташовані 

аномально товсті пучки колагено-

вих волокон, між якими містили-

ся скупчення клітин, передусім, фі-

бробластів. При імуногістохімічно-

му досліджені фрагментів шкіри з за-

стосуванням моноклональних анти-
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тіл до колагену I типу виявляли його 

виражену експресію, значне нако-

пичення в усіх шарах дерми у ви-

гляді хвилястих блідо– та інтенсив-

но–забарвлених поодиноких тон-

ких пластинчастих волокнистих 

структур та більш товстих, хаотич-

но переплетених колагенових воло-

кон, зібраних в пучки фібрил ( . 2). 

При імуногістохімічному досліджені 

з моноклональними антитілами до 

колагену IІІ типу також спостерігали 

виражену експресію, значне нако-

пичення ембріонального колагену 

у вигляді блідо– та інтенсивно–за-

барвлених паралельних дермі неор-

ганізованих тяжів фібрил різної тов-

щини в усіх шарах дерми.

За результатами фотоцифрової 

морфометрії, мінімальне значення 

відносної площі депонування кола-

гену І типу становило 12,23 (19,84; 

26,48)%, максимальне – 44,34 (19,84; 

26,48)%, медіана – 22,90 (19,84; 

26,48)%. Мінімальне значення від-

носної площі депонування колаге-

ну ІІІ типу в тих самих зразках шкіри 

становило 14,66 (21,91; 30,93)%, мак-

симальне – 46,56 (21,91; 30,93)%, ме-

діана – 26,85 (21,91; 30,93)%. Таким 

чином, в структурах дерми у більшо-

сті пацієнтів цієї групи спостерігали 

більш щільне накопичення колаге-

ну ІІІ типу, ніж колагену І типу, що, за 

даними літератури, характерне для 

незрілої сполучної тканини на ран-

ніх стадіях регенерації [14, 15] та мо-

же бути пов’язане з ранніми стро-

ками після оперативного втручан-

ня з приводу травматичного пошко-

дження тканин.

При гістологічному досліджені 

зрізів тканини шкіри з навколорано-

вої зони у пацієнтів ІІІ групи також 

виявляли порушення будови шкіри, 

що характеризувалось сплощенням 

дермально–епідермального з’єднан-

ня, відсутністю придатків шкіри (во-

лосяних фолікулів, сальних і пото-

вих залоз). За даними гістохімічно-

го дослідження фрагментів шкіри 

відзначали заміну сосочкового і сіт-

частого шару дерми рубцевою тка-

ниною з надмірним накопиченням 

колагену, що характерне для форму-

вання гіпертрофічного рубця [5, 6]. 

Серед пучків колагенових волокон 

виявляли скупчення фібробластів та 

вогнищеву інфільтрацію лімфоцита-

ми.

При аналізі цифрових зображень 

зразків шкіри з імунопозитивни-

ми зонами спостерігали інтенсив-

не накопичення колагену І і ІІІ типу 

у вигляді блідо– та темно–коричне-

вих імунопозитивних близько роз-

ташованих тонких окремих та ор-

ганізованих у вузли волокон, пере-

важно розташованих паралельно 

поверхні шкіри, що більш характер-

не для зрілих гіпертрофічних, а іно-

ді келоїдних рубців [16]. Відносна 

площа депонування колагену І типу 

становила від 14,76 (20,30; 28,15) до 

35,89 (20,30; 28,15)%, медіана – 23,64 

(20,30; 28,15)%; колагену ІІІ типу – 

від 8,66 (18,25; 25,86) до 39,55 (18,25; 

25,86)%, медіана – 22,73 (18,25; 

25,86)%. Зрілий колаген І типу вияв-

ляють на вирішальних етапах фор-

мування рубця шкіри, його надмір-

не накопичення характеризує скле-

ротичні зміни в тканинах, проте, 

синтез цього білка починається вже 

наприкінці першого тижня загоєн-

ня, після деградації ембріонально-

го колагену ІІІ типу [3, 14]. Таким чи-

ном, переважання щільного колаге-

ну І типу в зразках шкіри пацієнтів ІІІ 

групи може свідчити про формуван-

ня зрілого рубця або бути наслідком 

початкового дисбалансу між проце-

сами синтезу та деградації протеїнів 

позаклітинного матриксу, що в по-

дальшому може спричинити утво-

рення гіпертрофічного чи навіть ке-

лоїдного рубця [17].

При мікроскопічному дослідже-

ні біоптатів шкіри пацієнтів IV гру-

пи виявлені зони потовщення і стон-

шення епідермісу з незначним фор-

муванням сосочків дерми, значна 

кількість вертикально орієнтованих 

кровоносних судин, відсутність во-

лосяних фолікулів і сальних залоз. За 

даними гістохімічного досліджен-

ня відзначали ділянки з інтенсивним 

поширенням колагену та вогнища-

ми часткової дезорганізації колаге-

нових волокон. У деяких зонах, пе-

реважно навколо судинних структур 

дерми, спостерігали незначну вог-

нищеву інфільтрацію поодинокими 

лімфоцитами та формування поо-

диноких імуноцитарних інфільтра-

тів ( . 3).

В біоптатах шкіри під час комп-

лексного імуногістохімічного і фо-

тоцифрового морфометричного до-

слідження виявляли інтенсивне на-

копичення коричневих волокон ко-

лагену І і ІІІ типу в усіх шарах дерми.

Відносна площа накопичен-

ня колагену І типу становила від 

6,04 (18,88; 32,11) до 38,83(18,88; 

32,11)%, медіана була більша, ніж у 

попередніх групах, і становила 28,22 
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(18,88; 32,11)%. Мінімальне значення 

відносної площі депонування кола-

гену ІІІ типу становило 14,62 (18,04; 

35,56)%, максимальне – 38,72 (18,04; 

35,56)%, медіана також була біль-

ша, ніж у попередніх групах– 28,35 

(18,04; 35,56)% і майже не різнилася 

від такої колагену І типу.

При порівнянні депонування ко-

лагену в зразках шкіри пацієнтів ІІ і 

ІІІ груп за Т–критерієм Вілкоксона 

встановлена статистично значуща 

різниця відносної площі накопи-

чення колагену І і ІІІ типу (Т = 675, 

р = 0,005 і Т = 697, р = 0,033). Проте, 

відмінності відносної площі депону-

вання колагену І і ІІІ типу у пацієнтів 

IV групи статистично незначущі (Т = 

523, р = 0,088).

Аналіз зв’язків з використан-

ням критерію рангової кореляції 

Спірмена між відносною площею де-

понування колагену І і ІІІ типу свід-

чив, що у пацієнтів ІІІ і IV груп спо-

стерігали прямий помірної сили 

зв’язок (r
s
=0,52 і 0,54). При загоєн-

ні дефектів шкіри відбувається по-

ступове взаємозалежне накопичен-

ня основних видів колагену з помір-

ною деградацією незрілого колагену 

ІІІ і модифікацією його в зрілий ко-

лаген І типу при дозріванні рубця. За 

коефіцієнтом Спірмена у пацієнтів ІІ 

групи встановлено статистично не-

значущу кореляцію слабої сили (r
s
 = 

0,22) між показниками накопичення 

колагену І і ІІІ типу.

1. При мікроскопічному дослідже-

ні зразків шкіри з навколоранової 

зони виявлені початкові ознаки руб-

цювання, що характеризувалось сто-

ншенням пласту епідермісу, відсут-

ністю нормального хвилеподібного 

дермально–епідермального з’єднан-

ня, надмірним накопиченням кола-

гену в усіх шарах дерми у вигляді па-

ралельно орієнтованих окремих і зі-

браних в пучки фібрил – у поверх-

невих відділах та безсистемно роз-

ташованих більш товстих пучків ко-

лагенових волокон – у глибоких 

шарах дерми, між якими містилися 

скупчення фібробластів.

2. В зразках шкіри пацієнтів з ве-

ликою та надвеликою рановою по-

верхнею й пошкодженням м’яких 

тканин глибше глибокої фасції та з 

дефектами покривних тканин, що 

виникли одночасно або внаслідок 

пошкодження кістково–суглобово-

го апарату, встановлено достовірну 

різницю між показниками віднос-

ної площі накопичення колагену І і 

ІІІ типу (відповідно Т = 675; р = 0,005 

і Т = 697; р = 0,033).

3. За наявності дефектів покрив-

них тканин, що виникли одночасно 

або внаслідок пошкодження кістко-

во–суглобового апарату та поєдна-

ної або множинної травми, що су-

проводжувалася пошкодженням ма-

гістральних судин, нервів, при ана-

лізі зв’язків з використанням кри-

терію рангової кореляції Спірмена 

встановлений прямий помірної си-

ли зв’язок між площею депонування 

колагену І і ІІІ типу (r
s
 = 0,52 і 0,54).


