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Зв’язок публікації з плановими науково-до-
слідними роботами. Робота виконана в рамках НДР 
кафедри гістології, цитології та ембріології ЛНМУ 
імені Данила Галицького «Лектино- та імуногістохіміч-
ний аналіз вуглеводних детермінант нормальних та 
патологічно змінених клітин і тканин» (№ державної 
реєстрації 0117U001076) та договору про співпра-
цю між кафедрою гістології, цитології та ембріології 
ЛНМУ імені Данила Галицького та ДУ «Інститут спад-
кової патології НАМН України».

Вступ. Поняття «невиношування вагітності» (НВ) 
включає втрату плода у період від зачаття до 16-26-
го повного тижня внутрішньоутробного розвитку, в 
залежності від юридичних норм різних країн і є най-
більш частим її ускладненням [8,13,18]. При цьому, 
в більшості спостерігається раннє невиношування 
вагітності (РНВ), тобто таке, що відбулось до 10-12 
тижня внутріутробного розвитку [14]. За частотою 
виникнення виділяють спорадичне (СНВ) та звичне 
невиношування (ЗНВ). Перше – це одно- чи дворазо-
ва втрата плода, відповідно друге – це втрата, яка від-
булась більше 3-ох разів [24]. Статистичні дані свід-
чать, що невиношуванням завершуються близько 
8-20% всіх клінічно встановлених вагітностей [19,20], 
при цьому звичним невиношуванням – близько 2-5% 
[25]. Найчастішими причинами СНВ є хромосомні 
аномалії плода, порушення з боку матері (напр. ана-
томічні, ендокринні, автоімунні), її вік, фактори навко-
лишнього середовища та ін., тоді як приблизно в 50% 
випадків, причини ЗНВ не є до кінця встановленими 
та часто окреслюються поняттям «ідіопатичне неви-
ношування вагітності», до якого можна віднести ще 
й імунне непліддя, оскільки механізми останнього 
також не є достеменно вивченими [15,5].

Першим бар’єром та основним компонентом 
плодово-материнського інтерфейсу на ранніх етапах 
розвитку є структурні компоненти ворсинок хоріо-
на. Детальне вивчення експресії імуногістохімічних 
маркерів, активності проліферації структурних ком-
понентів ВХ, різних ознак їх відповіді на молекуляр-
ному рівні при звичному ранньому невиношуванні 
вагітності дасть можливість зрозуміти патогенез цієї 
патології. 

Ki67 – нуклеарний маркер проліферації клітин, ви-
значення рівня експресії якого зазвичай використо-
вують для оцінки агресивності онкологічного проце-
су, в тому числі – раку молочної залози [1, 9, 7]. Роль 

цього маркеру та маркерів проліферації клітин зага-
лом у розвитку раннього невиношування вагітності 
вивчалась на децидуальних клітинах [12,16].

Нітрогену (ІІ) оксид (NO) відіграє важливу роль у 
фізіологічних та патологічних процесах, наприклад 
– запальних, які запускаються у відповідь на бакте-
рійну, вірусну, грибкову інфекції, в разі автоімунного 
процесу чи інших зовнішніх чинників [11]. Нітроген 
оксид синтаза (NOS) здійснює синтез NO із L-аргініну 
та поділяється на кілька ізоформ – ендотеліальну 
(eNOS), нейрональну (nNOS) та індуцибельну нітро-
ген оксид синтазу (iNOS) [17,21,3]. Остання, кальцій 
незалежна NOS здатна синтезувати порівняно велику 
кількість NO впродовж тривалого періоду у відповідь 
на вищезгадані подразники [6].

З точки зору синтезу структурними компонентами 
ВХ нітроген оксиду проводились, в основному, гене-
тичні дослідження та аналіз рівня вільних радикалів 
NO в периферійній крові жінок [23,22]. Було доведено 
підвищення рівня NO в плазмі крові у жінок, які страж-
дають на ЗНВ та СНВ, порівняно із нормальним пере-
бігом вагітності та поліморфізм окремих генів eNOS у 
жінок, що може мати зв’язок із ідіопатичним ЗНВ [23]. 

У світлі вищенаведеної інформації, ми вважаємо 
за доцільне вивчення активності проліферації та екс-
пресії iNOS в клітинах ВХ ембріонів людини, отри-
маних після СНВ та ЗНВ і порівняти отримані дані із 
такими в нормальних ворсинках хоріона. Найбільш 
доступний та показовий метод для такої гістологічної 
оцінки є імуногістохімічний, із застосуванням відпо-
відних антитіл.

Мета дослідження. Вивчити роль експресії іму-
ногістохімічних маркерів – Ki67 та індуцибельної ні-
троген оксид синтази в структурних компонентах 
ворсинок хоріона ембріонів людини, отриманих вна-
слідок спорадичного, звичного невиношування вагіт-
ності та порівняти отримані результати із ВХ, отрима-
ними після артифіційних абортів.

Об’єкт і методи дослідження. В якості гістоло-
гічного матеріалу для дослідження використовува-
лась тканина отримана після вишкрібання порожнини 
матки після звичного, спорадичного невиношування 
вагітності та після проведення артифіційного аборту 
за бажанням жінки від 5 до 12 тижня гестації, підтвер-
дженого УЗД обстеженням та відповідною медичною 
документацією. 
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Група спорадичного невиношування включала 42 
зразка ВХ, отриманих від жінок, які вже мають дітей і 
звернулись за медичною допомогою з приводу втра-
ти вагітності вперше чи вдруге в житті. 

Група звичного невиношування включала 33 зраз-
ки ВХ, отриманих від жінок, які звертались за медич-
ною допомогою більше 3-ох разів та не мають дітей. 
Виключними факторами із цієї групи були наступні: 
встановлений діагноз антифосфоліпідного синдро-
му, автоімунного тиреоїдиту, системного червоного 
вовчака, ревматоїдного поліартриту чи склеродермії 
в жінки та хромосомні аномалії плода, підтверджені 
цитогенетичним методом.

Контрольна група включала 35 зразків ВХ, отри-
маних від жінок, в яких є діти і яким була проведена 
процедура артифіційного аборту за їх бажанням. Ви-
ключними факторами були наступні: відсутність дітей 
та діагностовані цитогенетичним методом хромо-
сомні аномалії в плода.

Із отриманого матеріалу під збільшуючим склом 
були відібрані ворсинки хоріона, промиті 0,9% розчи-
ном NaCl та зафіксовані в розчині Буена. Після цього 
– проводилась заливка гістологічного матеріалу в па-
рапластові блоки за стандартною схемою [10]. 

Гістологічні зрізи товщиною 4-6 мкм наносили на 
адгезивні предметні скельця SuperFrost Plus, після 
депарафінізації та регідратації зрізів проводили тем-
пературне демаскування антигенів – heat іnductіon 
of epіtope retrіeval (зрізи були розміщені в цитрат-
ному буфері з рН 6.0 і підігрівалися в автоклаві при 
температурі +121°С 8 хвилин) та пригнічували актив-
ність ендогенної пероксидази 3% розчином перекису 
водню протягом 20 хвилин. Далі проводили інкубацію 
зрізів з первинними антитілами у вологих камерах 
при температурі 23-250С протягом 30 хвилин. В якос-
ті первинних використовувалися моноклональні ан-
титіла до Ki-67 та iNOS (TermoScientific, США) (табл. 
1). Титр антитіл підбирався згідно рекомендацій ви-
робника з використанням у якості розчинника спе-
ціального розчину Antibody Dіluent (TermoScientific, 
США). Для ідентифікації реакції використовували 

систему візуалізації Quanto (TermoScientific, США), з 
нанесенням в якості хромогену 3-діамінобензидин 
тетрахлориду (DAB) (TermoScientific, США). Для від-
окремлення незабарвлених структур зрізи додатково 
обробляли гематоксиліном Майєра.

При оцінюванні ІГХ реакцій з маркерами iNOS 
інтенсивність цитоплазматичного забарвлення оці-
нювалася за 4 категоріями: 0 – негативна реакція 
(<10% забарвлених клітин), 1 – слабка (20-50% за-
барвлених клітин), 2 – помірна (60-80% забарвлених 
клітин), 3 – сильна (90-100% забарвлених клітин), 
згідно рекомендаціям багатьох авторів [2,26]. 

Зафарбування за допомогою гематоксиліну 
Меєра та еозину проводилось за стандартною схе-
мою [4].

Дослідження проводилось із дозволу жінок на 
гістологічному матеріалі, зафіксованому та скеро-
ваному в Інститут спадкової патології НАМНУ для 
проведення цитогенетичного аналізу в період черв-
ня 2016 – червня 2017 року та здійснювались згід-
но із основними стандартами GCP (1996 р.), Євро-
пейської конвенції із прав людини та біомедицини 
від 04.04.1997, Гельсінської декларації Всесвітньої 
медичної асоціації із етичних принципів наукових 
медичних досліджень із залученням людей (1964-
2008), Наказу МОЗ України № 690 від 23.09.2009 та 
за погодженням із Комісією з біоетики ЛНМУ імені 
Данила Галицького (Протокол № 2 від 15.02.2016).

Результати досліджень та їх обговорення. 
Зафарбовані гематоксиліном та еозином, оглядо-
ві препарати показали, що досліджувані ворсинки 
хоріона включають наступні компоненти: синцитіо-
трофобласт (СТБ), вкритий мікроворсинками, ци-
тотрофобласт (ЦТБ), мезенхіма (МХ), до складу якої 
входять фібробласти, сполучнотканинні волокна, 
клітини Гофбауера (КлГ) та судини мікроциркулятор-
ного русла.

У ворсинках хоріона групи ЗН в 12 із 33 (36%) 
зразків спостерігалось відшарування і ущільнення 
мезенхіми, стоншення ЦТБ та СТБ, що можна оха-
рактеризувати як деструктивні зміни тканини. Поді-
бна картина спостерігалась і в окремих ВХ із групи 
СН (у 8 зразках (19%)). У контрольній групі ВХ поді-
бні зміни не відмічались в жодному випадку (рис. 1). 
Слід також зауважити, що кількість судинних компо-
нентів МХ в перших двох групах була також менша, 
особливо у ВХ із дистрофічними змінами.

Таблиця 1.

Панель первинних антитіл

Антитіло Клон Титр Виробник

Кі-67
iNOS

клон SP6
клон Ab-1

1:50
1:100

TermoScientific
TermoScientific

Рис. 1. Досліджувані ворсинки хоріона, зафарбовані гематоксиліном та еозином (x400).  
A – ворсинки хоріона контрольної групи; B – ворсинки хоріона групи спорадичного невиношування вагітності;  

C – ворсинки хоріона групи звичного невиношування.
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пах в більшості досліджуваних тканин ВХ – картина 
подібна до КГ, але в невеликій кількості зразків спо-
стерігалось незначне накопичення iNOS на поверхні 
мікроворсинок СТБ та в окремих ділянках мезенхіми 
(рис. 3).

Підсумовані результати щодо активності експресії 
каспази 3 та iNOS оцінені трьома дослідниками неза-
лежно один від одного та представлені в таблиці 2.

Отримані результати можуть свідчити про значну 
активність процесів проліферації в клітинах циторо-
фобласту нормальних ворсинок хоріона та їх пору-
шення у випадку ЗНВ та СНВ.

Ki 67
Експресія цього маркера спостерігалась лише 

в ядрах клітин ЦТБ та синцитіальних бруньок (СБ) у 
всіх досліджуваних групах. Велика кількість пролі-
феруючих клітин цитотрофобласту спостерігалась в 
контрольній групі. У групах спорадичного та звичного 
невиношувань відмічалась відсутня або дуже низька 
експресія цього маркеру (рис. 2). 

iNOS
Після застосування антитіл до iNOS в контрольній 

групі не було відмічено жодної активності синтази на 
поверхні клітин чи в їх цитоплазмі. У двох інших гру-

Рис. 2. Експресія Ki 67 у структурних компонентах ворсинок хоріона ембріонів людини, отриманих  
після раннього невиношування вагітності та в нормі. A, B – ворсинки хоріона контрольної групи (x100, x400);  

C, D – ворсинки хоріона групи спорадичного невиношування вагітності (x100, x400);  
E, F – ворсинки хоріона групи звичного невиношування (x100, x400).
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Висновки. В результаті проведено-
го дослідження спостерігалось зниження 
активності експресії Ki67 (фактора про-
ліферації) в ядрах клітин цитотрофоблас-
ту при спорадичному та звичному неви-
ношуваннях вагітності, що свідчить про 
зниження процесів проліферації та дифе-
ренціації компонентів гемато-плацентар-
ного бар’єру, сповільнює його формування 
і може відігравати ключову роль у розвитку 
невиношування вагітності.

Перспективи подальших дослі-
джень. Планується більш детальне вивчен-
ня досліджуваного гістологічного матеріалу 
із застосуванням інших імуногістохімічних 
маркерів та скануючої електронної мікро-
скопії.

Рис. 3. Експресія iNOS у структурних компонентах ворсинок хоріона ембріонів людини, отриманих після раннього 
невиношування вагітності та в нормі (x400). A – ворсинки хоріона контрольної групи; B – ворсинки хоріона 

групи спорадичного невиношування вагітності; C – ворсинки хоріона групи звичного невиношування (стрілками 
позначені ділянки незначної експресії iNOS на поверхні мікроворсинок синцитію та в мезенхімі).

Таблиця 2.

Рівень експресії Ki67 та iNOS в структурних 
компонентах ворсинок хоріона ембріонів людини

             Група

Структурні
компоненти

Контрольна 
група

Спорадичне 
невиношу-

вання

Звичне 
невино-
шування

K
i6

7

Цитотрофобласт 3* 0 0

Синцитіотрофобласт 0 0 0

Мезенхіма 0 0 0

iN
O

S

Цитотрофобласт 0 0 0

Синцитіотрофобласт 0 0 0

Мезенхіма 0 0 0
Примітка. * – “0” – негативна реакція, “1” – слабка реакція, “2” – помірна реакція, 
“3” – сильна реакція.
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РОЛЬ ЕКСПРЕСІЇ Ki67 ТА iNOS У РАННЬОМУ НЕВИНОШУВАННІ ВАГІТНОСТІ
Заставний І., Ященко А., Ткач І., Шпонька І., Луцик О.
Резюме. Першим бар’єром та основним компонентом плодово-материнського інтерфейсу на ранніх 

етапах розвитку є структурні компоненти ворсинок хоріона. Детальне вивчення експресії імуногістохімічних 
маркерів Ki67 (нуклеарний маркер проліферації клітин) та iNOS (відіграє важливу роль у фізіологічних та 
патологічних процесах, наприклад – запальних) в структурних компонентах ворсинок хоріона, різних ознак 
їх відповіді на молекулярному рівні при звичному ранньому невиношуванні вагітності дасть можливість 
зрозуміти патогенез цієї патології. 

В результаті проведеного дослідження спостерігалось зниження активності експресії Ki67 в ядрах клітин 
цитотрофобласту при спорадичному та звичному невиношуваннях вагітності, що свідчить про зниження 
процесів проліферації та диференціації компонентів гемато-плацентарного бар’єру, сповільнює його фор-
мування і може відігравати ключову роль у розвитку невиношування вагітності.

Ключові слова: ворсинки хоріона, імуногістохімія, невиношування вагітності, звичне невиношування, 
спорадичне невиношування.

РОЛЬ ЭКСПРЕССИИ Ki67 И iNOS В РАННЕМ НЕВЫНАШИВАНИИ БЕРЕМЕННОСТИ
Заставный И., Ященко А., Ткач И., Шпонька И., Луцик А.
Резюме. Первым барьером и основным компонентом плодово-материнского интерфейса на ранних 

этапах развития являются структурные компоненты ворсинок хориона. Детальное изучение экспрессии 
иммуногистохимических маркеров Ki67 (нуклеарный маркер пролиферации клеток) и iNOS (играет важную 
роль в физиологических и патологических процессах, например – воспалительных) в структурных компо-
нентах ворсинок хориона, различных признаков их ответа на молекулярном уровне при привычном раннем 
невынашивании беременности даст возможность понять патогенез этой патологии.

В результате проведенного исследования наблюдалось снижение активности экспрессии Ki67 в ядрах 
клеток цитотрофобласта при спорадическом и привычном невынашивании беременности, что свидетель-
ствует о снижении процессов пролиферации и дифференциации компонентов гемато-плацентарного ба-
рьера, замедляет его формирование и может играть ключевую роль в развитии невынашивания беремен-
ности.

Ключевые слова: ворсинки хориона, иммуногистохимия, невынашивание беременности, привычное 
невынашивание, спорадическое невынашивание.

THE ROLE OF Ki67 AND iNOS EXPRESSION IN EARLY PREGNANCY LOSS
Zastavnyy I., Yashchenko A., Tkach I., Shponka I., Lutsyk A.
Abstract. The term “pregnancy miscarriage” (PM) includes the loss of the fetus from conception to the 16th-

26th full week of fetal development, depending on the legal norms of different countries and is the most often its 
complication. Early pregnancy miscarriage (until the 12th week of gestation) is the most frequent type of PM.

The first barrier and the main component of the fetomaternal interface in the early stages of development are 
the structural components of the chorionic villi. A detailed study of the expression of Ki67 immunohistochemical 
marker (cell proliferation marker) and iNOS (plays an important role in physiological and pathological processes, 
for example inflammatory) in the structural components of the chorionic villi, various signs of their response at the 
molecular level during spontaneous and recurrent early pregnancy miscarriage will make it possible to understand 
the pathogenesis of this pathology.
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The purpose of this study was to investigate the role of expression of immunohistochemical markers – Ki67 and 
inducible nitrogen oxide synthase in the structural components of the chorionic villi of human embryos derived from 
sporadic, recurrent miscarriage of pregnancy, and to compare the results obtained from artificial abortions.

The group of sporadic miscarriage included 42 samples, a group of recurrent miscarriage included 33 samples 
and control group – 35 samples.

Expression of Ki67 marker was observed only in the nuclei of the cytotrophoblast and syncytial sprouts in all of 
the studied groups. A large number of proliferating cells of the cytotrophoblast was observed in the control group. 
In the groups of sporadic and habitual negligence, there was no or very low expression of this marker.

After the use of antibodies to iNOS, no activity of the synthase on the cell surface or in their cytoplasm was ob-
served in the control group. In two other groups, in most of the studied tissues – the picture was similar to control 
group.

As a result of this study, the Ki67 expression activity was decreased in the cells of cytotrophoblast cells in spo-
radic and recurrent miscarriage of pregnancy, indicating a decrease in the processes of proliferation and differen-
tiation of the components of the hematoplacental barrier, which slows down its formation and can play a key role in 
the development of miscarriage.

Key words: chorionic villi, immunohistochemistry, miscarriage, recurrent miscarriage, sporadic miscarriage.
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МОРФОЛОГІЯ МІЖХРЕБЦЕВОГО ДИСКА ТА КІСТКОВОЇ ТКАНИНИ 

АПОФІЗІВ ТІЛ ХРЕБЦІВ В УМОВАХ МОДЕЛЮВАННЯ ОСТЕОПОРОЗУ
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Зв’язок публікації з плановими науково-
дослідними роботами. Стаття є фрагментом 
досліджень, що проведено за темою НДР: «До-
слідити спільні ланки в механізмі патогенезу остео-
порозу, остеоартрозу та остеохондрозу хребта для 
обґрунтування підходів до підвищення ефективнос-
ті діагностики, профілактики та лікування». Шифр 
теми ЦФ.2017.1.НАМНУ, № державної реєстрації 
0117U001021.

Вступ. Остеохондроз хребта – одне з поширених 
хронічних захворювань людини. Міжхребцеві диски 
є невід’ємною частиною хребта, сприяють його 
рухливості, а також вони підтримують рівномірний 
розподіл напруги на ділянки замикальних пластин. 
В склад цієї складної структури входить хрящові за-
микальні пластинки, волокнисте кільце та драглис-
те ядро, структури, що не мають судин. Живлення 
дисків проходить через судини кісткової тканини. У 
зв’язку з цим, серед розробок в цьому напрямку до-
сліджують зміни якості кісткової тканини. В літера-
турі представлено дані щодо змін мінеральної щіль-
ності тіл хребців, архітектури тіл хребців та впливу 
цих змін на спрямованість дегенеративних прояв в 
міжхребцевих дисках [13,17,18,19], механічної якос-
ті тіл хребців в кореляції зі станом міжхребцевих дис-
ків [19]. Суперечливі дані стосуються стану міжхреб-
цевого диску в умовах різної мінеральної щільності. 
Є дослідження, що проведено на близнюках, в якому 
представлено значущу асоціацію між дегенерацією 
дисків та підвищеною мінеральною щільністю в про-
ксимальному відділі стегнової кістки та попереково-

му відділі хребта [11]. За даними інших дослідників 
в умовах низької мінеральної щільності міжхребцеві 
диски зберігають свою будову [12,20]. 

Відома значна роль субхондральної кісткової тка-
нини у розвитку остеоартрозу, що пов’язано з екс-
пресією остеобластами прозапальних цитокинів та 
ростових факторів, що впливають на хондроцити та 
замикають цикл розвитку артрозу [3,7,9,14]. Якщо 
ці дані екстраполювати на прилеглу до міжхреб-
цевого диску кісткову тканину, то можливо, її роль 
також важлива в розвитку в диску деструктивних по-
рушень [10,15,20]. Однак гістологічних досліджень, 
щодо змін у міжхребцевому диску, залежно від стану 
прилеглої кісткової тканини, зокрема кісткової тка-
нини апофізів не виявлено, хоча ці структури через 
замикальні пластинки пов’язані метаболізмом [16].

Мета дослідження – в експерименті на тва-
ринах дослідити зміни в структурі міжхребцевого 
диску в кореляції з прилеглою кістковою тканиною 
тіл хребців на етапах розвитку остеопорозу, індуко-
ваного оваріоектомією.

Об’єкт і методи дослідження. Об’єкт дослі-
дження – кісткова тканина апофізів тіл хребців та 
міжхребцевий диск.

Експериментальне моделювання остеопорозу. 
Експериментальні дослідження було проведено з 
дотримання вимог гуманного ставлення до піддо-
слідних тварин, регламентованих Законом України 
«Про захист тварин від жорстокого поводження»  
(№ 3447-IV від 21.02.2006 р.) та Європейською кон-
венцію про захист хребетних тварин, які використову-


