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Захворювання периферійних ар-

терій (ЗПА) є важливою медико–со-

ціальною проблемою як для пацієн-

тів з країн з низьким рівнем дохо-

дів населення, так і розвинених кра-

їн. За даними великих статистичних 

досліджень, більш ніж у 250 млн. па-

цієнтів у світі діагностують ЗПА, при-

чому, переважно в країнах, що роз-

виваються. Глобальне поширення 

ЗПА збільшилося на 24% з 2000 до 

2010 р., з 164 до 202 млн.

Близько 140,8 млн. (70%) хворих 

живуть у регіонах з низьким і се-

реднім рівнем доходів на душу на-

селення, частота ЗПА у них на 29% 

більша порівняно з минулим десяти-

літтям.
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Проте, в регіонах з високим рів-

нем доходів також спостерігають 

збільшення частоти ЗПА – на 13% 

протягом десятирічного періоду [1, 

2].

В Україні ЗПА, зокрема, ХКІНК 

є важливою медичною та еконо-

мічною проблемою, оскільки во-

ни спричиняють ранню інвалідиза-

цію та збільшення смертності паці-

єнтів працездатного віку. Значне по-

ширення ЗПА та недостатня ефек-

тивність сучасних методів лікування 

(хірургічні втручання з відновлен-

ня прохідності артеріальних судин, 

створення обхідних шунтів) зу-

мовлюють необхідність проведен-

ня подальших досліджень і розроб-

ки принципово нових видів терапії 

ЗПА [3].

Використання аутологічних стов-

бурових клітин є відносно новим 

перспективним методом лікуван-

ня ЗПА, проте, широке застосування 

і впровадження цієї методики в клі-

нічну практику обмежене недостат-

ньою кількістю доклінічних експе-

риментальних досліджень [4].

Мета дослідження: вивчити мор-

фофункціональний стан нижніх 

кінцівок кролів, у яких моделювали 

ХНІНК, до і після застосування куль-

тури сингенних стовбурових клі-

тин, одержаних з жирової тканини 

(ADSCs).

Дослідження проведене на 18 

кролях–самицях породи Шиншила, 

масою тіла (3,2 ± 0,6) кг, віком (16 ± 

5) міс, яких тримали у стандартних 

умовах віварію, за природного освіт-

лення.

Відповідно до мети роботи, твари-

ни розподілені на три групи: І група 

– псевдооперовані (виконаний роз-

різ шкіри без судинного етапу), ліку-

вання не проводили (n = 3); ІІ група 

– оперовані, тваринам вводили ізо-

тонічний розчин NaCl (n = 5); ІІІ гру-

па – оперовані, тваринам вводили 

ADSCs (n = 10).

Оперативне втручання вико-

нували під загальною анестезією, 

згідно Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals published by the 

US National Institutes of Health. Для 

наркозу використовували ксилазин 

(10 мг/кг внутрішньом’язово) та ке-

тамін (70 мг/кг внутрішньом’язово). 

Премедикацію здійснювали шляхом 

введення димедролу та анальгіну (10 

мг/кг внутрішньом’язово). Всі твари-

ни оперовані за методикою створен-

ня анатомічної моделі ХКІНК [3].

Під час оперативного втручання в 

одного кроля групи ІІ вилучена жи-

рова клітковина з заочеревинного 

простору для подальшого вирощу-

вання ADSCs [5].

Під час оперативного втручання 

проводили біопсію м’язів стегна та 

гомілки оперованої кінцівки [6].

Через 4 тиж після оперативно-

го втручання та встановлення стадії 

ХКІНК тваринам групи ІІІ вводили 

культивовані сингенні ADSCs у 4 точ-

ки на стегні і гомілці у найбільші м’я-

зові масиви.

Через 5 тиж після оперативного 

втручання в усіх тварин оцінювали 

стадію ішемізації тканин оперованої 

кінцівки за даними гістологічного 

дослідження, стан мікроциркуляції 

методом лазерної флоуметрії (апа-

рат ЛАКК–02), стан тазової кінцівки 

за допомогою функціональних ме-

тодів (визначення гомілково–стег-

нового кута під час гравітаційної 

екстензії кінцівки, ступеня розхо-

дження пальців при приземленні ла-

пи на тверду горизонтальну поверх-

ню, вираженості рефлексів нижньої 

кінцівки) [6].

Через 5 тиж після введення ADSCs 

в усіх тварин повторно проводи-

ли інструментальні і функціональні 

тести для оцінки стану оперованої 

кінцівки. 

Після цього тварин виводили з 

експерименту шляхом передозуван-

ня тіопентал–натрію (200 мг/кг вну-

трішньоочеревинно).

Макроскопічно оцінювали стан 

судин та м’язів нижніх кінцівок з 

обох боків, після чого для гістоло-

гічного дослідження забирали фраг-

менти м’язів стегна та задньої групи 

гомілки. Матеріал фіксували у 10% 

розчині нейтрального формаліну, 

виготовляли поперечні заморожені 

зрізи товщиною 20 – 30 мкм за до-

помогою мікротома–кріостата МК–

25 (Ростех, Росія). Зрізи забарвлю-

вали гематоксиліном та еозином. 

Препарати фотографували за допо-

могою мікроскопа Olympus BX51 

та цифрової фотокамери Olympus 

Zoom 4040 (Olympus, Японія). 

Оцінювали площу м’язових волокон 

та їх периметр. Аналіз мікрофото 

проводили за допомогою програми 

для аналізу біомедичних зображень 

ImageJ ver. 1.50 (National Institutes of 

Health, США, open–source).

Після цього проведена аутопсія з 

пошаровим дослідженням уражених 

кінцівок, вилученням суміжних груп 

м’язів на оперованих та інтактних 

кінцівках, порівняльним зважуван-

ням, макрометричною візуальною 

оцінкою та сантиметричною об’єм-

ною оцінкою суміжних груп м’язів 

на обох кінцівках.

Кровопостачання тазової кінців-

ки кроля відповідає такому у ссавців 

(зокрема, у людини), крім деяких де-

талей. Колатералі між гілками стег-

нової артерії (СА) з басейну зовніш-

ньої клубової артерії і гілками вну-

трішньої клубової артерії не так роз-

винений як, наприклад, у мишей [7]. 

У кролів клінічно важливою арте-

рією тазової кінцівки є велика під-

шкірна артерія (ВПА), що є гілкою 

СА до переходу її у підколінну арте-

рію. Вона відповідає за васкуляри-

зацію задньої групи м’язів стегна та, 

спускаючись нижче колінного суг-

лоба, розгалужується на пальцеві ар-

терії. ВПА компенсує слабий розви-

ток задньої великогомілкової артерії 

і майже немає колатеральних зв’яз-

ків з глибокою стегновою артері-

єю та іншими великими гілками СА. 

Через це, повне перекриття просві-

ту СА вище місця відгалуження ВПА 

спричиняє гостру артеріальну іше-

мію тазової кінцівки та унеможлив-

лює моделювання ХКІНК [8, 9].

За даними нашого спостережен-

ня, у тварин виявляли різні варіанти 

анатомії магістральних судин стег-

нової ділянки, залежно від чого оби-

рали тактику хірургічного втручан-

ня. Основним критерієм для зву-

ження СА є її діаметр. В досліджува-

них групах він становив від 0,5 до 2 

мм. Також спостерігали різні варіан-

ти розташування судинно–нервово-

го пучка стегна (від підшкірного до 

глибокого, що містився у м’язовому 

масиві медіальної поверхні стегна). 

Для створення моделі ХКІНК вико-

нували такі дії: в умовах асептики та 

антисептики, попередньо звільнив-

ши від шерсті ділянку оперативно-

го втручання з використанням депі-

ляційного крему, на медіальній по-

верхні стегна, на 1 см нижче пахвин-

ної зв’язки, робили розріз довжиною 

4 – 6 см. Після тупої дисекції присе-
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редньої групи м’язів стегна отрима-

ний доступ до нервого–судинно-

го пучка. Шляхом тупої дисекції, гід-

ропрепарування мобілізували СА. 

Вище місця відгалуження ВПА на 

СА накладали лігатуру (Prolene 5/0). 

Ступінь стенозу контролювали за 

допомогою шкали–лінійки. Після за-

вершення судинного етапу операції 

видаляли ділянку (1  0,5 см) медіаль-

ного м’яза стегна для гістологічного 

дослідження. Рану зашивали наглухо 

(шовк 4/0) безперервним швом, на-

кладали щільну асептичну пов’язку, 

додатково закріплювали її для запо-

бігання механічного пошкодження 

після операції. Через 2 год після опе-

рації вводили анальгін 10 мг/кг вну-

трішньом’язово. В усіх кролів про-

водили антибіотикопрофілактику 

шляхом введення цефтріаксону (50 

мг/кг, внутрішньом’язово, один раз 

на добу протягом 3 діб) [3].

Утримання, маркування та всі ма-

ніпуляції проводили з дотриман-

ням правил виконання робіт з вико-

ристанням експериментальних тва-

рин, затверджених наказом МОНМС 

України № 249 від 01.03.2012 “Про 

затвердження Порядку проведен-

ня науковими установами дослі-

дів, експериментів на тваринах”, та 

принципів Директиви 2010/ 63/EU 

Європейського парламенту та Ради 

Європи про захист тварин, що вико-

ристовують з науковою метою.

  , 
     

(ADSCs).
Культура ADSCs отримана з міні-

мального фрагмента заочеревин-

ного білого жиру кролів об’ємом до 

3 см3. Жировий фрагмент двічі про-

мивали фосфатно–сольовим буфе-

ром з розчином антибіотиків/ан-

тимікотиків, 1000 Од/мл (BioWest, 

Франція). Промитий жир подріб-

нювали скальпелем та перетравлю-

вали в суміші ферментів – 0,1% про-

нази та 0,1% колагенази типу ІА в се-

редовищі DMEM: F12, доповненої 2% 

FBS (усі виробництва Sigma–Aldrich, 

США) протягом 1 год при темпера-

турі 37° С за швидкості 200 об./хв в 

шейкері–інкубаторі (Biosan, Латвія). 

Реакційну суміш розбавляли п’яти-

разово фосфатно–сольовим буфе-

ром (Sigma–Aldrich, США) та цен-

трифугували при 800 g протягом 10 

хв при температурі +4°С в холодо-

вій центрифузі 5810R (Eppendorf, 

Німеччина). Клітини ресуспендува-

ли у ростовому середовищі та влива-

ли в культуральний флакон T 75 см2 

(SPL, Корея). Первинну культуру пер-

есаджували у культуральні флакони 2 

 T 75 (SPL, Корея). Терапевтичні до-

зи ADSC для всіх тварин нарощували 

протягом 20 діб. Одноразова терапе-

втична доза становила 5  106 клітин 

на одну тварину.

Ростове середовище для ADSC 

складається з –MEM, 10% FBS, 1 нг/

мл bFGF (Sigma–Aldrich, США), 100 

Од/мл розчину антибіотиків/ан-

тимікотиків (BioWest, Франція). 

Субкультивування клітин здійсню-

вали сумішшю трипсину та розчину 

ЕДТА у співвідношенні 0,05%:0,02% 

у фосфатно–сольовому буфері 

(Sigma–Aldrich, США). Щільність по-

сіву становила 103 клітин в 1 см2.

Усі типи клітин вирощували в 

мультигазовому інкубаторі (Binder 

CB210, Німеччина) в атмосфері 5% 

СО
2
 та 5% О

2
 і насичуючій вологос-

ті 97%.

   -
 

Для встановлення приналежнос-

ті клітин та відповідних функціо-

нальних характеристик виконували 

стандартні тести прямого диферен-

ціювання за трьома ортодоксаль-

ними напрямками, притаманними 

мультипотентним мезенхімальним 

стромальним клітинам – адипоген-

ним, остеогенним та хондрогенним 

[10].

Адипогенне диференціювання 

проводили в середовищі: DMEM–

HG (4,5 г/л), 10% FBS, 1 мкмоль дек-

саметазону, 200 мкмоль індомета-

цину, 500 мкмоль ізобутилметилк-

сантину, 5 мкг/мл інсуліну (Sigma–

Aldrich, США) та 5% донорської си-

роватки коней (BioWest, Франція). 

Через 14 діб клітини фіксували і за-

барвлювали. Для виявлення адипо-

генного диференціювання клітини 

забарвлювали 0,5% розчином барв-

ника Oil Red O для нейтральних вну-

трішньоклітинних ліпідів (Sigma–

Aldrich, США) [11].

Остеогенне диференціюван-

ня проводили в середовищі: DMEM 

з низьким вмістом глюкози (1 г/л), 

10% FBS, 100 нмоль дексаметазо-

ну, 10 ммоль –гліцерофосфату та 

50 мкг/мл аскорбат–2–фосфату 

(Sigma–Aldrich, США). Через 21 добу 

клітини фіксували та забарвлювали. 

Для виявлення остеогенного дифе-

ренціювання клітини забарвлювали 

2% розчином барвника Alizarin Red 

S для відкладень кальцифікованого 

позаклітинного матриксу (Sigma–

Aldrich, США) [11].

Хондрогенне диференціювання 

проводили з використанням методу 

мікромас–культури протягом 21 до-

би; 300 000 клітин центрифугували 

протягом 14 хв з швидкістю 2000 об./

хв для одержання осаду об’ємом 15 

мл в пробірках (Nunc, США). Осади 

клітин (мікромасу) культивували в 

хондрогенному індукційному серед-

овищі, що містило DMEM з глюко-

зою 4,5 г/л (PAA, Німеччина) з дода-

ванням 50 мкг/мл аскорбат–2–фос-

фату (Sigma–Aldrich, США), 40 мкг/

мл L–проліну (Sigma–Aldrich, США), 

100 мкг/мл натрію пірувату (Sigma–

Aldrich, США), 10 нг/мл rhTGF– 3 

(Sigma, США), 10–7 моль дексаметазо-

ну (Sigma–Aldrich, США), 1% ІТS, що 

містив 6,25 мкг/мл інсуліну, 6,25 мкг/

мл трансферину, 6,25 нг/мл натрію 

селеніту (Gibco, США), 1,25 мг/мл 

альбуміну сироватки биків (Sigma–

Aldrich, США) [7]. Одержані хондро-

їди різали на мікротомі, зрізи забарв-

лювали альціановим синім (Sigma–

Aldrich, США) для виявлення кислих 

глікозаміногліканів.

Мікроскопію виконували на ін-

версійному флуоресцентному мі-

кроскопі AxioObserver A1, оснащено-

му цифровою камерою AxioCamERc 

5s та програмним забезпеченням 

ZEN 2012 (Carl Zeiss, Німеччина).

Отримані статистичні дані ана-

лізували за допомогою пакета 

SPSS Statistics Base v.22 (IBM, США). 

Величини оцінювали методами опи-

сової статистики. Для визначення 

виду розподілу ознак використаний 

критерій Колмогорова–Смирнова; 

відмінностей ознак в експеримен-

тальних групах – тест ANOVA; кіль-

кісних параметрів стану м’яза при 

порівнянні між групами – непараме-

тричний критерій Манна–Уїтні.

Після оперативного втручання у 

кролів груп ІІ і ІІІ спостерігали різні 

стадії ХКІНК: у 7 кролів групи ІІІ (під-

група ІІІа) та 4 кролів групи ІІ (під-

група ІІа) виявлено ХКІНК без не-

кротичних змін на оперованій кін-

цівці; у 3 кролів групи ІІІ (підгрупа 

ІІІб) та 1 кроля групи ІІ (підгрупа ІІб) 
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– ХКІНК з некротичними змінами (у 

2 – виразку шкіри без інфікування, 

у 2 – суху гангрену нижньої трети-

ни гомілки). Цим кролям додатково 

вводили ADSCs у місця дефекту шкі-

ри, в життєздатні тканини вище міс-

ця патологічного процесу.

В підгрупі ІІІб через 5 тиж після 

введення ADSCs спостерігали заго-

єння виразок шкіри (наявність гра-

нуляцій, часткова епітелізація ра-

ни), тварина користувалася кінців-

кою під час пересування; в групі ІІб 

загоєння виразок не було, відзначе-

не прогресування некрозу гомілки 

до рівня верхньої третини.

За даними лазерної флоуметрії у 

тварин групи І показник мікроцир-

куляції оперованої кінцівки (вимі-

ри проводили у 2 точках на стегні, 

2 – на гомілці та в ділянці післяопе-

раційного рубця) становив у серед-

ньому (14,5 ± 1,1) ОД, у тварин гру-

пи ІІ – (9,6 ± 1,6) ОД, групи ІІІ – (11,2 

± 0,9) ОД.

При визначенні ступеня розхо-

дження пальців при опусканні тва-

рини на горизонтальну поверхню 

(рефлекс приземлення) більшою 

мірою він проявлявся у групах І і ІІІ 

(суб’єктивна оцінка). При визначен-

ні рівня гравітаційної екстензії (в 

нормі – помірна флексія тазової кін-

цівки) виявлено майже повну відсут-

ність довільної флексії у групі ІІ та 

субфізіологічну флексію – в групі ІІІ. 

В групі І відхилень від норми не спо-

стерігали.

При макроскопічному дослі-

дженні оперованих тазових кінці-

вок встановлене значне розширен-

ня підшкірних судин (діаметр цих 

судин наближався до діаметра СА) у 

тварин групи ІІІ, що не спостерігали 

у тварин інших груп та на неоперо-

ваних кінцівках.

За даними морфологічного дослі-

дження м’язів гомілки у кролів гру-

пи І в середній третині м’яза відзна-

чений судинно–нервовий пучок, що 

складався з великої артерії, вени та 

нерва. В товщі м’яза м’язові волок-

на полігональної, подекуди трикут-

ної форми, розділені тонкими про-

шарками сполучної тканини. Групи 

пучків відокремлені полями сполуч-

ної тканини (перимізій), що містить 

мікросудини. За даними морфо-

метричного аналізу, площа пере-

різу м’язових волокон в цій ділянці 

становила у середньому (1742,24 ± 

121,62) мкм2, периметр м’язових во-

локон – (168,23 ± 6,38) мкм.

У кролів групи ІІ у середній тре-

тині м’яза виявлений судинно–не-

рвовий пучок, що складався з вели-

кої артерії, вени та нерва. Відзначали 

потовщення стінки артерії, зокре-

ма, її середнього шару. В товщі м’я-

за м’язові волокна, як правило, ок-

руглої форми, подекуди з інвагіна-

ціями контуру, розділені прошарка-

ми сполучної тканини, кількість якої 

збільшена. Групи пучків відокремле-

ні полями сполучної тканини (пери-

мізій), що містив мікросудини, кіль-

кість їх зменшена, просвіт вузький. 

За даними морфометричного ана-

лізу, площа перерізу м’язових воло-

кон в цій ділянці становила у серед-

ньому (3640,22 ± 216,93) мкм2, пери-

метр м’язових волокон – (281,46 ± 

14,19) мкм.

У кролів групи ІІІ у середній тре-

тині м’яза судинно–нервовий пучок 

складався з крупної артерії, вени та 

нерва. Відзначене потовщення стін-

ки артерії, зокрема, середнього шару. 

В товщі м’яза м’язові волокна як ок-

руглої, так і полігонально–трикутної 

форми, розділені помірно вираже-

ними прошарками сполучної ткани-

ни. Групи пучків відокремлені поля-

ми сполучної тканини (перимізій), 

що містить мікросудини, артеріоли, 

венули. За даними морфометрич-

ного аналізу середня площа пере-

різу м’язових волокон в цій ділянці 

становила у середньому (2782,25 ± 

149,58) мкм2, периметр м’язових во-

локон – (209,85 ± 7,57) мкм.

За даними статистичного аналізу, 

середня площа у тварин групи ІІ до-

стовірно більша, ніж у тварин групи І 

(р < 0,05) та групи ІІІ (р = 0,001).

Середній периметр м’язового во-

локна також найбільший і достовір-

но різнився від такого у кролів ІІ гру-

пи порівняно з показником у тварин 

групи І (р < 0,001) і ІІІ (р = 0,007).

За результатами морфологічного 

дослідження, виявлений набряк м’я-

зових волокон у кролів груп ІІ і ІІІ, що 

розцінювали як прояв атрофії внас-

лідок ішемії. Застосування ADSCs у 

кролів групи ІІІ сприяло зменшенню 

набряку та кількості волокон з зміне-

ною конфігурацією.

Результати функціональних тестів 

свідчили про певне відновлення 

функції оперованої кінцівки у кро-

лів групи ІІ (ступеня фізіологічних 

рефлексів), що зумовлене частко-

вою регенерацією м’язової тканини.

Оцінка стану мікроциркуляції свід-

чила про покращення підшкірно-

го кровообігу у тварин групи ІІІ по-

рівняно з таким у тварин групи ІІ, що 

можна пов’язати, по–перше, з роз-

витком нового клінічно значущо-

го колатерального кровообігу через 

систему судин шкіри і підшкірного 

прошарку, по–друге, з неоангіогене-

зом у власне м’язовій тканині [12, 13].

Наші дані корелюють з результа-

тами інших дослідників, проте, во-

ни використовували інші методи 

оцінки стану нижніх кінцівок (ангі-

ографію) [6]. Новизною нашого до-

слідження є використання синген-

них стовбурових клітин, одержаних 

з жирової тканини, а не з кісткового 

мозку.

Таким чином, використання 

ADSCs за умови моделювання ХКІНК 

у кролів сприяло відновленню функ-

ції нижньої кінцівки, що проявляло-

ся якісними і кількісними змінами 

морфофункціональних показників 

через 5 тиж після їх введення.
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