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Вступ

Тактика лікування хворих з дегенеративним пошко�
дженням сухожилля сьогодні нe має чіткого патогене*
тичного обґрунтованого алгоритму лікування i харак*
теризується неузгодженістю застосування різних мето*
дів лікування та їх низькою ефективністю. Ці трудно*
щі пояснюються малим вмістом клітинних елементів 
(фібробластів та тендиноцитів) у тканині сухожилля
взагалі та в дегенеративно зміненому зокрема. Власне
клітини сухожилля відіграють важливу роль у процесах
його регенерації та слугують основним джерелом син*
тезу колагену, позаклітинного матриксу та регулятор*
них пептидів – факторів росту. 

Сьогодні одним із перспективних шляхів залучення
до медичної практики досягнень молекулярної та клі*

тинної біології є застосування аутологічних фібробла*
стів та мультипотентних мезенхімальних стромальних
клітин (МСК) у лікуванні дегенеративного пошкоджен*
ня сухожилля, з метою активізації та посилення репа*
ративних процесів у дегенеративно зміненій тканині
сухожилля. Проте, на нашу думку, дуже важливим мо*
ментом при вивченні впливу цих клітин на процеси ре*
генерації в тканині сухожилля є детекція цих клітин 
у зоні патологічного процесу. Існують такі методи де�
текції трансплантованих клітин: радіоімунологіч*
ний; гістохімічний; люмінесцентний. 

Для мічення клітин перед трансплантацією можуть
бути: 

1) люмінесцентні барвники органічного походження; 
2) наночастки; 
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3) генетично вбудовані люмінесцентні зонди [10, 
11, 14]. 

Для цього дослідження нами був обраний флюорес*
центний барвник РКН*26 (Sigma), що зв’язується з мем*
браною клітин. Слід зазначити, що при застосуванні
будь*яких люмінесцентних мітчиків важливим є пи*
тання гасіння фонової аутолюмінісценції тканини [9].
Феномен аутолюмінесценції пов’язаний з тим, що 
в структурі сухожилля переважає колаген I типу, що ха*
рактеризується емісією з піком хвиль між 410 і 450 нм
з плечем до 510 нм. Зменшення інтенсивності аутолю*
мінесценції може відбуватися шляхом додавання сто*
ронніх домішок, збільшення концентрації самої люмі*
нуючої речовини (концентраційне гасіння), а також
під дією нагрівання, інфрачервоного опромінення,
електромагнітного поля тощо [12]. Результати дослі*
джень ряду авторів показали, що для гасіння аутолюмі*
несценції використовують деякі розчини, наприклад,
гліцину, боргідриду Na, Sudan Black [9].

Мета роботи – визначити локалізацію люмінес*
центно мічених аутологічних клітин у дегенеративно
зміненій тканині сухожилля при їх місцевому та гене*
ралізованому введенні. 

Матеріали і методи 

Дослідження виконано на 56 статевозрілих щурах*
самцях, масою 300±12 г, розподілених на 4 групи по 
14 тварин у кожній. Щурів утримували в умовах віварію
на стандартному харчовому раціоні з вільним досту*
пом до їжі та води. Дослідження проведені у вересні–
листопаді 2010 р. 

Використовували культивовані аутологічні МСК
(АМСК), отримані з резеційованого фрагмента стегно*
вої кістки [13]. Культуру аутологічних фібробластів
(АФ) шкіри отримували за методом Л. Г. Абрафикова зі
співавт. [1, 2].

Моделювання дегенеративно*дистрофічного по*
шкодження сухожилля у щурів (300±12 г) проводили
шляхом ін’єкційного введення в товщу ахіллового су*
хожилля 0,03 мл розчину дипроспану кожні 7 діб про*
тягом 4 тижнів.

На 28 добу:
• тваринам І дослідної групи в кожне сухожилля вво*

дили АМСК у дозі 2,5¥105 клітин;
• тваринам ІІ дослідної групи вводили АМСК у дозі

5¥105 клітин внутрішньовенно;
• тваринам ІІІ дослідної групи вводили АФ у дозі

2,5¥105 клітин у кожне сухожилля; 
• тваринам контрольної групи моделювали ана*

логічне пошкодження із введенням фізіологічного
розчину. 

Попередньо АМСК і АФ мітили флуоресцентним
барвником РКН*26 (Sigma), що характеризується збу*
дженням при l=551 нм та емісією при l=557 нм згідно
з інструкцією фірми виробника. 

Тварин виводили з експерименту на 7 і 21 добу з мо*
менту проведення терапії. Усі маніпуляції з тваринами
здійснювали відповідно до вимог біоетики та міжна*
родних принципів Європейської конвенції про захист

хребетних тварин, які використовуються для екс*
периментальних та інших наукових цілей, а також 
“Загальними принципами експериментів на тваринах”,
схваленими II Національним конгресом з біоетики
(20.09.2004 р., Київ, Україна). 

Для люмінесцентної мікроскопії (LOMO МИКМЕД*2)
готували кріостатні зрізи сухожилля товщиною 7 мкм.
Гасіння аутолюмінесценції проводили за допомогою
інкубації зразків у 0,3 М розчині гліцину (Fluka) або
0,1% розчині боргідриду Na. Отримані результати фік*
сували фотографуванням. При статистичному опрацю*
ванні результатів використовували однофакторний
дисперсійний аналіз і t*критерій Стьюдента з програ*
мою Exсel.

Результати та їх обговорення

Люмінесцентна мікроскопія
кріостатних зрізів сухожилля
Контрольна група
Люмінесцентна мікроскопія кріостатних зрізів сухо*

жилля тварин контрольної групи показала, що дослі*
джувана тканина має аутолюмінесценцію. Нами були
проведені експерименти по гасінню (зниженню інтен*
сивності) аутолюмінесценції сухожилля, з метою більш
точної візуалізації введених клітин. Для гасіння ауто*
люмінесценції нами було обрано 0,3 М розчину гліци*
ну і 0,1% боргідриду Na, оскільки, на наш погляд, ці
речовини найменш агресивні для тканини сухожилля
(діапазон часу інкубації варіював у межах 10, 20, 30, 
60 хв). Отримані результати показали, що 30*хвилинна
інкубація зрізів призводить до зниження аутолюмінес*
ценції до фонового рівня (рис. 1).

Як відомо, гліцин (аміноцтова кислота H2N—СН2—
СООН) оптично не активний, на відміну від інших амі*
нокислот, і не обертає площину поляризованого світла
вправо або вліво залежно від природи амінокислоти.
Слід зазначити, що використання 0,1% боргідриду Na
також призводить до аналогічного результату, однак
часовий проміжок становить 60 хв. Таким чином, для
гасіння аутолюмінесценції кріостатних зрізів сухожил*
ля оптимальною є 30*хвилинна інкубація в розчині 
0,3 М гліцину. 

Важливим етапом було дослідження впливу гліцину
на люмінесценцію самої мітки РКН*26, інтегрованої 
в клітини трансплантата. Нами було виконано серію
експериментів з вивчення впливу розчину 0,3 М гліци*
ну на люмінесцентні характеристики пофарбованих
РКН*26 клітин АМСК, культивованих in vitro. Отримані
дані представлені на рис. 2 і свідчать про те, що оброб*
ка гліцином не призводить до змін. Клітини люмінес*
ціювали в червоному діапазоні спектра, світіння було
яскравим і чітким.

Усі наступні дослідження кріостатних зрізів сухо*
жилля тварин дослідних груп виконували із включен*
ням етапу гасіння аутолюмінесценції.

При люмінесцентній мікроскопії кріостатних зрі*
зів сухожилля тварин І–ІІІ груп спостерігалося світіння 
в червоному діапазоні спектра на 7 і 21 добу після про*
ведення терапії.
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Рис. 1. Світлова (а) і люмінесцентна (без гасіння (б); з гасінням (в) аутолюмінесценції) мікроскопія сухожилля тварин 
контрольної групи. Одне й те саме поле зору, стрілками позначені об’єкти гасіння. 50

Рис. 2. Люмінесцентна мікроскопія культури АМСК: а – мічена РКН-26; 
б – після 30 хв інкубації в 0,3 М розчині гліцину. Представлено те саме поле зору. 50

Рис. 3. Світлова (а) і люмінесцентна (б) мікроскопія сухожилля тварин І групи з терапією АМСК,
мічених РКН-26 (локальне введення), 7 доба. 50. Стрілками позначені зони світіння

Рис. 4. Світлова (а) і люмінесцентна (б) мікроскопія сухожилля тварин І групи з терапією АМСК,
мічених РКН-26 (локальне введення), 21 доба. 50. Стрілками зазначені зони світіння

а б

а б

а б
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Рис. 5. Світлова (а) і люмінесцентна (б) мікроскопія сухожилля тварин ІІ групи з терапією АМСК,
мічених РКН-26 (внутрішньовенне введення), 7 доба. 50. Стрілками позначені зони світіння

Рис. 6. Світлова (а) і люмінесцентна (б) мікроскопія сухожилля тварин ІІ групи з терапією АМСК,
мічених РКН-26 (внутрішньовенне введення), 21 доба. 50. Стрілками позначені зони світіння

а б

а б

Рис. 7. Світлова (а) і люмінесцентна (б) мікроскопія сухожилля тварин ІІІ групи  з терапією АФ,
мічених РКН-26, 7 доба. 50. Стрілкою позначені зони світіння

а б

Рис. 8. Світлова (а) і люмінесцентна (б) мікроскопія сухожилля тварин ІІІ групи з терапією АФ,
мічених РКН-26, 21 доба. 50. Стрілкою позначені зони світіння

а б
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І група
На 7 добу після проведення терапії світіння в черво*

ному діапазоні спектра було чітким, мало вигляд вкра*
плень і локалізувалося по центру і краях препаратів
(рис. 3). 

На 21 добу – світіння в червоному діапазоні спектра.
характеризувалося невеликим зниженням інтенсивно*
сті порівняно з 7 добою, мало вигляд вкраплень 
і локалізувалося по центру препаратів (рис. 4). Знижен*
ня інтенсивності світіння може бути пояснене перероз*
поділом зв’язаного барвника в мембрани дочірніх клі*
тин і може бути вказівкою на проліферацію трансплан*
тованих клітин.

ІІ група
На 7 добу після проведення терапії світіння в черво*

ному діапазоні спектра було слабкої інтесивності, не
чітким і локалізувалося по центру і краях препаратів
(рис. 5). 

На 21 добу – світіння в червоному діапазоні спектра
було не інтенсивним, локалізувалося по центру й краях
препаратів (рис. 6). Наявність АМСК, що світяться в зо*
ні ушкодження, свідчить про їх хоумінг.

ІІІ група
• На 7 добу після проведення терапії світіння в чер*

воному діапазоні спектра було яскравим, чітким і лока*
лізувалося по центру препаратів (рис. 7). Мічені кліти*
ни розташовувалися конгломератами між колагенови*
ми волокнами.

• На 21 добу – світіння в червоному діапазоні
спектра було інтенсивним, локалізувалося по центру 
й краях препаратів (рис. 8). Кількість елементів світін*
ня збільшувалася порівняно з 7 добою, що може бути
вказівкою на проліферацію мічених клітин. 

Слід зазначити, що візуальне дослідження місць су*
хожиль із трансплантованими клітинами в усіх випад*
ках показало відсутність запальної реакції.

На сьогоднішній день у світі існує багато способів
відновлення пошкодженої структури сухожиль, до яких
належать: 

1) стимулювання регенераційних процесів шляхом
уведення фармацевтичних препаратів;

2) застосування клітинної терапії;
3) трансплантація алогенної тканини сухожилля або

синтетичних матеріалів [4, 6, 8].
Проте жоден з них не гарантує позитивного резуль*

тату при лікуванні саме дегенеративних пошкоджень
сухожилля. 

Як відомо, аутологічні МСК кісткового мозку здатні
диференціюватися в широкий спектр клітин, включаю*
чи фібробласти й теноцити [13]. У повідомленні про
дослідження авторів, які були проведені паралельно на*
шим експериментам, повідомляється про застосування
МСК для лікування тендопатій у сполученні з колаге*
новими гелями і синтетичними матеріалами [15]. Слід
відмітити кореляцію отриманих цими авторами ре*
зультатів, щодо терапевтичного ефекту і збереженості

трансплантованих МСК в експериментах in vitro і на*
ших даних в дослідах in vivo.

У нашій роботі показано, що при введенні АМСК як
локально, так і способом внутрішньовенного введення
клітини визначалися в сухожиллях, однак при локаль*
ному введенні у більшій кількості, ніж при внутрішньо*
венному. Це явище, ймовірно, пов’язано з тим, що
трансплантовані внутрішньовенно АМСК потрапляють
у велике коло кровообігу, переважно заселяючи органи
кровоутворення, як показано в роботі Т. Х. Фатхудино*
ва и др. [7]. 

Цікавим було виявлення відмінності між АМСК і АФ
за характером світіння введених клітин. При викори*
станні АФ на 21 добу спостереження визначали інтен*
сивне світіння введених клітин, які утворювали конгло*
мерати, що розташовуються безпосередньо в оточенні
колагенових волокон. При цьому використання АМСК
при аналогічному способі введення у той же строк спо*
стереження характеризувалося дифузним розподілом
мічених клітин у сухожиллях. На нашу думку, одним 
з пояснень цього феномену можуть бути різні ростові
характеристики введених клітин, а саме, більш високий
проліферативний індекс культури фібробластів порів*
няно з мультипотентними мезенхімальними стромаль*
ними клітинами. Отримані дані про присутність міче*
них трансплантованих клітин у тканині дегенератив*
ного сухожилля корелюють з даними гістологічного
дослідження, що свідчать про виражений регенератив*
ний ефект при використанні аутологічних клітин [8].

Висновки

1. При введенні мічених АМСК і АФ у зону пошко*
дження сухожилля на 7 і 21 добу в ній виявляється сві*
тіння, що вказує на присутність цих або їх дочірніх клі*
тин у зоні введення.

2. При місцевому введенні АМСК відзначається при*
сутність більшої кількості клітин у зоні пошкодження,
ніж при внутрішньовенному введенні. 

3. Хоумінг досліджуваних АМСК свідчить про мож*
ливість застосування внутрішньовенного шляху вве*
дення клітин при лікуванні дегенеративних пошко*
джень сухожилля. 

4. Застосування АМСК і АФ поліпшує міцнісні харак*
теристики пошкоджених сухожиль. 
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SURGICAL TREATMENT 
OF DIABETIC OSTEOARTHROPATHY OF THE FOOT AT THE ACUTE STAGE
A. P. Liabakh, O. E. Mihnevych, V. M. Piatkovskyi, O. A. Turchyn, S. V. Homych 

Results of surgical treatmentof 16 patients with acute diabetic osteoarthropathy (DOA) of foot joints
have been analyzed. All the patients did not have secondary infection of the arthropaty zone and ana�
mnestically there were no trophic foot ulcers. The stage of DOA was defined according to the modified
S. N. Eichenholz classification, the localization – according to L. J. Sanders and R. G. Frykberg. As for lo�
calization there were 4 patients with zone II, 2 patients with zone III, 5 patients with zones III and IV,
and 5 patients with zone IV. The surgical procedure consisted in total synovectomy, removal of loose
osteochondral fragments, arthrodesis with stable internal fixation. The results were assessed in terms
from 12 to 30 months after operation according to the AOFAS score. The average function level was 91
scores for zone II localization, 87 scores for zone III, 75 scores for zones III and IV, 84 scores for zone IV.

Key words: diabetic foot, Charcot foot, osteoarthropathy.

ХИРУРГИЧЕСКОЕ ЛЕЧЕНИЕ 
ДИАБЕТИЧЕСКОЙ ОСТЕОАРТРОПАТИИ СТОПЫ В ОСТРОЙ СТАДИИ
А. П. Лябах, О. Э. Михневич, В. М. Пятковский, Е. А. Турчин, С. В. Хомич 

Проанализированы результаты хирургического лечения 16 пациентов с диабетической ос�
теоартропатией стопы (ДОА стопы) в острой стадии. У всех пациентов не было вторично�
го инфицирования участка артропатии и отсутствовал анамнез трофических язв стопы.

ХІРУРГІЧНЕ ЛІКУВАННЯ
ДІАБЕТИЧНОЇ ОСТЕОАРТРОПАТІЇ СТОПИ В ГОСТРІЙ СТАДІЇ

А. П. Лябах, О. Е. Міхневич, В. М. Пятковський, О. А. Турчин, С. В. Хомич
ДУ “Інститут травматології та ортопедії АМН України”, м. Київ




