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ПоширеністьхворобсистемикровообігувУкра-
їніпостійнозростає.Заданимифахівцівохо-

рони здоров’я, захворюваність зросла в 2,7разу
в2013р.порівняноіз1996р.Призбереженнітакої

тенденції прогнозують, що до 2020 р. захворюва-
ністьукраїнізбільшитьсящена40,1%.

Симптоми хронічної ішемії нижніх кінцівок
відзначаютьу3%населення,утретинизнихчерез
5—7роківпісляпоявипершихознакзахворюван-
нярозвиваєтьсякритичнаішемія [1,4].Хвороба
характеризуєтьсяболемукінцівцівстаніспокою
та загрозою втрати нижньої кінцівки внаслідок
значного зниження притоку крові до ураженої
кінцівки, асоціюється з дуже високим рівнем
захворюваностітасмертності[1,5,6].Термiнхро-
нічнакритичнаішеміянижньоїкінцівки(ХКІНК)

Поширеністьзахворюваньпериферичнихартерійстановить3—10%узагальнійпопуляціїта15—20%середосібвіком
понад70років.Цізахворюванняуражують27млносібвЄвропітаСША.Щорічнакількістьновихвипадківкритичноїіше-
міїнижніхкінцівокстановитьвід500до1000випадківна1млннаселення,звищимрівнемсередпацієнтівздіабетом.

Мета роботи—поліпшитирезультатилікуванняхворихнахронічнукритичнуішеміюнижніхкінцівокшляхомрозробки
івпровадженняметодикиаутологічноїтрансплантаціїмультипотентнихстовбуровихмезенхімальнихстромальнихклітин.

Матеріали і методи.Дослідженняпроведенонабазіклінічнихцентрівкафедрихірургії№4Національногомедичного
університетуіменіО.О.Богомольця—відділеннясудинноїхірургіїОлександрівськоїклінічноїлікарнім.Києватавідді-
лення судинної хірургії Головного військового госпіталю МО України. Дизайн дослідження: 1-й період — скринінговий,
2-й період — рандомізація та розподіл хворих по групах лікування, 3-й період — лікування, 4-й період — спостереження
(3роки).Забірпідшкірно-жировоїклітковини,культивуванняіпересадкуавтологічнихмезенхімальнихстовбуровихклітин
зазапропонованоюнамиметодикоюпроведено41пацієнту.

Результати та обговорення.Частотазбереженнянижньоїкінцівкиупацієнтів,якимвводилистовбуровіклітинизади-
поцитів(СКА),буластатистичнозначущобільшою,ніжупацієнтів,котримзастосовувалиіншівидитерапії,тастановила
82%черезтрирокиспостереження.

Висновки. Терапевтичний механізм дії СКА, досліджений на тваринних моделях та у пацієнтів, переважно полягає
втому,щорістсудинвідбуваєтьсявішемічнійкінцівці,можливо,внаслідоквзаємодіїлокальнихсудиннихізапальнихклі-
тинтаін’єктованихСКА.Угрупіпацієнтів,якіотримувалицейвидтерапії,відзначеноменшучастотуампутацій,ніжугру-
пах,вякихїїнеотримували.
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зазвичайзастосовуютьщодопацієнтівзхронічни-
миішемічнимиболямивкінцівцівстаніспокою,
виразками, гангреною або щодо верифікованого
облітерувальногоендартеріїту[5,7].

Поширеність захворювань периферичних арте-
рійстановитьвід3до10%узагальнійпопуляціїта
15—20%середосібвікомпонад70років.Назахво-
рюванняпериферичнихартерійхворіє27млносіб
вЄвропітаСША[8].Щорічнореєструютьвід500
до 1000 нових випадків критичної ішемії нижніх
кінцівок(КІНК)на1млннаселення,середпацієн-
тівздіабетомцейпоказникнайвищий[1].Частота
захворюваньартерійнижніхкінцівокмаєвиражену
віковузалежність:нехарактернадо50роківтарізко
зростає з віком. Понад 95% випадків ХКІНК
єнаслідкоматеросклеротичногостенозуабооклю-
зії. Іншіпотенційніджерелахронічногоартеріаль-
ногооклюзійногозахворюванняартерій—емболі-
зації, аневризми підколінної артерії з хронічним
тромбозом,синдромстисненняпідколінноїартерії,
облітерувальний тромбангіїт (хвороба Бюргера),
фіброзно-м’язова дисплазія, коарктація аорти,
артеріїт Такаясу, ендофіброз зовнішньої клубової
артеріїтарадіаційнеураження.Більшістьпацієнтів
з КІНК мають багатосегментне ураження артерій.
Найтяжчимвважаютьдистальнийтипчерезнайви-
щийризиквеликихампутаційнижньоїкінцівки.

Мета—поліпшитирезультатилікуванняхворих
на хронічну критичну ішемію нижніх кінцівок
шляхомрозробки івпровадженняметодикиауто-
логічної трансплантації мультипотентних стовбу-
ровихмезенхімальнихстовбуровихклітин.

Матеріали і методи

Дослідженняпроведеноу2010—2014рр.набазі
клінічнихцентрівкафедрихірургії№4Національ-
ногомедичногоуніверситетуіменіО.О.Богомоль-
ця—відділеннясудинноїхірургіїОлександрівської
клінічної лікарні м. Києва та відділення судинної
хірургіїГоловноговійськовогогоспіталюМОУкра-
їни відповідно до наказу МОЗ України від
10.10.2007 р. №630 «Про затвердження Порядку
проведенняклінічнихдослідженьклітиннихітка-
нинних трансплантатів та експертизи матеріалів
клінічнихвипробувань»тазміндо«Порядкупро-
веденняклінічнихвипробуваньлікарськихзасобів
та експертизи матеріалів клінічних випробувань»,
затвердженогоМОЗУкраїнивід13.02.2006р.№66.

Дизайн дослідження

1-й період — скринінговий (до 2 тиж). Оцінка
можливості залучення в дослідження. На цьому
етапіпроведеновсіобстеженняхворих.

2-й період — підписання інформованої згоди,
рандомізація.Поділнагрупилікування(2дні).

3-йперіод—лікування(впродовж1,5міс).
4-йперіод—періодспостереження(3роки).

Удослідженнязалученопацієнтів,уякихвико-
нання хірургічної реконструкції судинного русла
було неможливим: наявність протяжної оклюзії
стегновоїартеріїзпереходомнадистальнерусло;
ураження судин дистальних сегментів з поганим
прогнозом; виконані раніше реконструктивні
втручаннянаартеріяхнижніхкінцівок,якінеусу-
нулихронічної ішеміїзанеможливостіповторної
операції;декомпенсаціясоматичноїпатології,яка
могла б перешкодити виконанню хірургічного
втручання.

У дослідженні взяли участь 110 пацієнтів із
болемукінцівціустаніспокою,ішемічнимнабря-
ком і трофічними змінами (IIIA, IIIБ і IV стадії
ішемії нижньої кінцівки згідно з класифікацією
Європейськоїасоціаціїангіологівісудинниххірур-
гів), спричиненими нереконструктабельними
оклюзувальними та облітерувальними захворю-
ваннямиартеріальнихсудиннижніхкінцівок.

Для оцінки недоцільності реконструкції засто-
совувалишкалуFinnvasc.

Пацієнтів розділили на три групи за методом
лікування:1-ша(n=48)—групаротаційноїостео-
перфорації,2-га(n=21)—вводилипрепаратфак-
тораростуендотеліоцитівдлястимуляціївласного
ангіогенезу, 3-тя (n=41) — проведено забір під-
шкірно-жировоїклітковини,культивуванняіпере-
садку автологічних мезенхімальних стовбурових
клітин за запропонованою нами методикою.
91 (81,8%) пацієнт груп лікування був чоловічої
статі,вікколивавсявід45до90років,усередньому
(68,0±8,5) року. Середній вік контрольної групи
був(67,7±4,2)року,пацієнтівчоловічоїстатібуло
72,9%.Різницяцихпоказниківміжгрупамиєста-
тистично недостовірною. Останню групу вивчено
внашомудослідженні.Клініко-демографічніхарак-
теристикипацієнтівнаведеноутабл.1.

Технологія методу лікування хронічної 
критичної ішемії нижніх кінцівок  
із застосуванням аутологічних  
мезенхімальних стовбурових клітин
Матеріалбралипідмісцевоюанестезією.Спеці-

альної підготовки хворого не проводили. Після
оброблення шкіри на животі хворому проводили
пошарову інфільтраційну анестезію розчином
новокаїнуаболідокаїну2%.Звичайнимчеревце-
вимскальпелемвиконувалирозрізумісцівведен-
ня анестетика завдовжки 0,5—2,0см. Щоб не
зруйнувати жирову тканину під час заготівлі,
транспортування і пересадки, виконували забір
інтактнимипорціямималимиканюлямизвелики-
ми отворами. Це дає змогу зберегти структуру
жирової тканини. До канюлі під’єднували спеці-
альний пристрій, який здійснює забір жиру
(шприцабоємність,під’єднанудовідсмоктувача).
Після видалення жиру проколи зашивали косме-
тичнимишвами.
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Клітинний трансплантат «Аутологічні мезенхі-
мальні клітини з жирової тканини людини
(АМК-ЖТ)» — культура мезенхімальних клітин
людини. Для отримання препарату АМК-ЖТ
використовують матеріал біологічного походжен-
ня,якийвідбираютьвасептичнихумоваххірургії.
Відповідає вимогам до стерильного біологічного
матеріалу людини. Препарат передають у клініку
встерильнійупаковці.

Формузгодипацієнтанаодержанняівикорис-
тання автологічних мезенхімальних клітин запо-
внювали дослідник, пацієнт і повноважний пред-
ставникТОВ«БіоПроСтемТехнолоджі».

Виділення первинного вихідного  
біологічного матеріалу
Роботи з клітинним матеріалом виконують

у стерильних боксах лабораторії в ламінарних
боксах з вертикальною подачею потоку повітря.
Забраний в асептичних умовах операційної ліпо-
аспірат у кількості 50мл поміщали у стерильну
закритуємністьзширокимгорломзкришкою,яка
містила тканинний консервувальний розчин
(поживне середовище типу DMEM або 199 та
суміш антибіотиків пеніцилін/стрептоміцин по
2000ОД/мл).

Ємністьзліпоаспіратоммаркували(ПІБпаці-
єнта,номерматеріалу,датаічасзаготівлі)іпомі-
щали у холодильник або термоізоляційний кон-
тейнер за температури від 0 до 4 °С. Матеріал
можезберігатисявтакихумовахнебільше12год.
Длякожногозразкавихідногоматеріалузаповню-
валисупровіднукартку.

Вихіднийматеріалдляотриманняклітинтранс-
портувалиізсупровідноюдокументацієювопеча-
таній термоізоляційній тарі критим транспортом
у лабораторію «Біо Про Стем Технолоджі». Час
транспортуваннянеперевищував6год.

Одержання суспензії стромально-судинної 
фракції клітин з ліпоаспірату

Промивання отриманого ліпоаспірату

Даніізсупровідноїкарткипроліпоаспіратзано-
сятьдожурналуреєстраціїбіологічногоматеріалу.

Зовнішню поверхню ємності з вихідним мате-
ріалом обробляють 70% спиртом. В умовах ламі-
нарного боксу з дотриманням правил асептики
матеріалпромиваютьтричістерильнимфізіологіч-
нимрозчиномаборозчиномХенкса,якиймістить
суміш антибіотиків пеніцилін/стрептоміцин по
2000ОД/мл.Післяпромиванняліпоаспіратзали-
шаютьна12годзатемператури4°С.

Одержання первинної суспензії клітин 
стромально-судинної фракції

Ліпоаспіратдезагрегуютьферментативновумо-
вах ламінарного боксу в 0,2% розчині Пронази
(500млпоживногосередовищаDMEM/F12+1г
пронази) у співвідношенні 1:1 протягом 60 хв за
температури 37 °С при постійному помішуванні
в термошейкері зі швидкістю 220 об./хв. Потім
розчинпроназизклітинамистромально-судинної
фракції акуратно відсмоктують піпеткою знизу,
залишившичистийжируємності.

Проназно-клітинну суспензію розливають по
центрифужних пробірках та центрифугують на
холоді за температури 4 °С протягом 15 хв при
2000об./хв.Надосадовурідинувідбираютьпіпет-
кою,аосадпромивають1разрозчиномфосфатно-
сольовогобуфера(PBS)уцентрифужнихпробір-
кахпри1500об./хвпротягом10хв.

Після промивання PBS клітинний осад ресус-
пендуютьуростовомусередовищі:

500мл поживного середовища DMEM/F12 +
2мл4%розчинугентаміцину+0,0005г/мламфо-
терицинуВ+10%ЕТС+600мгL-глутаміну.

Т а б л и ц я  1
Розподіл клініко-демографічних характеристик хворих за групами

Показник
1-ша група 

(n = 48)
2-га група  

(n = 21)
3-тя група 

(n = 41)
р

Разом 
(n = 110)

Вік(M±m),роки 66,4±9,8 67,7±8,7 69,8±6,5 0,64 68,0±8,5

Чоловіки,% 81,3 81,0 82,9 0,97 81,8

Супутнізахворювання

Артеріальнагіпертензія,% 64,6 66,7 68,3 0,92 66,4

Цукровийдіабет,% 47,9 47,6 53,7 0,93 50,0

Ішемічнахворобасерця,% 81,2 71,4 70,7 0,83 75.5

Гіперліпідемія,% 54,2 52,4 53,7 0,99 53,6

Гострийрозладмозковогокровообігуванамнезі 3(7,8%) 2(9,5%) 3(7,4%) 0,83 8(7,2%)

Тютюнокурінняванамнезі,% 37,5 38,1 41,5 0,92 39,1

Індексмаситіла,кг/м2 26,8±3,4 27,9±2,9 28±5,6 0,68 27,6±3,6
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Визначення кількості життєздатних клітин

Підрахуноккількостіжиттєздатнихклітинпро-
водятьукамеріГоряєвазвикористанням3%оцто-
воїкислоти(підраховуютьусіклітини,якімістять
ядро) та 0,1% розчину трипанового синього (під-
раховуютьзафарбованізагибліклітини).

Культивування та пасажування клітин 
стромально-судинної фракції

Ресуспендовані в ростовому середовищі
первинно ізольовані клітини засівають в культу-
ральні флакони площею 75см2 у концентрації
5·104 клітин, які містять ядро, на 1см2 флакона.
ІнкубуютьклітинидоутвореннямоношарувСО2-
інкубаторі у вологій атмосфері за температури
37 °С та 5% СО2. Ростове середовище міняють
кожних3—4доби.

Пасажування,абосубкультивування,проводять
звикористаннямсумішірозчинівтрипсину/ЕДТА
успіввідношенні0,05%:0,02%уPBS,рН7,4.Кое-
фіцієнтпасаженнястановив1:2.

Фасування суспензії клітин  
та маркування пробірок

Клітини розливають шприцом у кріопробірки
місткістю1,8мл.Об’ємсуспензіїклітинукожній
кріопробірці має бути однаковим і становити
(1,00±0,05)мл.

Готують чотири контрольні кріопробірки
з0,25млклітинноїсуспензії:

· длябактеріологічногоконтролю;
· дляполімеразноїланцюговоїреакціїнасифі-

ліс, токсоплазмоз, гепатити А, В, С, D, G, герпес
1/2 типу, гонококову інфекцію, червону висипку,
кір, цитомегаловірусну інфекцію, інфекцію Еп-
штейна—Барр,мікоплазмоз,хламідіоз;

· для полімеразної ланцюгової реакції на вірус
імунодефіцитулюдини;

· для перевірки життєздатності клітин після
розморожуваннятаімунофенотипуванняклітин.

Кріопробірки з клітинами маркують, вказуючи
номерзразка.

Визначення імунофенотипу клітин

Мембранні поверхневі рецептори (позитивна
експресіяCD105,CD44,CD73,CD90)визначають
методомпротоковоїцитофлуорометріїзвикорис-
танням клітинного сортера BD FACSAria II cell
sorter за допомогою моноклональних антитіл
укультурахадипознихмезенхімальнихстовбуро-
вихклітин.Дляроботипередають1·106розморо-
жених клітин. Дані про імунофенотип клітин
отримуютьувиглядідокумента,завіреногозавід-
увачемлабораторіїіпечаткоюорганізації,якапро-
водилатестування.

При контролі готової продукції на кожному
етапіпроводятьвибраковуванняпрепаратів.

Препаративибраковують:
· завідсутностімаркування;
· припорушеннігерметичностікріопробірок;
· припорушеннірозморожуваннячерезвипаро-

вуванняазоту;
· за наявності будь-якого виду бактеріальної,

вірусної чи мікоплазмової флори; якщо кількість
життєздатнихклітинусуспензіїменше60%.

Заповнення аналітичного паспорта

Ваналітичнийпаспортвносятьтакідані:
· ПІБтавікпацієнта,вякогобулозабраноліпо-

аспірат;
· маркуваннязразкаклітин;
· кількістьампул,об’ємсуспензії;
· кількість клітин в 1мл і загальна кількість

клітин;
· стерильність;
· суспензія клітин перевірена на відсутність

будь-якоївірусноїімікоплазмовоїфлори;
· підпис відповідального за кріоконсервований

матеріал.

Знезараження відходів

Відходивиробництвапідлягаютьзнезараженнюта
утилізаціїзгіднозчиннимисанітарнимиправилами.

Передпередачеюпрепаратузазапитомклінічної
установи,пробіркивпевнійкількостівиймаютьіз
стерильної упаковки та перевіряють на наявність
маркування, цілісність герметичності. Неякісні
пробірки вибраковують, знезаражують та утилі-
зують. Марковані пробірки з клітинами людини
упаковують у транспортні сумки розробленого
зразказгніздами,котрізабезпечуютьнерухомість
та цілісність флаконів у кількості, яка необхідна
дляподальшогозастосування.

Напробіркинаклеюютьетикеткунаякійзазна-
чають:

· назвуітоварнийзнакпідприємства-виробника;
· назвупрепарату;
· номерсерії;
· термінпридатності;
· умовизберіганнятанапис«Біопрепарати».
Транспортують контейнер з пробірками будь-

яким видом транспорту відповідно до «Правил
перевезеннявантажівібагажу,якішвидкопсують-
ся»іправил,якідіютьнацьомувидітранспорту.

Клітинилюдинипередаютьзазапитомклінічної
установивнативномустанізісупровідниманалі-
тичним паспортом, який вклеюють у клінічну
карткухворого.

Контроль продукту виробництва

Контролю підлягають зразки вироблених пре-
паратів(табл.2).

Зразки,котрідосліджуютьнастерильність,засі-
ваютьнеменшеніжпо1млкожнийудвіпробірки,
які містять 20мл тіогліколевого середовища. Ще
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двіпробіркизтіогліколевимсередовищемзалиша-
ють незасіяними для контролю стерильності
поживнихсередовищнавесьперіодінкубаціїдослі-
джуванихзразків.Посівивтіогліколевомусередо-
вищііконтрольніпробиінкубуютьутермостатіза
температуривід20до25°Ставід30до35°С.

Зразкивитримуютьдвідобизавідповідноїтем-
ператури, після чого проводять посів по 0,5мл
зкожноїпробіркивіншідвіпробірки,якімістять
10млтіогліколевогосередовища.Пересівиінкубу-
ютьзатихсамихтемператур,щоіпробірки,зяких
булопроведеновисів.Результатиреєструютьчерез
однудобупісляпересіву.

Термінінкубаціїпосівівутермостаті—14діб.
Посіви переглядають щоденно. За відсутності

росту мікроорганізмів у поживних середовищах
вважають, що зразки відповідають вимогам сте-
рильності.

Наявність росту мікроорганізмів у поживних
середовищах оцінюють візуально макроскопічно
(каламуть,плівка,осад,включення)імікроскопіч-
но.Зазначаютьтемпературу,заякоївідбувсяріст,
морфологіюклітинтазабарвленнязаГрамом.

Уразівиявленняростунавітьводнійпробірці
проводятьповторнийконтрольподвійноїкількості
зразківцієїсерії.Якщовиявленорістхочабводній
пробірці під час повторного контролю препарат
вважаютьнестерильним.

Згідно з наказом МОЗ України препарати
донорської крові перевіряють імуноферментним
методом на наявність сифілісу, ВІЛ-1 та ВІЛ-2,
гепатитівВтаС.

Перевірку на наявність ToRCH-інфекції (Toxo-
plasma gondii, вірус краснухи, цитомегаловірус,
вірус простого герпесу 1 та 2 типів), сифілісу,
ВІЛ-1таВІЛ-2,гепатитівВтаС,токсоплазмозута
мікоплазми проводять відповідно до інструкції
«Застосування полімеразної ланцюгової реакції
для виявлення збудників інфекційних захворю-
ваньлюдини»(Методичнівказівки9.9.5.101-2003.
Виданняофіційне.—К.,2003).

Концентраціюклітинвизначаютьметодоммікро-
скопування в камері Горяєва або на приладі Fluo-

romertyзгідноз інструкцієювиробника.Дляцього
стерильним одноразовим 10-міліметровим шпри-
цом через ін’єкційну голку клітини перемішують
у контейнері. Дві краплі клітинної суспензії нано-
сятьнапредметнескло,зякихнабираютьмеланжер
до першої позначки, а з клітин, котрі залишилися,
роблять мазки. У меланжер до кінцевої позначки
добираютьрозчинметиленовогосиньогона2%роз-
чиніоцтовоїкислоти(10-разоверозведення).

ТехнологіявиробництвапрепаратуАМК-ЖТне
міститьотруйнихітоксичнихречовинінеперед-
бачаєспеціальнихзаходівзохоронидовкілля.

Лабораторний етап виготовлення АМК-ЖТ
тривав2—3тижзалежновідвікухворого,оскільки
звікомкількістьмультипотенційнихмезенхімаль-
нихклітинупідшкірно-жировійклітковинізмен-
шується[2]ідляотриманнянеобхідноїкількості
клітинпотрібнабільшакількістьпасажів.

Методика введення мезенхімальних 
стовбурових клітин 

Уведенняавтологічнихклітинпроводилиамбу-
латорнобеззнеболюванняіпопередньоїпідготов-
ки. Перше введення здійснювали в 4 точки на
м’язах стегна та 4 у гомілково-ступеневий м’яз.
Вмістпробіркизпрепаратом(10мл)розподіляли
у 8 шприців для внутрішньом’язового введення.
Останнєзазвичайбулобезболіснимтанеспричи-
няломісцевихускладнень.Антисептичнітаасеп-
тичніумови—якпризвичайнихін’єкціяхвумо-
вахманіпуляційноїкімнати.

Друге введення (через 2—3 тиж) проводили
після отримання другої порції препарату (10мл),
яку розподіляли по 1,5мл у 4 шприци для
внутрішньом’язових ін’єкцій. Препарат уводили
в4точкинагомілці,4мл—системновнутрішньо-
веннокрапельноу200млфізіологічногорозчину
0,9%NaClпіслявнутрішном’язовихін’єкцій.Третє
введення(через2—3тиж)повторювалодруге.

Підчаскожноговізитупроводилиопитування
пацієнта, визначали наявність і ступінь вираже-
ностіякпрогнозованих,такінеочікуванихпобіч-
нихреакцій.

Т а б л и ц я  2
Характер і способи контролю зразків вироблених препаратів

Параметр,  
який контролюють

Установлене значення Метод контролю

Стерильність Препаратмаєбутистерильним

Заметодикою«Контрольстерильностіконсервованої
крові,їїкомпонентів,препаратів,консервованого
кістковогомозку,плазмозаміннихтаконсервуючих
розчинів,умовїхзаготівлі»,затвердженоюнаказом
МОЗУкраїни№164від05.07.1999р.

Концентраціяклітин Неменшеніж(1,00±0,04)·106/мл Візуальнометодоммікроскопування

Концентрація
життєздатнихклітин

Неменшеніж(70±10)%відпочаткової
Методкультивування
Візуальнометодоммікроскопування

Герметичність Маютьбутигерметичними Візуально
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Висновок про ефективність досліджуваного
препаратуробилизурахуваннямусіхоб’єктивних
і суб’єктивних даних, отриманих під час дослі-
дження.

Супутнє лікування учасників дослідження

Досліджуванийпрепаратпризначалинатлістан-
дартної терапії відповідно до протоколу ведення
хворих,якийзастосовуютьуклініці.Невикористо-
вувалипростагландиниувиглядіінфузійноїтерапії.
Завесьперіоддослідженняіякмінімумза72годдо
його початку пацієнтам забороняли вживати алко-
голь, приймати інші лікарські препарати, зокрема
продуктинаосновітравабохімічніпрепарати.

Підчасучастівдослідженніпацієнтимоглиотри-
мувати в стаціонарі поліфункціональні розчини
(«Реосорбілакт»400,0млвнутрішньовеннокрапель-
но,«Латрен»200,0млвнутрішньовеннокрапельно);
підчасамбулаторногоперіодуспостереженняпаці-
єнтаммоглипризначатитівортінудобовійдозі2,4г,
ацетилсаліциловукислотувдозі100мг.

Під час участі в дослідженні пацієнти могли
отримуватитиклопідинудозі250мгдвічінадобу,
«ТромбоАСС»удозі100мгодинразнадобу,пен-
токсифілінудозі100мгвнутрішньовенно,нікоти-
новукислотувдозі4,0мгвнутрішньом’язоводвічі
на добу, папаверин у дозі 2,0 внутрішньом’язово
двічінадобу,фізіолікування.Підчасамбулаторно-
го періоду спостереження пацієнтам можна при-
значати ацетилсаліцилову кислоту в дозі 100мг
абоклопідогрельудозі75мг/добу.

Результати
Характеристики клітин,  
отриманих із ліпоаспірату

Після культивування не виявлено жодних
додаткових забруднень, що свідчить про те, що
зразкиаспіратунебули інфікованіпідчасзабору
аботранспортування.

Устромоваскулярнійфракціїчасткажиттєздат-
нихклітинстановила(87,4±3,2)%.Увсіхзразках
стовбурових клітин з адипоцитів (СКА) середня
кількістьмоноядернихжиттєздатнихклітинбула
(520,2±98,6)тис.на1гбілогожиру.

Після ідентифікації клітин методом протокової
цитофлуометріїтавизначеннякластерівдиференці-
аціївиявилося,щочасткаCD14-,CD34-іCD45-по-
зитивнихклітин(длявиявленнямакрофагів,гема-
топоетичних і ендотеліальних клітин), становила
відповідно(5,9±0,8),(32,2±4,6)та(28,7±6,2)%.

Через2—3тиж(тривалістькультивуваннязале-
жалавідвікухворого),якіочікувалося,кількість
CD45-, CD14- і CD34-позитивних клітин значно
зменшиласядо1—2%,тодіяк99%культивованих
СКА мали маркери мезенхімальних стовбурових
клітин—позитивнізаCD73((99,9±0,4)%)іCD90
((99,4±0,5)%):

CD34– 0,97—2,2%
CD73+ 89,9—99,7%
CD45+ 0,32—1,13%
CD90(Thy-1) 96,9—100,0%
CD105 96,5—98,0%
Характеристикиклітинтаїхзмінипіслякульти-

ваціїнаведенонарис.1,2таутабл.3.
Підрахуваликолонії,якімістилипонад50коло-

нієутворюючихфібробластів(CFU-F).CFU-Fроз-
раховувалиділеннямкількостіколонійнакількість
клітин, посіяних на середовище. За час культиву-
ваннякількістьCFU-Fсуттєвонезбільшилась,але
рівеньподвоєнняпопуляції(PDL—загальнакіль-
кість разів, коли клітини в популяції подвоїлися
змоментуїхпервинноїізоляціїin vitro)збільшився
з2,3±1,4до5,2±0,8.Формуладлярозрахунку:

n=3,32(logUCY–logl)+X,
де n — кінцевий рівень PDL даної субкультури;
UCY—кількістьклітинуційточці;l—кількістьклі-
тин,якувикористовувалиякінокулятнапочаткуцієї
субкультури;X—рівеньподвоєнняінокулята,який
використовувалидляініціюваннясубкультури.

CВФ—стромоваскулярнафракція.

Рис. 1.Кількістьклітиннапочаткукультивування
тавкінці,%

Р0—післяпершогопасажу;Р1—укінцікультивування.

Рис. 2.Зміниухарактеристикахклітин
підчаскультивування
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В кінці культивування в усіх зразках було віді-
брановід30·106—40·106СКА.Оцінювалиекспресію
генівOct4, Nanog і Telomeraseякконтрольбезпечнос-
ті, щоб заперечити будь-які забруднювальні плю-
рипотентніабораковіклітинивкультурі.Рівніцих
маркерівплюрипотентностібулизначнонижче,ніж
устандартнихклітин(наприклад,улюдськихембрі-
ональнихстовбуровихклітин).Каріотипклітинного
препаратунепоказаваномалійужодногопацієнта.

Уведенняклітинум’язтавнутрішньовенноне
супроводжувалось ускладненнями або небажани-
миявищамиідобрепереносилосяхворими.

Длявизначеннячивпливаєзапропонованеліку-
ваннянаризикампутаціїнижньоїкінцівкирозра-
хуваливідношенняшансів(ВШ)із95%довірчим
інтервалом(ДІ).Розрахункипроводилидляоцін-
киризикуяквсіхвидівампутацій,такілишевисо-
кихампутацій.

Значущезбільшенняшансівзбереженнякінців-
кибулолишеу3-їгрупипорівняноізконтрольною
таіншимигрупамилікування(ВШ0,224(95%ДІ
0,086—0,579),χ2=0,0001дляконтрольноїгрупита
ВШ 2,344 (95% ДІ 1,939—5,853) для інших груп
лікування.

Лише лікування у 3-й групі знижувало ризик
великої ампутації порівняно із контрольною та

іншими групами лікування (ВШ 6,698 (95% ДІ
2,069—21,680)іВШ0,358(95%ДІ1,111—1,158).

Висновки

Критичнаішеміянижніхкінцівокєнайтяжчою
формою захворювання периферичних артерій
і асоціюється з дуже високим ризиком ампутації
ураженоїкінцівкитасмерті.

Рівень високих ампутацій безпосередньо впли-
ваєнатривалістьжиттяхворих.

Терапевтичниймеханізмдіїстовбуровихклітин
задипоцитів,дослідженийнатвариннихмоделях
таупацієнтів,переважнополягаєвтому,щоріст
судинвідбуваєтьсявішемічнійкінцівці,можливо,
завдяки взаємодії локальних судинних і запаль-
них клітин та ін’єктованих стовбурових клітин
задипоцитів.

Частотазбереженнянижньоїкінцівкиупацієн-
тів, яким вводили стовбурові клітини з адипоци-
тів,буластатистичнозначущобільшою,ніжу1-й
та2-йгрупі,тастановила82%черезтрирокиспо-
стереження.Найменшукількістьвеликихампута-
ційвідзначеноу3-йгрупі(2,3%нижчеколінного
суглобута7,3%-вище),тодіякуконтрольнійгрупі
вонастановила18та24%відповідно.

Конфлікту інтересів немає.
Участь авторів: концепція і дизайн дослідження, статистичне опрацювання даних — Н. Л.; 
збір матеріалу, написання тексту — Н. Л., Д. Д.; обробка матеріалу — Н. Л., О. К.-Я.; 
редагування — В. Ч.

Т а б л и ц я  3
Характеристики клітин під час культивування 

Показник CD14, % CD45, % CD34, % CFU-F, % Подвоєння популяції, %

СВФ 5,46±0,1 28,92±0,64 25,10±0,35 5,99±0,12

Початок 1,25±0,9 3,25±0,13 15,97±0,3 12,56±0,08 2,39±0,03

Кінець 0,92±0,17 1,14±0,05 1,47±0,08 15,66±0,13 4,59±0,04
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Методика	лечения	больных	с	нереконструктабельной		
хронической	критической	ишемией	нижних	конечностей	

с	использованием	аутологичных	мезенхимальных	стволовых	клеток
Н. Ю. Литвинова 1, В. А. Черняк 1, Е. И. Кефели-Яновская 2, Д. Е. Дыбенко 1

1НациональныймедицинскийуниверситетимениА.А.Богомольца,Киев
2Киевскиймеждународныйуниверситет

Распространенностьзаболеванийпериферическихартерийсоставляет3—10%вобщейпопуляциии15—20%среди
лицстарше70лет.Этизаболеванияпоражают27млнлицвЕвропеиСША.Ежегодноеколичествоновыхслучаевкрити-
ческойишемиинижнихконечностейсоставляетот500до1000случаевна1млннаселения,свысокимуровнемсреди
пациентовсдиабетом.

Цель работы—улучшитьрезультатылечениябольныххроническойкритическойишемиейнижнихконечностейпутем
разработкиивнедренияметодикиаутологичнойтрансплантациимультипотентныхстволовыхмезенхимальныхстромаль-
ныхклеток.

Материалы и методы. Исследование проведено на базе клинических центров кафедры хирургии №4 Национального
медицинского университета имени А.А. Богомольца — отделения сосудистой хирургии Александровской клинической
больницы г. Киева и отделения сосудистой хирургии Главного военного госпиталя МО Украины. Дизайн исследования:
1-йпериод—скрининговый,2-йпериод—рандомизацияираспределениебольныхпогруппамлечения,3-йпериод—лече-
ние,4-йпериод—наблюдение(3года).Заборподкожно-жировойклетчатки,культивированиеипересадкуаутологических
мезенхимальныхстволовыхклетокпопредложеннойнамиметодикепроведено41пациенту.

Результаты и обсуждение. Частота сохранения нижней конечности у пациентов, которым вводили стволовые клет-
кисадипоцитов(СКА),быластатистическизначимобольше,чемупациентов,которымприменялидругиевидытерапии,
исоставила82%черезтригоданаблюдения.

Выводы. Терапевтический механизм действия СКА, исследованный на животных моделях и у пациентов, преимуще-
ственнозаключаетсявтом,чторостсосудовпроисходитвишемическойконечности,возможно,врезультатевзаимодействия
локальныхсосудистыхивоспалительныхклетокиинъецированныхСКА.Вгруппепациентов,получавшихэтотвидтера-
пии,отмеченаменьшаячастотаампутаций,чемвгруппах,вкоторыхеенеполучали.

Ключевые слова: критическая ишемия нижних конечностей, заболевания периферических артерий, стволовые клет-
кисадипоцитов,ангиогенез.

Methods	of	treating	patients	with	non-restructuring	chronic	critical	lower	
limb	ischemia	using	autologous	mesenchymal	stem	cells

N. Yu. Litvinova 1, V. A. Chernyak 1, O. I. Kefeli-Yanovska 2, D. E. Dybenko 1

1O.O.BohomoletsNationalMedicalUniversity,Kyiv
2KyivInternationalUniversity

Theprevalenceofperipheralarteriesdisease(PAD)rangesfrom3to10%inthegeneralpopulation,reaching15—20%insubjects
olderthan70years.PDAaffects27millionpeopleinEuropeandtheUSA.Theannualnumberofcasesofcriticallowerlimbsisch-
emia(CLLI)isfrom500to1000newcasesper1millionofthepopulation,withahighlevelamongpatientswithdiabetes.

The aim —toimprovetheresultsoftreatmentofpatientswithCLLIthroughthedevelopmentandimplementationofmethods
ofautologoustransplantationofmultipotentmesenchymalstemstromalcells.

Materials and methods.Thestudywasconductedonthebasisof twoclinicalcentersof theDepartmentofSurgery№4of
O.O.BogomoletsNationalMedicalUniversity—vascularsurgerydepartmentofAlexandrovskaclinicalhospitalandclinicofvas-
cularsurgeryoftheMainmilitaryhospitalMinistryofDefenceofUkraineandhadthefollowingdesign:1period—screening,2nd
period—randomizationanddistributionofpatientsbytreatmentgroups,3rd—treatment,4th—periodofobservation(3years).
Samplingofsubcutaneousfat,cultivationandtransplantationofautologousmesenchymalstemcellsaccordingtothemethodpro-
posedbyuswerecarriedoutto41patients.

Results and discussion.Thefrequencyofpreservationofthelowerlimbsinpatientswhowereinjectedwithadipocytestem
cells(ASC)wasstatisticallysignificantlyhigherthaninpatientswhousedothertypesoftherapy,andwas82%afterthreeyears
offollow-up.

Conclusions.TherapeuticmechanismofactionofASC,researchonofanimalmodelsandinpatients,mostlyliesinthefactthat
thegrowthofbloodvesselsoccursinischemiclowerlimb,possibly,throughtheinteractionoflocalvascularandinflammatorycells
andinjectedASC.Asaresult,patientswhoreceivedthistypeoftherapyhadasmallerpercentageofperformedamputationsthan
patientswhodidnotreceiveit.

Key words:criticallowerlimbsischemia,peripheralarteriesdisease,adipocytestemcells,angiogenesis.
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