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ГЛАВА 3 . 

OБWl 1IE ВОПРОСЫ ОРТОПЕ
ДИИ 

ПЕРСПЕКТИВЫ ТРАНСПЛ
АНТАЦИИ КУЛЬТИВИРОВ

АННЫХ КЛЕТОК 

КОСТНОГО МОЗГА ПРИ ЛЕ
ЧЕНИИ ДИАФИЗАРНЫХ П

ЕРЕЛОМОВ 

в.м. Шимон, 

А.А. Шерегий 

Ужгородский 

Национальный универси
тет, 

кафедра общей хирургии 

травматологи и - ортопедии , 

Ужгород. Украина 

лее важными являются ост
еобласты, осте

оциты и остеокласты
, которые и отвечаю

т 

за образование , поддержание и резо
рбцию 

кости . 

Клетки, участвующ
ие в остеогенезе, 

свое 

., .,. 

J~ 
·гr 

)( 

1(1' 

:11 

■ Кость - это плотная многокомпоне
нтная 

материя, состо
ящая из клеточ

ных эле

ментов, заключенны
х в матрикс, обра

зованный ограниче
скими (коллагеновы

е 

волокна, липид
ы, пептиды, пр

отеины, 

гликопротеины,
 полисахариды

 и цитра

ты) и неорганически
ми (фосфат кальция,

 

карбонаты, бикарбона
т натрия, магнезия, 

фториды) соединен
иями [14]. 

J 
происхождение берут 

из мезенхимальных 

(стромальных) клеток
 костного мозга и на

ходятся в эносте и пер
иосте ( надкостнице) . 

Количество этих кл
еток регулируется б

ио

химическими сиг
нальными молеку

лами в ~
1 

Она обеспечивает стр
уктурную помержку 

и защиту внутре
нних органов, у

частвует в 

метаболизме минерал
ьных веществ , обра

зует пространства д
ля кроветворной тк

ани 

(костный мозг) и облад
ает способностью к 

ремоделированию
 и самовосстановл

ению. 

Проблема восстановлен
ия поврежденной 

кости , несмотря на новейш
ие достижения в . 

разработке оперативных 
и консервативных 

методов современной т
равматологии и орто

педии остаются нереше
нными. Репаративная 

регенерация кости - одна из наиболее акту

альных проблем в области
 травматологии . 

Пути развития, разработки и со
вершенство

вания различных технологи
ческих конструк

ций для соединения отломков кос
ти преиму

щественно исчерпали свои в
озможности. в 

этом направлении достигнуты о
пределенные 

успехи, однако ряд во~росов, свя
занных с так 

называемой ;<остеогенной недостаточнос

тью» , ,остается не решенной [4, 5, 7]. 

С костной тканью ассоциировано большо
е 

количество клеточных популяций. Но
 наибо-

182 

процессе ремодели
рования костной тка

ни и ,,; 

восстановления кос
тных дефектов, местн

ое 

клеточное микроокр
ужение обуславлива- :'( 

ет дифференцировку ос
теогенных клеток в :,; , 

остеобласты и хондроблас
ты. Костной ткани 

свойственно восстанавлив
аться путем обра- ~д, 

зования идентичной т
кани на месте утрачен- 1

. 

ной. Во всех остальных орг
анах восстанов· ·:, 

ление происходит пос
редством замещения ·:( 

дефекта соединительной т
канью. Доказано, ,.~ 

что молекулярные и к
леточные механизмы '.( 

репарации костной ткан
и после повреждения \ 

схожи с механизмами п
ри формировании :е; 

костной ткани на стадии э
мбриогенеза. , <: 

Экспериментальные исследова
ния поэтои 

. иях как 

проблеме ведутся в таких н
аправлен ' ·· 

еществ 

разработка биологически
 активных 8 ве 1, 

( 
в качест •. , 

факторов роста), выступающи
х етупо· ... 

стимуляторов остеогенеза, г
де следУ белк~ ,,, 

мянуть костные морфогенетичес
кие ивает· \ 

[6 
вно разв 

] . На сегодняшний день акти
 й мед~· 

ся новое направление регенератор
нори~- 19, ::., 

ин.жене 6~ li 

цины - клеточная и тканевая 
тв се ,·: 

ключаю 

1 О] Клеточные технологии в 



аботку методов получения клеточных 

Р83~р оценки их влияния на репаративный 
кУЛЪ• , ' 
остеоrенез, а такж~е технологии их примене-

ния 8 практи
ческои медицине . 

наиболее широко в литературе представ

лены разработки по получению и культиви

рованию автологических стромальных клеток
 

костного мозга [ 11]. В основном, исследо

ватели связывают возможность примене

ния стромальных клеток костного мозга пр
и 

их трансплантации на биосовместимых но

сителях [2, 3, 12, 13]. Клетки на матрицах 

используют для восстановления проблем

ных повреждений кости - многооскольчатые 

переломы, сопряженные с протяженн
ыми 

дефектами кости, дефекты кости после осте

омиелита, р~зекции опухолей и др . 

доказана низкая регенераторная ак
тив

ность у пациентов с сахарным диабетом, при 

нейрофиброматозе и др. В связи с этим, ис

следователи обращают внимание на биоло

гические стимуляторы остеогенеза, а 
именно 

- применение культивированных остеопроге

ниторных клеток. 

Цель исследования - в эксперименте 

на крысах изучить регенерацию кос
ти при 

трансплантации культивированных с
тромаль

ных клеток костного мозга в дефект бедрен

ной кости. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Клетки костного мозга получали в стериль

ных условиях из бедренной кости крыс-до

норов , путем вымывания раствором Хенкса. 

Клетки осаждали центрифугированием при 

1000 об/мин на протяжении 1 О мин , отмыва

ли в растворе Хенкса, ресуспендировали в 

среде ДМЕМ ( модифицированный Дюльбеко 

Раетвор Игла) с добавлением 20% фетальной 

телячьей сыворотки , 2 мМ L-глютамина и 50 

М1<1'/мл rентамицина. Количество выделен

ных клеток определяли путем подсчета в ка

мере Горяева. Клетки сеяли во флаконы для 

культивирования в концентрации 2х 106 на 
смедна Флакона . Через сутки кулыуральную 
~Реду с не прикрепившимися клетками сли-
сtли кле 
(деа~т тки промывали раствором Хенкса 

дп РИ Раза) и добавляли свежую среду 

я l<улыивирования (ДМЕМ с L-глютамином, 

ARs MEDiCA Nog (29) 201 О 

10% телячьей сыворотки, 100 IU/мл пеницил

лина, 100 мкг /мл стрептомицина). Клетки 

культивировали в СО - инкубаторе при тем

пературе ЗТ С, в среде с 5% СО2 при влаж

ности 95%. Среду меняли каждые двое суток . 

Клетки стромы костного мозга имеют низкую 

пролиферативную активность и образуют ко

лонии фибробластоподобных клеток на дне 

флакона через 12-14 суток. Для создания 

условий остеогенной дифференцировки в
 

культуральную среду добавляли 0,285 млМ 

аскорбиновой кислоты, 1 О млМ бета-глице

рофосфата, 107 М дексаметазона. 

Для трансплантации клетки снимали на 14 

сутки с помощью 0,25% раствора трипсина, 

который инактивировали культуральнои сре


дой с сывороткой и осаждали клетки путе
м 

центрифугирования. Для трансплантац
ии 

клетки ресуспендировали в физиологиче


ском растворе с 5% сывороткой крысы. 

Эксперименты проводились на белых ла

бораторных крысах. Работа с животными 

проводилась в соответствии с п
равилами 

гуманного отношения к животными "Общих 

этических принципов эксперимент
ов на жи

вотных" , принятых Первым национальным 

Конгрессом с бiоэтики (Киев, 2001 ), а также 

,,Европейской конвенции о защите живот

ных, которые используются для э
ксперимен

тальных и научных целей" (Страсбург, 1986). 

Крысам в условиях асептики при использо

вании внутримышечного наркоза (аминази
н 

- 40мг/кг и кетамин - 50 мг/кг) в метадиафи

зарной области дистального отдела бедрен

ной кости (не вскрывая сустав) воспроизво

дили сквозной монокортикальный дефект, ис

пользуя стоматологический бор диаметром 2 

мм. Дефект промывали физиологическим 

раствором . Рану зашивали. На третьи сутки 

подготовленную клеточную суспенз
ию в ко

личестве 6х106/О, 1 мл вводили (чрескожно} в 

область дефекта с помощью шприца. Третьи 

сутки течения процесса регенерации
 кости у 

крыс соответствуют стадии пролиферации и 

дифференцировки клеток. Контрольным жи

вотным вводили среду для культивир
ования 

без клеток. 

Исследование проведены на 7 и 14 сутки . 

Животные выведены из эксперимента 
путем 
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Рис. 1. Культура стромальных клеток 

костного мозга крыс подопытной группы. 

Окрашено азурll-эозином. Ув. Х100. 

Рис. 2. Область регенерации 8 дефек-

те кости животных опытной группы. _ 

Новообразованные костные трабекулы. 
Сформированный периост над регенера
том. Окрашено гематоксилином и 
Ув. х 200. эозином 

передозировки эфира. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
Использовали цитологи 

гические методы Дл ческие и гистоло-
к . я контроля о 
ол культивированнь дно из сте-

1х клеток было окрашено 
184 

азур-эозином. Фрагменты бедр . 
енно · 

крыс с травматическим noвpe)l(n и ~ос .. ~ен~е 1, 
подготовлены для исследован "1б~~ 

v [В ия no , 
дартнои методике ] . Срезы oкpatu ста½. 
гематоксилином и эозином , пикроф Ивал1. 

по ван-Гизонуй и исследовали 8 м Укси~~ 
MICROS. Морфометрические иссликрос~~ 

едав 
тканей регенерата проводили на 14 с ан:11 

методу Автандилова Г. Г. [ 1]. Yr~и l'fJ 

РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ 

ИССЛЕДОВАНИЙ 

Культивированные клетки располагались ~

стекле небольшими скоплениями Бал ·~ 
. bl!J·· 

часть клеток имела фибробластоnодоб а: 
н~, 

фенотип - удлиненную форму с небольw:~u 

ободком цитоплазмы и длинными отрос ~ . 

ками. Ядра клеток были округлые , неболь. 

ших размеров. Хроматин ядра был рыхлы:i 

Жизнеспособность клеток (при окраске трк

пановым синим) составляла 90%. 
После трансплантации клеток в облас1: 

дефекта животные на все сроки исследО"1 · 

ния нагружали оперированную конечносты 

были активны. 

Микроскопически на 7 сутки регенераты ~ 

области дефекта опытных животных отлича· 

лись от контрольных. Так, в регенерате опыт 

ных животных преобладали поля остеоида :: 

незрелые костные трабекулы . Лишь неболь· 

шие территории занимала фиброретикуляр· 

ная ткань. В костных дефектах контрольнЫJ 
ат' 

животных обширные территории регенер 
1 

· ка 
были представлены фиброретикулярноит · 

нью остеобластического типа . 

На 14 сутки область дефекта У животн~~ 
копетл:1· 

опытной группы была заполнена мел . 
v у котоР~ 

стаи сетью костных трабекул меЖд нь 
рная тка ми располагалась фиброретикуля ха · 

Новообразованные костные трабекуль~те· 
остью о 

рактеризовались высокой плотн па~~ 
латное 

оцитов. Костный регенерат был n утство· 
с материнской костью в которой присUJен111' 

' х наРУ 
вали следы посттравматически мерн0 
б равно 1 
есклеточные территории с не (рисJ 
базофильными линиями склеивания нь1йпе · 
Н мирован , 
ад дефектом отмечен сфор 0

ro cJl0" 

риост, состоящий из узкого фиброзн (рис · ~I 
равномерного на всем протяжении 



ометрическом исследовании уста

~моР~0 новообразованная костная ткань 
,_,1111ено ,э 62.71 +З , 16 % террит~рии дефекта , 
э,9н~мэJ1 фиброретикулярнои ткани соста-

оu.1эдь о1. 
8 (111 5 1 + 1 1 8 з ,о . 

8~пэ 2б , ратах животных контрольной rpyn
ereнe 

0Р чие от опытных животных , нарs:щу с 
8 0тли п~, 

6 308анными костными трабекулами оо рэ 
~ов итория 15,7+1,24%) присутствовали об-

(теРР е поля (73 ,98+4, 12 % от территории де-
ш~рны _ 

) фиброретикулярнои ткани с выражен -
фе~ - -

. стеобластическои реакциеи на гран ице 
~011 О 
скостными трабекулами ( рис. 2) . Изменения 

f.lатеринской кости был и идентич н ы, 0 , ,и . 
в -
санным для животн ых опытнои группы . 

выводы 
таким образом , транспла нтация кущ,1 иви

ровэнных стромальных кле, ок коснюго мозг о 

в~остный дефект стимулирует реnаративныи 

остеогенез . 
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ПАТОМОРФОЛОГИЯ ДИАБЕТИЧЕСКОЙ НЕЙРОПАТИИ 

Л.А. Пашкевич 1 , М.Т. Мохаммади 1 , И.Н. Игнатович2 , С.Н. Марnщ, ГУ « Республиканский научно-практический центр травматологии и oprcr~_ УО « Белорусский государственный медицинский университет» 2 , Минск , с ~' 

■ ВВЕДЕНИЕ 

Сахарный диабет известен с древних 
времен. О заболевании, протекающем с 
выделением большого количества мочи 

' упоминается еще в папирусе Эберса 
(примерно 17 века до н.э.). В 1756 г. 
Добсон (M.Dobson) обнаружил при этом 
заболевании в моче сахар, что послу
•ило основанием для существующего 
названия болезни. Роль поджелудочной 
•елезы в патогенезе сахарного диабе
та впервые была установлена в 1889 Мерингом (J.Mehring) и 0.Менковски;· 
вы~вавшими экспериментальный сахар~ ныи диабет У собак путем уда •елу - ления под-дочнои железь1 [ 1 ] . 

Синдром диабетической ст серьезных осложнен и V опы - одно из которое часто приводи~ ;~арного диабета, стоп и инвалидиза р звитию гангрены ции, и как с ное заболевание вь амостоятель-::~ v r-п " •~ - - _ _ IДеЛеНn Пf"'\ п~- _ 

СВЯЗИ С КОРОТКОЙ ПрОДОЛЖИТеЛЬНОСТЬЮ Ж\\;, 
больных, до 20-х годов прошлого столе ~ , , 
проблемой поражения нижних конечное~ , 
У больных сахарным диабетом практичес· ' 
никто не занимался. Синдром диабетичес{ 

на: ·· стопы - это комплекс анатомо-функцио · 
н~•; ных изменений стопы у больного сахэ_Р",. 

КОИ оС' диабетом связанный с диабетичес ., 1 ona111c ропатией, ангиопатией, остеоартр , _; 
11 но · , · на фоне которых развиваются rно 1 .• мосл . кротические процессы. В зависи ,А ,,.-. 

V роnати 11 преобладания симптомов неи сэ\~ ангиопатии у конкретного больного еров~· : 
фИЦИ . ным диабетом принято класси ико- r-

им клин . поражения стоп по следующ т•Ачес,:: 
V ona '' тогенетическим формам: неиРV LUe~111· , ишемическая, смешанная (неироиречэ( 
то всr " екая) [6-1 О]. Наиболее час разе1"" ~ 60о/< ) онэ , неиропатическая форма ( 0 

· ce~cvl . 
ствие r ется преимущественно вслед ческой зР 1 

.·: торной нейропатии и диабети (]rистРt . 
oro м"' ( · nатии пnи vr.nnR1л111 r.nxoaHH .. , пс 

1 
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