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TRANSPLANTATION ON THE INTERVERTEBRAL DISC STATE
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складнення дегенератив�

них захворювань хребта є

однією з основних причин

непрацездатності пацієнтів,

адже, майже 75% людей протягом

життя хоча б одного разу відчувають

біль у спині [1]. Дегенеративний

процес у МХД, насамперед, асоцію�

ється з біохімічними та морфо�

логічними змінами, що впливають

на біомеханічні властивості ураже�

ного хребцево—рухового сегмента

хребта. Перші прояви дегенерації

виникають у ДЯ МХД внаслідок про�

гресуючої втрати протеогліканів,

води та колагену ІІ типу. Оскільки

клітини ДЯ та волокнистого кільця

не здатні до регенерації, лікування

хворих переважно симптоматичне.

Існуючі методи лікування, в тому

числі хірургічні, спрямовані на усу�

нення лише окремих симптомів за�

хворювання і не забезпечують зник�

нення патологічних змін, що спри�

чиняють послідовне ураження біль�

шості МХД. У зв'язку з цим протягом

багатьох років ведуться розробки

біологічної спрямованості — засто�

сування досягнень тканинної та

клітинної інженерії, молекулярної

біології, генної терапії [2 — 4]. Ре�

зультати експериментальних  роз�

робок досить суперечливі. 

Для вивчення морфогенезу і па�

тогенезу дегенеративних змін хреб�

та використовують численні моделі,

у тому числі — біологічні, на яких

відпрацьовують та вивчають окремі

механізми їх перебігу [5 — 8].

Клітини МХД використовують в

експерименті на тваринах вже по�

над 15 років і як пілотний проект у

пацієнтів (програма EuroDISC) —

майже 13 років [9]. Як правило, екс�

плантують аутогенні або алогенні

клітини, потім культивують їх в умо�

вах ex vivo, нарощують в суспензії та

імплантують [10]. Відзначені пози�

тивні результати використання пря�

мої внутрішньодискової ін'єкції

суміші матриксних компонентів, так

званого "розчину диска" [11], ім�

плантації аутогенних клітин ДЯ [12],

фібро— та хондробластів [13], клі�

тин хрящової тканини.

Однією з найбільш вдалих, з на�

шої точки зору, щодо вивчення етіо�

логії та патогенезу структурних змін

МХД є модель на щурах, у яких

відтворюють довгострокову асимет�

ричну компресію (АК) МХД сег�

У Реферат
В основі остеохондрозу хребта лежать дегенеративні  зміни в драглистому ядрі
(ДЯ) та волокнистому кільці міжхребцевих дисків (МХД). Для вивчення морфоге/
незу й патогенезу дегенеративних змін хребта використовують численні моделі, у
тому числі біологічні, на яких відпрацьовують і вивчають окремі механізми їх пе/
ребігу. Експериментальні методи посідають важливе місце у порівняльних
дослідженнях, особливо — різних методів лікувального впливу на тканини МХД
при дегенеративних змінах хребта. В експериментальній моделі остеохондрозу на
щурах проаналізовані біохімічні зміни структур МХД в умовах введення культиво/
ваних аутологічних клітин суспензії ДЯ. 
Ключові слова: остеохондроз; міжхребцеві диски; аутотрансплантація хондро/
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Abstract
The degenerative changes in the nucleus pulposus and fibrous ring of the intervertebral
discs are the basis of spinal osteochondrosis. A large number of models, including bio/
logical, where some mechanisms of their development were worked out and studied,
was used to study the morphogenesis and pathogenesis of degenerative spinal
changes. The deserved place in the comparative experiments and especially the differ/
ent methods of therapeutic effects on the tissues of the intervertebral discs in degen/
erative spinal changes is taken by the experimental methods. The biochemical changes
of the intervertebral disc structures were analyzed under the administration of cultured
autologous cell of nucleus pulposus suspension against a background of experimental
model of rat osteochondrosis.  
Key words: osteochondrosis; intervertebral discs; autotransplantation of chondro/
cytes; collagen; aggrecan; experiment.
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ментів хвостового відділу хребта

[14]. В наших попередніх досліджен�

нях [15 — 17] доведено, що ця мо�

дель відтворювана, експерименталь�

ний вплив достатньо стереотипний,

не потребує застосування складних

пристроїв, крім того, патологічні

зміни в структурі МХД та тілах

хребців значною мірою відповіда�

ють таким за дегенеративно—дис�

трофічного ураження хребта люди�

ни в умовах компресії МХД.

Таким чином, проведення  експе�

риментальних досліджень з метою

розробки й впровадження у клінічну

практику високотехнологічного ме�

тоду лікування хворих з приводу де�

генеративного ураження хребта є

актуальним завданням сучасної

біомедицини та спінальної ней�

рохірургії.

Мета роботи: вивчити вплив

культивованих аутологічних клітин

суспензії ДЯ на біохімічні власти�

вості структур МХД в умовах експе�

риментальної моделі остеохондро�

зу.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 
ДОСЛІДЖЕННЯ

Постійну та тимчасову АК МХД

хвостового відділу хребта з подаль�

шою релаксацією моделювали у ла�

бораторних білих щурів—самців

популяції експериментально—біо�

логічного відділу Інституту нейро�

хірургії, маса тіла 280 — 300 г, вік 4

міс. Здійснювали резекцію дисталь�

ної частини хвоста з його подаль�

шою фіксацією у зігнутому поло�

женні протягом від 1 до 4 міс.

Дослідження проведені відповідно

до сучасних вимог біоетики та гу�

манного ставлення до тварин, пра�

вил Європейської конвенції з захис�

ту тварин та Закону України "Про за�

хист тварин від жорстокого повод�

ження" (2006). Тварин вводили в

наркоз шляхом внутрішньом'язово�

го введення розчину каліпсолу (50

мг/кг). Для місцевої анестезії в осно�

ву хвоста вводили 0,4 мл 2% розчину

лідокаїну.

Клітини для культивування та ау�

тотрансплантації отримували з ДЯ

МХД резекованої частини хвостово�

го відділу хребта. Клітини культиву�

вали в поживному середовищі у

стандартних умовах (в СО2—інкуба�

торі при температурі 37 °C, вміст

СО2 — 5%). Через відповідні строки

клітини відмивали від живильного

середовища триразовим об'ємом

ізотонічного розчину натрію хло�

риду, давали відстоятися протягом

30 хв, готували суспензію для транс�

плантації. Живі клітини в суспензії

підраховували в камері Горяєва, їх

вміст становив 90 — 95%. Для візу�

алізації клітин використовували

світловий мікроскоп (ЛОМО, Росія).

У відповідні строки дослідним тва�

ринам здійснювали аутотрансплан�

тацію культивованої суспензії клітин

ДЯ пункційним методом у кількості

5 × 106 клітин в 1 мл до повного за�

повнення дефекту.

З використанням ланцюгової ре�

акції з полімеразою (ЛРП) досліджу�

вали експресію мРНК генів aggrecan

1 та collagen type II (СОL II) alpha 1 в

тканині МХД тварин дослідних груп.

РНК виділяли стандартним методом

з використанням набору "Рибо—

сорб" ("Amplisens", Росія) відповідно

до протоколу. Кількість РНК визна�

чали на апараті СФ—26 за довжини

хвилі 260 і 280 нм у порівнянні з

контролем. Реакцію оберненої

транскрипції проводили з викорис�

танням набору "RevertAidtm First

strand cDNA synthesis kit" ("Fermen�

tas", Литва) за протоколом. 

ЛРП проводили з використанням

ампліфікатора "Терцик" ("ДНК—тех�

нологія", Росія) та набору для прове�

дення класичної ЛРП "PCR—core"

("GENPAQ", Росія). Експресію гена

COL II досліджували з використан�

ням пари праймерів ("Fermentas",

Німеччина): (for) 5'— caccgctaacgt�

ccagatgac — 3', (rev) 5'—ggaaggcgt�

gaggtcttctgt —3' (продукт ампліфі�

кації 275 парануклеотідив — п.н.) за

програмою 60°С — 2 хв (1 цикл);

95°С — 1 хв, 53 °С — 40 с, 74°С — 1 хв

(42 цикли), 74°С — 1 хв [18]. Екс�

пресію гена, що кодує aggrecan 1,

досліджували з використанням від�

повідної пари праймерів: (for) 5'—

ccactggagaggactgcgtag—3', (rev) 5'—

ggtctgtgcaagtgattcgag—3' (продукт

ампліфікації 244 п.н.) за програмою

60°С — 2 хв (1 цикл); 95°С —1 хв,

53°С — 40 с, 74°С — 1 хв (42 цикли),

74°С — 1 хв.

Електрофорез проводили в 2%

агарозному гелі з використанням

трис—ацетатного буфера. Продукти

ампліфікації візуалізували з викори�

станням трансілюмінатора УВТ 1

("Biokom", ТОВ "Компанія Біоком",

Росія) і комп'ютерної програми

"ViTRan" за протоколом. Дані элект�

рофореграм обробляли, беручи до

уваги площу та інтенсивність світін�

ня ампліконів, перераховували на

кількість клітин і виражали в умов�

них одиницях.

Статистичний аналіз проведе�

ний за допомогою пакетів приклад�

них математичних програм Statisca

6.0 та з використанням статистич�

них можливостей Excel.

Гіпотези про різницю у групах

перевіряли за непараметричним

критерієм U Mann—Whitney для виз�

начення кількісних даних за умови,

коли розподіл досліджуваної ознаки

відрізнявcя від нормальної хоча б в

одній з порівнюваних груп.

Òàáëèöÿ 1. Ãðóïè åêñïåðèìåíòàëüíèõ òâàðèí 

Ãðóïè òâàðèí Õàðàêòåðèñòèêà ãðóï 

1 ²íòàêòí³ 

2 ÀÊ ÌÕÄ 30 ä³á  

3 ÀÊ ÌÕÄ 60 ä³á 

4 ÀÊ ÌÕÄ 60 ä³á, ðåëàêñàö³ÿ 30 ä³á  

5 ÀÊ ÌÕÄ 60 ä³á, ðåëàêñàö³ÿ 60 ä³á 

6 
ÀÊ ÌÕÄ 60 ä³á, ðåëàêñàö³ÿ 30 ä³á, ââåäåííÿ êóëüòèâîâàíèõ êë³òèí Äß 

ïðîòÿãîì 30 ä³á 

7 
ÀÊ ÌÕÄ 60 ä³á, ðåëàêñàö³ÿ 60 ä³á, ââåäåííÿ êóëüòèâîâàíèõ êë³òèí Äß 

ïðîòÿãîì 60 ä³á 

8 ÀÊ ÌÕÄ 90 ä³á, ââåäåííÿ êóëüòèâîâàíèõ êë³òèí Äß ïðîòÿãîì 60 ä³á 

9 ÀÊ ÌÕÄ 150 ä³á, ââåäåííÿ êóëüòèâîâàíèõ êë³òèí Äß ïðîòÿãîì 90 ä³á  
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РЕЗУЛЬТАТИ 
ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Характеристика дослідних груп

тварин представлена у табл. 1. В по�

передніх дослідженнях ми детально

проаналізували морфологічні та

морфометричні зміни, що виникали

в структурах МХД тварин, у яких мо�

делювали тимчасову або постійну

АК МХД хвостового відділу хребта

[15, 19, 20]. Доведено, що ця експери�

ментальна модель остеохондрозу

адекватна для дослідження дегене�

ративних змін при захворюваннях

хребта і має переваги у порівнянні з

іншими моделями. 

Результати визначення рівня екс�

пресії гена aggrecan 1 представлені

та у табл. 2. У тварин групи 3 рівень

експресії aggrecan—1 вірогідно зни�

жувався (р<0,05) відносно такого у

тварин інтактної групи. У тварин

груп 4, 5 спостерігали підвищення

рівня транскриптів у порівнянні з

відповідними контрольними група�

ми тварин.

При введенні культивованих ау�

тологічних клітин у зону ДЯ МХД,

що перебували в стані тимчасової

АК МХД з подальшою релаксацією

(групи 6 та 7) рівень транскриптів

мРНК гена aggrecan—1 був вищим,

ніж у тварин контрольних груп (гру�

пи 4 та 5). Отримані дані свідчили,

що культивовані аутологічні клітини

ДЯ в умовах відміни компресії актив�

но продукують aggrecan. Імплан�

тація клітин у зону ДЯ МХД в умовах

постійної компресії (групи 8 і 9) не

впливала на рівень експресії гена

aggrecan 1 у порівнянні з таким у

тварин контрольних груп (2 і 3).

Ці результати свідчать, що від�

новлення трофіки після релаксації

компресованих МХД сприяє поліп�

шенню стану ДЯ, що проявляється

збільшенням експресії досліджува�

ного гена aggrecan—1, проте, значно

більший вплив на рівень експресії

цього гена справляє введення куль�

тивованих аутологічних клітин ДЯ

(групи 6 і 7). Отримані дані щодо ек�

спресії гена aggrecan—1 клітинами

ДЯ свідчать, що введені в зону ДЯ ау�

тологічні клітини після тривалого

культивування зберігають життє�

здатність протягом усього періоду

імплантації та активно продукують

аggrecan, що має важливе значення

для підтримання гідратації ДЯ МХД.

У табл. 3 представлені результа�

ти визначення рівня експресії гена

COL II клітинами ДЯ МХД досліджу�

ваних тварин.

У тварин груп 2 і 3 спостерігали

зниження рівня експресії гена COL II

відносно такого у тварин інтактної

групи (р<0,05). 

У тварин групи 5 рівень експресії

гена COL II майже не відрізнявся від

такого у тварин інтактної групи. У

тварин груп 6 і 7 виявлений значний

рівень експресії гена COL II у порів�

нянні з таким в усіх досліджуваних

групах (р<0,01 та р<0,05).

Найімовірно, тривала компресія

МХД (90 і 150 діб) спричиняла пору�

шення природної трофіки пожив�

них речовин та компонентів, не�

обхідних для життєдіяльності клі�

тин ДЯ, внаслідок чого частково ги�

нули клітини, що зумовлювало деге�

нерацію МХД різного ступеня. При

цьому клітини, що залишилися,

зберігали здатність до продукування

нормальних молекул як аggrecan,

так і collagen, про що свідчили отри�

мані нами дані з вивчення експресії

генів aggrecan—1 та COL II у тварин,

які перебували в умовах АК МХД

різної тривалості. Збільшення син�

тезу ключових молекул ДЯ, в тому

числі аggrecan та collagen II типу, за�

вдяки культивованим клітинам,

імплантованим в зону ДЯ, що спос�

терігали у відповідних групах тва�

рин, з нашої точки зору, значно

поліпшує стан МХД, що зазнали ком�

пресії.

ВИСНОВКИ ТА ПЕРСПЕКТИВИ
ПОДАЛЬШИХ РОЗРОБОК

1. В групах тварин за тимчасової

компресії та подальшої релаксації

хвостового відділу хребта спос�

терігали підвищення рівня експресії

генів aggrecan—1 та COL II у порів�

нянні з таким у тварин контрольних

груп.

Òàáëèöÿ 2. Åêñïðåñ³ÿ ãåíà aggrecan–1 â êë³òèíàõ Äß ÌÕÄ õâîñòîâîãî  

â³ää³ëó õðåáòà ùóð³â â óìîâàõ ïîñò³éíî¿, òèì÷àñîâî¿ ÀÊ ÌÕÄ  

òà ïðè òðàíñïëàíòàö³¿ êóëüòèâîâàíèõ êë³òèí Äß 

Ãðóïè òâàðèí Ê³ëüê³ñòü òâàðèí 
Åêñïðåñ³ÿ ãåíà, 

óì. îä. × 10
3

 â 1 ìêã òêàíèíè )mx( ±  

1 5 56,0 ± 4,7 

2 3 30,0 ± 4,9* 

3 4 23,1 ± 3,4** 

4 4 34,5 ± 3,0 

5 4 27,4 ± 3,9 

6 4 46,7 ± 3,2* 

7 5 38,5 ± 3,6 

8 5 30,3 ± 2,5 

9 4 26,0 ± 3,5 

Ïðèì³òêà. Ð³çíèöÿ ïîêàçíèê³â äîñòîâ³ðíà: * – ð ≤ 0,05, ** – ð<0,01. 

 

Òàáëèöÿ 3. Åêñïðåñ³ÿ ãåíà COL II êë³òèíàìè Äß ÌÕÄ õâîñòîâîãî â³ää³ëó 

õðåáòà ùóð³â â óìîâàõ ïîñò³éíî¿, òèì÷àñîâî¿ ÀÊ ÌÕÄ  

òà ïðè òðàíñïëàíòàö³¿ êóëüòèâîâàíèõ êë³òèí Äß 

Ãðóïè òâàðèí Ê³ëüê³ñòü òâàðèí 
Åêñïðåñ³ÿ ãåíà,  

óì.îä. × 10
3

 â 1 ìêã òêàíèíè 

1 6 126,8 ± 21,2 

2 3 95,6 ± 3,7 

3 4 70,0 ± 8,9* 

4 4 103,7 ± 5,51
♦

 

5 4 102,0 ± 14,5 

6 4 142,6 ± 20,8*/* 

7 5 127,9 ± 26,1 

8 5 119,9 ± 29,4 

9 4 99,8 ± 22,1 

Ïðèì³òêà. Ð³çíèöÿ ïîêàçíèê³â äîñòîâ³ðíà: * – ð<0,05, 
♦

 – ð<0,02. 
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2. Імплантація аутогенних клітин

в зону ДЯ МХД в умовах релаксації

після усунення компресії сприяла

вірогідному збільшенню рівня екс�

пресії генів aggrecan—1 та COL II у

порівнянні з таким у тварин кон�

трольних груп. 

3. Запропонована експеримен�

тальна модель остеохондрозу, осно�

вана на АК МХД, є адекватною для

проведення подальших досліджень.
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