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За допомогою гістологічних методів дослідження показано, що кріоконсервованій алогенній куль-
турі МСК кісткового мозку властивий дозозалежний терапевтичний ефект у разі їх локального введен-
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Вступ. Дегенеративно-дистрофічні захворю-
вання хребта залишаються не тільки актуальною 
медичною, а й соціально-економічною пробле-
мою будь-якої к раїни світу. Болі у спині, обумов-
лені цією патологією, займають питому вагу серед 
причин звертань в амбулаторній практиці [1]. Ліку-
вання таких хворих трудомісткий та довготривалий 
процес, який в 50% випадків закінчується рециди-
вом на протязі першого року після закінчення кур-
су консервативної терапії [2]. Одним з перспектив-
них шляхів лікування дегенеративно-дистрофічних 
змін міжхребцевих дисків (МХД) може стати залу-
чення до медичної практики сучасних досягнень 
клітинної біології, а саме застосування кріоконсер-
вованих алогенних мультипотентних мезенхімаль-
них стромальних клітин (КрМСК). Їх перевагами є:  

- можливість отримувати МСК від молодих 
здорових донорів у достатній кількості з високими 
показниками здатності до проліферації та спрямо-
ваного диференціювання, що дозволяє не травму-
вати пацієнта; 

- можливість проведення ретельного мікробіо-
логічного контролю; 

- застосування існуючих протоколів кріокон-
сервування МСК дозволяє їх використання у будь-
який потрібний для лікування момент і забезпечує 
високу якість кріоконсервованого клітинного пре-
парату. 

Відомо, що МСК, як і більшості клітинних 
препаратів, властивий дозозалежний ефект, тому 

доза трансплантованих клітин може бути виріша-
льним фактором їх терапевтичної ефективності 
[3]. В літературі існує відносно невелика кількість 
робіт, цілеспрямованих на дослідження терапев-
тичного ефекту КрМСК в залежності від дози 
трансплантованих клітин. Тому експериментальне 
визначення ефективної дози КрМСК для оптима-
льної корекції патологічних станів, в тому числі 
дегенеративно-дистрофічних порушень МХД, на 
сьогодні є актуальною проблемою. 

Метою роботи було визначення оптимальної 
дози КрМСК для корекції дегенеративно-
дистрофічних порушень МХД в експерименті. 

Матеріали і методи дослідження. Усі мані-
пуляції з тваринами здійснювали відповідно до 
вимог біоетики та міжнародних принципів Євро-
пейської конвенції про захист хребетних тварин, 
які використовуються для експериментальних та 
інших наукових цілей, а також «Загальними прин-
ципами експериментів на тваринах», схваленими II 
Національним конгресом по біоетиці (2004 р., 
Україна). 

МСК виділяли із резеційованих фрагментів 
стегнових кісток щурів (n=7, масою 100-150 г) 
шляхом вимивання за допомогою розчину Хенксу 
з наступним пропусканням крізь голки діаметром, 
що зменшувався. Суспензію центрифугували при 
1500 об/хв (834 g) протягом 5 хв. Осад ресуспен-
дували та висівали на культуральні флакони (РАА, 
Австрія) зі щільністю 103 клітин/см2. Культиву-
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вання проводили у стандартних умовах (370С, 5% 
СО2) з використанням інкубатора Sanyo (Японія) за 
методом адгезії стромальної фракції до культура-
льного пластику з наступним видаленням неадге-
зивних клітин. Живильне середовище культиву-
вання, що містило середовище IMDM (Sigma, 
США), 10% ембріональну сироватку (ЕС) великої 
рогатої худоби (HyClone, США), гентаміцин (150 
мкг/мл) (Фармак, Україна) та амфотеріцин Б (10 
мкг/мл) (Sigma, США), змінювали кожні 3 доби.  

Для кріоконсервування культури МСК викори-
стовували 2-х етапну програму (10С/мін до -800С з 
наступним зануренням у рідкий азот) під захистом 
10% ДМСО з додавання 20% ЕС на середовищі 
культивування. Зразки зберігали в умовах низько-
температурного банку не менш ніж 3 міс. Відігрі-
вали на водяній бані (400С) з наступним видален-
ням кріопротектора шляхом центрифугування. 

Експериментальне дослідження проведене на 
28 щурах масою 350±50 г. Всім тваринам спочатку 
моделювали компресійне дегенеративно-дистрофі-
чне пошкодження МХД [4]. На 60 добу дію комп-
ресії припиняли та під кетаміновим наркозом ро-
били серединний розтин шкіри хвоста з дорсаль-
ної сторони безпосередньо над МХД СсVI-VII, забе-
зпечували гемостаз та тупим шляхом здійснювали 
скелетування дорсальної поверхні цього диску. По-
дальші маніпуляції різнились в залежності від гру-
пи експериментальних тварин. Тваринам I групи 
(n=7), які слугували контролем, проводили лише 
скелетування. Тваринам II групи (n=7) формували 
ложе необхідного розміру, в яке поміщали колаге-
нову губку (Ankerpharm, Німеччина) розміром 
0,8×0,8×0,5 см, а на неї наносили 0,25 × 106 Кр-
МСК в 0,1 мл розчину Хенкса (РАА, Австрія) (0,7× 
106 клітин/кг маси тіла тварини). Тваринам III групи 
(n=7) за тих же умов вводили 0,5×106 КрМСК (1,4× 
106 клітин/кг маси тіла тварини), а тваринам IV гру-
пи (n=7) – 1,0×106 КрМСК (2,8×106 клітин/кг маси 
тіла тварини). Витримавши 1-2 хвилини, рану уши-
вали вузловими швами і дезінфікували. З експери-
менту тварин виводили на 30 добу після терапії. 

Оцінку змін, що відбувалися, проводили за 
допомогою гістологічних методів дослідження, 
для чого брали частину хребта на рівні СсIV-X. Ви-
готовлення целоїдинових зрізів та їх фарбування 
гематоксиліном та еозином, пікрофуксином по 
Ван-Гізону і толуїдиновим синім проводили згідно 
з методикою [5]. Зрізи досліджували на світловому 
мікроскопі Carl Zeiss з цифровою фотокамерою 
Cannon EOS 30D. 

Результати досліджень та їх обговорення. 
Гістологічна картина контрольної групи тварин 
характеризувалася характерною для МХД морфо-
логією з ознаками дегенеративно-дистрофічного 
пошкодження (рис. 1А). Фіброзне кільце (ФК) ма-
ло ламелярну організацію зі звивистим ходом во-
локон, які були розволокнені і подекуди фрагмен-
товані. У ФК визначалися розшарування пластин 
колагенових волокон, центральні тріщини та щі-
лини, щільність фіброхондроцитів була зниже-
ною, з дорсальної сторони визначалися ділянки 
повної відсутності клітин.  

 

 

 

 
Рис.1: Дорсальна частина ФК МХД СсVI-VII 

щура (30 доба дослідження): Мікрофото, забарвлення 
гематоксиліном і еозином, × 120. А − контрольна 
група. Б − введення суспензії КрМСК в дозі 0,25 × 
106. В − введення суспензії КрМСК в дозі 0,5 × 106. Г 
− введення суспензії КрМСК в дозі 1,0 × 106 (стріл-
кою вказано осередок хондроїду, що межує з МХД 
СсVI-VII).  
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Фіброхондроцити розташовувалися ланцюж-
ками між пучками колагенових волокон і були 
оточені базофільним неволокнистим міжклітин-
ним матриксом. Драглисте ядро (ДЯ) було дефор-
моване і зміщено у вентральний бік МХД, щіль-
ність нотохордальніх клітин в ДЯ також була по-
ниженою, а синцитій фрагментований.  

В гістологічних препаратах тварин, яким в 
зону дефекту (СсVI-VII) на колагеновій губці вво-
дили 0,25 × 106 КрМСК, спостерігали лише не-
значний терапевтичний ефект. Хід колагенових 
волокон у внутрішніх відділах ФК з дорсальної 
сторони залишався порушеним, вони мали зви-
висту форму, були розволокненні і подекуди 
фрагментовані. Серед них переважно в центрі 
ФК спостерігались досить великі щілини, навк-
руги яких колагенові волокна були різко окси-
фільні та не містили клітин. На решті ділянок 
ФК з дорсальної сторони МХД СсVI-VII відбува-
лося збільшення клітинності (у першу чергу за 
рахунок зовнішніх відділів ФК та зон прилеглих 
до апофізів хребців) (рис. 1Б). З вентральної 
сторони ФК залишалися деструктивні тріщини, 
розволокнення колагенових волокон та гіпоклі-
тинні ділянки. ДЯ було фрагментоване та місти-
ло велику кількість клітин з гіпохромними ядра-
ми. По краям диску локалізувались інфільтрати 
із фібробластоподібних клітин. Структура реш-
ти досліджених дисків істотно не відрізнялася від 
МХД контрольних тварин.  

При введенні КрМСК у дозі 0,5 × 106 тера-
певтичний ефект був більш вираженим порів-
няно з меншою дозою клітин (0,25 × 106 
КрМСК). Визначалася позитивна динаміка від-
новлення структури МХД СсVI-VII (рис. 1В). ФК 
мало пластинчасту організацію з радіальним 
ходом пучків колагенових волокон, впродовж та 
всередині яких розташовувались фібробласто-
подібні витягнуті клітини із щільними овоїдни-
ми ядрами. Щільність клітин була високою, хоча 
центральні його ділянки з дорсальної сторони 
залишались безклітинними. В частині препара-
тів по центру ФК локалізувались деструктивні 
щілини. Відмічалось незначне розволокнення та 
фрагментація пучків колагенових волокон. ДЯ 
було фрагментоване та містило велику кількість 
клітин з гіпохромними ядрами. По краям диску 
локалізувались невеликі інфільтрати із фіброб-
ластоподібних клітин. Структура решти дослі-
джених дисків істотно не відрізнялася від конт-
ролю з самовідновленням.  

При введенні КрМСК в дозі 1,0 × 106 тера-
певтичний ефект мав найбільш виражений ха-
рактер, але в 4 з 7 досліджених препаратів по 
краю МХД СсVI-VII спостерігалось формування 
осередків хондроїду різної величини, оточених 
фіброзною тканиною (рис. 1Г). Клітинний 
склад хондроїду був представлений крупними, 
яскраво забарвленими хрящовими клітинами з 
центрально розташованими крупними овальни-
ми гіпохромними ядрами. При фарбуванні толу-
їдиновим синім центральні ділянки таких осере-
дків набували метахроматичного забарвлення. В 

подібних дослідженнях по репарації пошко-
джень сухожилків in vivo [6, 7] надлишкова доза 
МСК призводила до активізації хондро- та ос-
теогенезу у місці трансплантації. Ймовірно, що 
отриманий у наших дослідженнях аналогічний 
ефект також пов’язаний зі збільшенням кількості 
трансплантованих клітин.  

Висновки. Таким чином, КрМСК кістково-
го мозку властивий дозозалежний терапевтич-
ний ефект у разі їх локального введення (на ко-
лагеновій губці) у дегенеративно змінений МХД. 
В лінійці відпрацьованих доз найменш вираже-
ний результат спостерігався при застосуванні 
КрМСК у кількості 0,25 × 106 клітин. Застосу-
вання КрМСК у дозі 1,0 × 106 призводило до 
наявності майже у половині випадків побічних 
ефектів у вигляді формування осередків хондро-
їду у місці введення. Оптимально ефективною 
стала доза 0,5 × 106 КрМСК, застосування якої 
давало гарний терапевтичний результат та не 
викликало побічних ефектів. Перспективою по-
дальших досліджень є вивчення динаміки відно-
влювальних процесів в дегенеративно зміненому 
МХД після локального введення КрМСК у дозі 
0,5 × 106. 

Автори висловлюють подяку і зберігають 
пам'ять про ініціатора і натхненника цієї роботи 
акад. НАН України Грищенко В.І. 
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