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РЕФЕРАТ
Цель работы — оценить эффективность применения диффе

ренцированных в хондробласты мультипотентных мезенхималь
ных стромальных клеток (ХММ СК) при терапии повреждений 
поверхности суставного хряща на модели экспериментального 
механического поражения суставного хряща.

В исследование привлекли двенадцать кроликов самцов по
роды Шиншилла. У первой группы животных моделировали 
механическое с использованием трепана полнослойное повреж
дение левого и правого дистального хряща коленного сустава. 
У второй группы - неполнослойное повреждение соответству
ющих суставов. В полость правых суставов экспериментальных 
животных вводили 2* 106 ХММСК в физрастворе. В полость ле
вых суставов 0,5 мл физраствора натрия (контрольная группа). 
По прошествии 80 суток с момента операции выполняли анализ 
макро- и микроскопической картины суставных поверхностей 
по шкале O’Driscoll.

Показано, что внутрисуставное введение ХММСК обладает 
выраженным препарирующим эффектом в отношении хряще
вой ткани сустава, при полнослойных и неполнослойных по
вреждениях.
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Введение
Повреждение хрящевой ткани суставов является широко рас

пространенной патологией [1]. Известно, что суставной хрящ 
отличает малая восстановительная способность хондроцитов, 
обусловленная выраженной недостаточностью васкуляризации 
[2]. Более того, даже небольшие по площади повреждения хря
ща приводят к прогрессии патологии, что сопровождается даль
нейшим нарушением функции сустава и утратой социальной 
активности пациентов [3].

В настоящее время не существует клинически достаточных 
методов терапии. Общепринятыми методами лечения счита
ются противовоспалительные средства и препараты на основе 
компонентов хрящевой ткани (как правило - гликозаминглика- 
нов) [4].

Отсутствие значимых клинических эффектов медикаментоз
ной терапии повреждений хряща явилось причиной разработ
ки хирургических вмешательств. Вариантами выбора являются 
оперативные методики, стимулирующие естественные механиз
мы восстановления компонентов суставной поверхности путем 
мобилизации стволовых клеток костного мозга.

Неопределенность восстановительных подходов обуславли
вает необходимость поиска методов, обеспечивающих не толь
ко развитие фиброза, но и восстановление полноценной хряще
вой ткани сустава. [4].

Однако, целым рядом исследований показано, что характе
ристики суставного хряща, формируемого из мультипотентных 
мезенхимальных стромальных клеток (ММСК), а также струк
тура, механическая устойчивость, состав матрикса оказывается 
более близким к нативной ткани, чем образующаяся в послед
ствии пересадки клеток, полученных из хряща [5]. К настояще
му времени опубликованы данные клинических исследований, 
в которых продемонстрированы позитивные эффекты примене
ния ММСК [6].

Широко распространенной является метод аутотранспланта
ции хрящевой ткани. Нельзя не отметить, что данный подход 
имеет целый ряд недостатков. Например, несмотря на тера



певтическую направленность, сама процедура аутогрансплан- 
тации повышает риск развития остеоартроза [4]. Кроме того, 
аутотрансплантация требует организации соответствующих 
лабораторий, оснащенных дорогостоящим оборудованием и 
привлечением высококвалифицированного персонала. Вместе с 
тем, современный этап развития клеточных технологий не обе
спечивает гарантированного развития хондроцитов в участке 
трансплантации хрящевой ткани [7].

Тем не менее, достигнутые в ряде исследований положитель
ные результаты послужили распространению клеточной тера
пии в практической медицине.

Отдельной технологией является применение преддиффе- 
ренцированных в хондро направлении ММСК (ХММСК), при 
лечении пациентов с дефектами суставных поверхностей.

Многочисленные исследования показали, что аутотрансплан
тация таких клеток, как ММСК не сопряжена с риском развития 
злокачественных опухолей. Сами по себе факторы роста не яв
ляются ни про-, ни комутагенами [8].

Широкое применение трансплантации аутологичных клеток 
находит все большее распространение в различных областях 
медицины, в частности в травматологии, при лечении целого 
ряда патологий, не поддающихся терапии стандартными мето
дами [9].

Имеющиеся результаты исследований по лечению пораже
ний суставов дают основание надеяться на перспективность 
применения преддифференцированных ММСК для решения 
широкого круга медицинских задач [10].

Вместе с тем, эффекты преддифференцированных в хондро- 
бласты ММСК, их влияние на процессы восстановления сустав
ного хряща являются далекими от окончательного понимания.

Цель работы: оценить эффективность применения диффе
ренцированных в хондробласты мультипотентных мезенхималь
ных стромальных клеток (ХМ М СК) при терапии повреждений 
поверхности суставного хряща на модели его эксперименталь
ного механического поражения.



Материалы и методы
Регламентирующими документами проведения настоящей 

работы являются:
- Европейская конвенция по защите позвоночных животных 

(Страсбург 1986);
- приказ Минздрава России №199н (01.04.2016);
- одобрение ЛЭК Уральского государственного медицинско

го университета Минздрава РФ.
В исследование вовлечено 12 кроликов самцов массой 2,1-3,2 кг.
Моделирование патологии сустава
Повреждение хрящевой ткани достигали путем перфорации 

с использованием трепана диаметром до 2,5-3 мм и ограничени
ем глубины до развития кровотечения (полнослойный дефект) 
в дистальной части бедра нагруженной области коленного эпи
физа сустава.

Для формирования неполнослойного дефекта хряща левого 
коленного сустава (6 особей) в зоне наибольшей механической 
нагрузки мыщелка бедренной кости использовали фрезу с диа
метром 2,5 мм с ограничителем глубины 1 мм.

После формирования дефектов, обработки раны и ушивания 
мягких тканей в область экспериментальных суставов вводили 
3x106 ХММСК в виде взвеси в 500 мкл физраствора. Аналогич
ный объем физраствора вводили в контрольные суставы.

В работе использовали ММСК, выделенные из жировой тка
ни паховой области кролика. ММСК получали путем обработки 
эксплантатов коллагеназой IX (Merk, Sigma Aldrich). Эксплан
тат из паховой области интактных кроликов смешивали с изо
тоническим раствором фермента. После обработки ферментом 
полученную взвесь осаждали центрифугированием и фильтро
вали через нейлоновый фильтр 100 мкм.

Прогрессия культивируемых ММСК достигали применени
ем смеси среды DMEM/F12 (SigmaAldrich) и фетальной бычьей 
сыворотки (SigmaAldrich). Приобретение ММСК хондрального 
фенотипа достигали добавлением в среду аскорбата, рекомби
нантного человеческого инсулина и трансформирующего факто
ра роста (SigmaAldrich) [5]. При конфлюентности монослоя 70%



клетки снимали раствором трипсина-Версена (SigmaAldrich).
Спустя 80 суток с момента операции животные подвергались 

эвтаназии посредством эмболизации с применением газовой 
смеси на основе инертного газа ксенона.

Методами макро- и микроскопии проводился анализ состоя
ния хряща исследуемых суставов. Признаки развития гонартро- 
за и состояние поверхности хряща изучали методом макроско
пии.

С целью подготовки образцов для последующих гистологи
ческих исследований хрящи мыщелков фиксировали и декаль- 
цинировали. После стандартной проводки по спиртам образцы 
тканей суставов заключали в парафиновые блоки. Из получен
ных блоков готовили стандартные срезы с последующим окра
шиванием гематоксилин эозином и световой микроскопией 
(«Olympus СХ 41») при 100- и 200-кратном увеличении.

Для объективизации получаемых результатов применяли 
шкалу O’Driscoll [11].

Полученные в результате исследования данные анализиро
вали с применением критерия Шапиро-Уилка. Поскольку ана
лизируемые данные не укладывались в нормальное распреде
ление, их анализ проводили с использованием перцентилей. В 
последнем случае для оценки различий между группами при
знаков использовали метод Манна-Уитни. Результаты считали 
достоверными при р<0,05. Расчеты статистических показателей 
выполняли с применением программы STATISTICA 8.0.

Результаты исследования
Макроскопия суставной поверхности
В области хрящевых дефектов при их осмотре (исследуемые 

группы 1 и 2) наблюдали разрастание ткани, макроскопически 
соответствующей хрящевой с явлениями интеграции новообра
зованной ткани в неповрежденные участки.

Закрытие дефекта в группе контроля происходило путем фи- 
брозирования с образованием бугристой поверхности и впадин 
по центру повреждения. В единичном случае выявлен гонар- 
троз.



В контрольной группе дефект был заполнен тканью, подоб
ной хрящевой. Бугристость новообразованной ткани была ти
пичной для контрольной группы, равно и как четкая демаркация 
с неповреждёнными участками.

Микроскопическое исследование суставной поверхности
Применение шкалы O’Driscoll для оценки эффективности 

регенерации в группах экспериментальных животных представ
лено в таблице №1.

Группа 1 (суставы с полнослойным остеохондральным по
вреждением) достоверно отличалась высокими баллами по 
каждой категории по сравнению с контролем. В полнослойном 
дефекте преимущественно формировалась гиалиновая хряще
вая и фиброхрящевая ткань, а состав межклеточного матрикса 
практически мало отличался от нормы. При этом формирова
лись малодифференцированные группы клеток. Наблюдалась 
высокая степень кооперации с областями неповрежденных тка
ней. Признаки воспаленной ткани встречались фрагментарно.

В отличие от экспериментальных групп, в контроле в области 
повреждения в основном формировалась соединительная ткань, 
интегрированная с новообразованным фиброхрящем. Границы 
между неповрежденным хрящом и новообразующейся тканью 
четко очерчены. Поверхность регенерата была неровной с яв
ными признаками воспаления.

Группы с неполнослойным дефектом сустава отличались вы
соким заполнением области дефекта преимущественно хряще
вой тканью.

Контакт новообразованных тканей с окружающим их непо
врежденным суставным хрящом был хорошо заметен. Однако у 
кроликов в контрольной группе выявлялись признаки воспале
ния. Данные признаки нашли выражение в виде значимых ито
говых показателей по шкале O’Driscoll (р<0,05) (таблица 1).



Таблица 1
Значения показателей шкалы O'Driscoll

Категории

Медиана (ME), в скобках указан 25й перцентиль 
и 75й перцентиль

полнослойный дефект неполнослойный дефект

иссле
дуемая 
группа 1 

(введение 
ХММСК)

контроль
ная груп
па 2 (без 
лечения)

Р

иссле
дуемая 
группа 3 

(введение 
ХММСК)

контроль
ная груп
па 4 (без 
лечения)

Р

Тканевая
морфология 3 (1 ; 3) 2 (0 ; 2) 0,032 2 (1; 3) 2 (2; 3) 0,095

Окрашивание
межклеточного
матрикса

2 (1 ; 2) 1(1 ; 2) 0,049 2 ( 2 , 2 ) 2 (1 ; 2) 0,134

Характер
поверхности 2 (2; 2) 2 (2; 2) 0,317 2 (1 ; 2) 2 (1 ; 2) 0,317

Целостность
структуры

2 (2; 2) 1 (1 ; 1) 0,014 2 (2 ; 3) 1(1 ; 2) 0,049

Толщина образо
вавшегося хряща 2 (0; 2) 1 (0; 1) 0,042 2 (1 ; 2) 1 (1 ; 2) 0,221

Связь
с окружающим  
хрящом

2 (2 ;2 ) 1 (1 ; 1) 0,014 2 (2; 2) 2 (2; 2) 0,32

Кластеризация 1 (0; 1) 0 (0; 1) 0,049 1 (1 ; 1) 1 (1 ; 1) 1,0

Клеточность 2 (1 ; 2) 1 (0; 1) 0,064 2 (2; 3) 1(1 ; 1) 0,02

Дегенеративные  
изменения  
в окружающих 
тканях

3 (2; 3) 2 (2 ; 2) 0,174 3 (3 ; 3) 3 (3 ; 3) 0,37

Воспаление 1 (1 ; 1) 0 (0 ; 1) 0,014 1 (1 ; 1) 0 (0; 0) 0,01

Итого 19 (16;21) 12 (9; 13) 0,009
1 9 (1 8 ;

21)
15(13;

15)
0,01

Обсуждение
В ходе экспериментов было показано, что характеристи

ки формирующейся в результате введения ХММСК хрящевой 
ткани в зоне дефекта, значительно превосходят таковые в кон
трольной группе при полнослойном повреждении.



Так, внутрисуставное введение ХММСК животным с полно
слойным дефектом суставного хряща сопровождалось стати
стически достоверным улучшением морфологии ткани по срав
нению с соответствующим контролем, лучшим окрашиванием 
межклеточного матрикса, повышением целостности структуры, 
толщины образующегося хряща и снижением выраженности 
воспалительных процессов (во всех случаях р<0.05) Итоговая 
оценка состояния хряща в результате внутрисуставного введе
ния ХММСК на фоне полнослойного дефекта суставного хря
ща в баллах по используемой шкале медиана составила 19, 25 
и 75% квартили 17 и 20 баллов соответственно по сравнению с 
показателями непролеченых контрлатеральных суставов 12(10; 
13) соответственно.

Следует отметить, что данные отличия являлись статистиче
ски значимыми (р<0.05). Последнее позволяет заключить, что 
апробируемый метод коррекции повреждений суставов являет
ся клинически эффективным.

Вместе с тем, на модели неполнослойного дефекта, выражен
ность отличий показателей состояния хрящевой ткани и их из
менений в опытной и контрольной группах менее заметна.

Однако итоговая оценка по используемой шкале медиана со
ставила 19, 25 и 75% квартили 19 и 20 баллов соответственно 
по сравнению с показателями непролеченых контрлатеральных 
суставов 15 (14; 15) соответственно (р<0.05), что убедительно 
свидетельствует об эффективности апробируемого метода кор
рекции повреждений внутрисуставного хряща.

Полученные нами данные согласуются с данными других 
авторов, рассматривающих в качестве основной концепцию 
«пробуждения» эндогенных стволовых клеток, о чем свидетель
ствует как ускорение восстановления хряща, так и снижение 
воспалительной реакции [12, 13].

Заключение
Применение ХММСК способствует улучшению количе

ственных и качественных параметров регенерата суставного 
хряща при различной степени его повреждения. Означенное



может быть связано как с прямым замещением хрящевой ткани, 
гак и с цитокинопосредованными реакциями. Также введение 
ХММСК способно подавлять воспалительные реакции.

Разработанный метод применения тканеинженерной кон
струкции на основе преддифференцированных в хондробласты 
аутологичных ММСК может рассматриваться в качестве пер
спективного для терапии остеоартроза.
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