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Возможность превентивной
коррекции дистрофических
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методом клеточной инженерии
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ЦЦеелльь  ииссссллееддоовваанниияя.. Анализ возможности транс-
плантации культивированных хондробластов в пульпоз-
ное ядро интактного межпозвонкового диска (МПД)
как предпосылки коррекции структурно-функциональ-
ных нарушений на ранних стадиях остеохондроза.
ММааттееррииааллыы  ии ммееттооддыы..  Хондробласты, выделенные из по-
звоночника новорожденных щенков дикого типа, под-
вергались культивированию в соответствующих средах.
Трансплантация хондробластов II пассажа осуществля-
лась в МПД взрослым собакам дикого типа. Препараты
извлекались в сроки 14 дней, 1, 3, 6 мес. и исследовались
методами биохимии, углубленной морфогистохимии,
ультраструктурного анализа. Экспрессию гена агрекана
в трансплантате исследовали методом полимеразно-цеп-
ной реакции.
РРееззууллььттааттыы..  Хондробласты II пассажа, трансплантиро-
ванные в МПД, реализуют свою генетическую програм-
му в несколько этапов. В течение первых двух недель на-
блюдается адаптация хондробластов к метаболическим
условиям in vivo. При этом процесс функционирования
клеток осуществляется путем ауто- и паракринной регу-
ляции, а клетки находятся в стационарном состоянии.
На втором этапе наблюдаются активизация синтетичес-
ких и митотических процессов, формирование внекле-
точного матрикса и усложнение ультраструктурной ор-
ганизации хондробластов. На третьем этапе регистри-
руются изогенные группы, колонковые структуры, хон-
дронная организация, что свидетельствует о включении
многоуровневой регуляции функционирования клеток,
которая обеспечивает формирование органоспецифич-
ного гиалинового хряща.
ЗЗааккллююччееннииее.. Хондробласты, трансплантированные
в соответствующую метаболическую среду, подвергают-
ся многоуровневой эволюционно закрепленной регуля-
ции, в результате формируется специфический гиалино-
вый хрящ, способный обеспечить структурно-функцио-
нальную целостность МПД.
ККллююччееввыыее  ссллоовваа:: хондробласты, трансплантация,
протеогликаны.

Possibility of preventive correction
of dystrophic changes in intervertebral
disc by cell engineering technique
A.M. Zaidman, I.Yu. Kim, A.V. Korel, S.P. Markin

OObbjjeeccttiivvee.. To study a possibility of cultured chondroblast
transplantation into nucleus pulposus of the intact interver-
tebral disc for correction of structural-functional disorders
at  early stages of degeneration.
MMaatteerriiaall  aanndd  MMeetthhooddss.. Chondroblasts isolated from the
spine of newborn wild-type puppies were cultured in appro-
priate media. Second passage chondroblasts were trans-
planted into intervertebral disc of wild-type mature dogs.
Specimens were extracted at 14 days, 1, 3, and 6 months and
studied using biochemical, in-depth morphohistochemical,
and ultrastructural analyses. Aggrecan gene expression in a
transplant was analyzed by a polymeraze chain reaction.
RReessuullttss.. Second-passage chondroblasts transplanted into
intervertebral disc realize their genetic program in several
steps. During first two weeks an adaptation of chondroblasts
to metabolic conditions in vivo is observed. The process of
cell functioning consists in auto- and paracrine regulation,
and cells are under steady-state condition. The second stage
includes activation of synthetic and mitotic processes, for-
mation of extracellular matrix, and amplification of the
ultrastructural organization of chondroblasts. At the third
stage isogene groups, columnar structures, and chondronic
organization are registered. This testifies to multilevel
organization of cell functioning providing a formation of
organospecific hyaline cartilage.
CCoonncclluussiioonn.. Chondroblasts transplanted into appropriate
metabolic medium are subjected to multilevel evolutionary
fixed regulation resulting in formation of specific hyaline
cartilage which can facilitate structural-functional integrity
of the intervertebral disc.
KKeeyy  WWoorrddss::  chondroblasts, transplantation, proteoglycans.
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Во многих ситуациях поменять больные клетки на здоровые
становится более эффективным способом, чем лечить
старые и больные.

А.В. Соболев

ВВввееддееннииее

Межпозвонковый диск (МПД) челове-
ка – одна из самых больших аваску-
лярных структур организма. Крове-
носные сосуды локализуются в перед-
ней продольной связке и только
на 1/3 перфорируют фиброзное
кольцо (ФК). Некоторые клетки уда-
лены от ближайших сосудов на 20 мм
[16]. Диффузия метаболитов осущест-
вляется через прослойки рыхлово-
локнистой части диска, расположен-
ной между плотными коллагеновыми
волокнами. Ограничивает диск авас-
кулярная замыкательная пластинка,
представленная хрящевой тканью
и хондроцитами, которые не репро-
дуцируются. Со стороны костной тка-
ни капиллярные сети образуют петли,
в связи с чем пенетрации капилляра-
ми хрящевой ткани не происходит [2,
17]. Сосудистые петли – базальная
мембрана, околососудистое прос-
транство и протеогликаны (ПГ), син-
тезируемые хондроцитами замыка-
тельной пластинки, – являются сво-
еобразным барьером, обеспечиваю-
щим гомеостаз структурных компо-
нентов диска [2].

Важнейшей функцией МПД явля-
ется гашение постоянных или удар-
ных нагрузок и колебательных дви-
жений [15]. МПД представляет собой
структуру, которая равномерно рас-
пределяет нагрузки по поверхности
смежных позвонков [1, 9, 14, 15]. Воз-
действуя на позвоночник в целом,
биомеханические нагрузки концент-
рируются в МПД и равномерно рас-
пределяются на костные структуры
позвоночного столба [20].

Уникальное сочетание выполняе-
мых функций становится возможным
при соответствующей морфологичес-
кой и биохимической структуре МПД
[3, 5, 11, 12].

Вместе с тем структурно-функцио-
нальные особенности МПД, аваску-
лярность и прямохождение являются

предпосылками метаболических на-
рушений и последующих патологи-
ческих изменений в нем. Процесс
фибротизации прослоек рыхлово-
локнистой соединительной ткани
усугубляет процесс диффузии мета-
болитов к хондроцитам внутренних
порций диска. В условиях дефицита
метаболитов нарушается синтез ПГ,
снижается количество хондроитин-
сульфатных цепей ПГ, падает гидрата-
ция пульпозного ядра (ПЯ), что при-
водит к фрагментации последнего.
Метаболические изменения являются
причиной нарушения целостности
ФК и пролабирования ПЯ с последую-
щим формированием грыж диска.
На фоне снижения высоты МПД раз-
виваются неврологический конфликт
и болевой синдром. Восстановление
структурной целостности МПД, пред-
отвращение фибротизации, а следо-
вательно, и коллабирования диска,
создние упругой амортизирующей
структуры, обеспечивающей синтез
ПГ и циркуляцию метаболитов, – все
это позволит нормализовать функци-
онирование МПД.

Цель работы – исследование воз-
можности трансплантации культиви-
рованных хондробластов в ПЯ ин-
тактного МПД как предпосылки кор-
рекции структурно-функциональных
нарушений на ранних стадиях остео-
хондроза.

ММааттееррииаалл  ии ммееттооддыы

Материалом для культивирования
служили хондробласты, которые из-
влекались в стерильных условиях
из позвоночника новорожденных
щенков дикого типа. Гиалиновый
хрящ отмывали в растворе Хенкса
с канамицином 1 г/л в течение
15 мин, измельчали в чашке Петри
с минимальным объемом среды RPMI
до размеров 1–2 мм2, а затем поме-
щали в раствор 1,5 % коллагеназы
в силиконизированной посуде для

инкубирования на шейкере при тем-
пературе 37 °С в течение 5–8 ч. Сус-
пензию пропускали через нейлоно-
вый фильтр и центрифугировали
10 мин при 1500 об/мин. Далее клет-
ки ресуспендировали в ростовой пи-
тательной среде. Полученную популя-
цию клеток культивировали в культу-
ральных флаконах в концентрации
3 х 105 клеток на мл в среде
ДМЕМ/F12 1:1 (Gibco) с добавлением
20 % фетальной сыворотки крови
плодов коровы при 37 °С. Пересев
хондробластов осуществлялся два ра-
за в неделю с кратностью рассева
1/2–3. Смену среды проводили каж-
дые три дня. После механического из-
мельчения, а затем обработки в 1,5 %
растворе коллагеназы суспензию кле-
ток пропускали через нейлоновый
фильтр, центрифугировали в течение
10 мин при 1500 об/мин и помещали
для ресуспендирования в ростовую
среду ДМЕМ. Культивирование клеток
проводили в питательной среде
ДМЕМ с добавлением 20 % FBS.

Для трансплантации использова-
лись хондробласты II пассажа [4].
Трансплантация клеток в МПД 5-лет-
ним собакам осуществлялась под 5 %
кетаминовым наркозом с предвари-
тельной премедикацией. Внебрю-
шинным доступом обнажался пояс-
ничный отдел позвоночника и толс-
той иглой в межпозвонковые ПЯ дис-
ков L2–L3, L3–L4, L4–L5 вводилось
5 млн хондробластов. Рана послойно
ушивалась наглухо. Животные выво-
дились из эксперимента через 2 неде-
ли, 1, 3, 6 мес. Из позвоночника извле-
кались МПД. Материал фиксировался
в 10 % растворе формалина и подвер-
гался машинной проводке, готови-
лись срезы, которые окрашивались
гистологическими методами (гема-
токсилин-эозином по Ван-Гизону
и Маллори), гистохимическими мето-
дами (толуидиновым синим при раз-
ных значениях рН, альциановой си-
нью, Хейл-реакцией, Шик-реакцией,
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реакциями Грина, Сидидмена).
Ко всем реакциям ставились соответ-
ствующие контроли. Окислительно-
восстановительные ферменты опре-
делялись на креостатных срезах реак-
цией Нади и Нахласа. Определение
пролиферативной активности клеток
осуществлялось иммуногистохими-
ческой реакцией с PSNA-маркером
пролиферации. Для проведения ульт-
раструктурных исследований матери-
ал фиксировался в 4 % растворе пара-
форма, дофиксировался в 1 % раство-
ре OsO4, обезвоживался в спиртах
возрастающей концентрации, заклю-
чался в эпон-аралдит. На ультратоме
LKB готовились ультратонкие срезы,
контрастировались уранилацетатом
и просматривались под электронным
микроскопом.

Измерение диаметров и площадей
клеток, вычисление ядерно-цитоплаз-
матических отношений и статисти-
ческая обработка полученных резуль-
татов осуществлялись при помощи
пакета программ «Morpho Images».

На I, II, III пассажах среды, полу-
ченные от клеточных культур, забира-
ли для проведения биохимического
исследования. Были определены ка-
чественный и количественный состав
гликозаминогликанов (ГАГ). ГАГ
из сред выделялись следующим обра-
зом. Белки осаждали добавлением
к образцам 100 % ТХУ до конечной
концентрации 5 %, центрифугирова-
ли, затем раствор диализовали про-
тив 50 мM Na-ацетатного буфера рН-
5,8 в течение 18 ч при температуре
4 °С. ПГ осаждали тремя объемами
96 % этанола с 4 % К-ацетатом с по-
следующим центрифугированием,
осадки растворяли в деионизованной
воде.

Качественный состав ГАГ в средах
II пассажа хондроцитов исследовался
методом разделения электрофорезом
в 1 % геле агарозы [19], в 50 мМ буфе-
ре ацетата бария с рН 5,0. Исследуе-
мые образцы ГАГ перед электрофоре-
зом последовательно обрабатывали
хондроитиназами АС, АВС, кератана-
зой в 50 мM трис-буфере pH 7,5 18 ч
при 37 °С для удаления отдельных ви-
дов ГАГ. После окончания процедуры

гель окрашивали 0,1 % азуром c 50 мМ
натрий-формиатом и 10 мМ хлори-
дом магния с pH 3,5. Окрашенный
гель отмывали 50 мМ ацетатным бу-
фером с рН 5,8. Для идентификации
ГАГ были использованы метчики –
хондроитинсульфаты А, В, С, кератан-
сульфат и гепарансульфат.

Количество ГАГ определяли
по присутствию гексуроновых кислот
[8] и сульфатированных ГАГ [10], гек-
созы (ацетилированные и неацетили-
рованные гексозамины) определяли
после гидролиза образцов в 0,5 Н со-
ляной кислоте (при 100 °С 30 мин).
Результаты представлены в виде мик-
рограммов на 100 микролитров сре-
ды. Отношение количеств ГАГ, опре-
деляемых по гексуроновым кислотам
и по количеству сульфатированных
групп, считали показателем степени
сульфатированности. В качестве
стандарта использовали хондроитин-
сульфат С.

Материалом для исследования
уровня экспрессии генов-кандидатов
служили хондробласты, извлеченные
в стерильных условиях из позво-
ночника новорожденных щенков ди-
кого типа. Гиалиновый хрящ отмыва-
ли в растворе Хенкса с канамицином
1 г/л в течение 15 мин, измельчали
в чашке Петри с минимальным
объемом среды RPMI до размеров
1–2 мм2, а затем помещали в раствор
1,5 % коллагеназы в силиконизиро-
ванной посуде для инкубирования
на шейкере при температуре 37 °С
в течение 5–8 ч. Суспензию про-
пускали через нейлоновый фильтр
и центрифугировали 10 мин при
1500 об/мин. Далее клетки ресуспен-
дировали в ростовой питательной
среде. Полученную популяцию клеток
культивировали в культуральных фла-
конах в концентрации 3 х 105 клеток
на мл в среде ДМЕМ/F12 1:1 (Gibco)
с добавлением 20 % фетальной сыво-
ротки крови плодов коровы при 37 °С.
Пересев хондробластов осуществлял-
ся два раза в неделю с кратностью
рассева 1/2–3. Смену среды проводи-
ли каждые три дня. Для дальнейших
исследований использовались хонд-
робласты II пассажа.

Для полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) использовались праймеры
«Медиген». Праймеры подбирали для
гена агрекана человека (NM013227,
GI:6995993), GAPDH (NM_002046.2,
GI:7669491). Выделение и РНК из хон-
дробластов осуществлялось китом
TRIZOL.

Для очистки РНК от ДНК добавля-
ли к 40 мкл выделенного РНК-раство-
ра 1 ед. активности ДНК-азы и соот-
ветствующий буфер, доводили
до объема 100 мкл. Инкубировали
при 37 °С в течение 30 мин. Добавля-
ли 100 мкл фенола, перемешивали.
Добавляли 40 мкл хлороформа, цент-
рифугировали 5 мин при 7,5 тыс. g.
Переносили водную фазу в чистую
пробирку, добавляли 100 мкл изопро-
панола. Инкубировали в течение
10 мин при комнатной температуре,
центрифугировали при 12 тыс. g в те-
чение 10 мин. Образовавшийся оса-
док промывали 200 мкл 75 % этилово-
го спирта и центрифугировали 7,5 g
в течение 5 мин. Высушивали осадок,
растворяли в 40 мкл воды и инкуби-
ровали при 55 °С в течение 10 мин.

Для проведения обратной транс-
крипции к 2 мкг выделенной РНК до-
бавляли 10 пмоль праймеров (OligodT
или случайные гексануклеотидные
праймеры), инкубировали 5 мин
при 70 °С, охлаждали на льду в тече-
ние 1 мин, встряхивали. Далее добав-
ляли в строгой последовательности
5 мкл буфера для обратной транс-
крипции, 0,5 ммоль каждого дезокси-
нуклеозидтрифосфата, 200 ед. актив-
ности обратной транскриптазы
M-MTLV, доводили водой до 25 мкл.
Инкубировали 1 ч при 37 °С.

Амплификацию фрагментов генов
агрекана, GAPDH проводили методом
мультиплексной ПЦР на амплифика-
торе Терцик. В качестве контрольного
гена использовался ген GAPDH. Объ-
ем реакционной смеси составлял
20 мкл, с добавлением ~200 нг кДНК,
2 мкл 10-кратного ПЦР-буфера
(10 мМ Tris-HCl, 1,5 мМ MgCl2, 50 мМ
KCl, pH 8,3), 20 пмоль каждого прай-
мера, 0,2 мМ каждого дезоксинуклео-
зидтрифосфата и 1 ед. активности
Taq-ДНК-полимеразы. Реакционную
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смесь покрывали равным объемом
минерального масла. ПЦР проводили
при следующих условиях: начальная
денатурация 5 мин при 95 °С,
далее 32 цикла при денатурации
30 с при 95 °С, отжиге праймеров
30 с при 55 °С, элонгации 60 с при
72 °С, 10 мин при 72 °С.

Анализ продуктов ПЦР проводили
методом горизонтального гель-элект-
рофореза в 0,9 % агарозном геле в бу-
фере ТАЕ (0,04 М Tris-HCl; 0,05 М
EDTA, pH 8,0) с содержанием 1 мкг/мл
бромистого этидия. Проводили элек-
трофорез в течение 20 мин. Напря-
женность электрического поля
6–8 В/см. Для нанесения на гель рас-
твор ДНК смешивали с 50 % глицери-
ном, содержащим 0,1 % бромфеноло-
вый синий, 0,1 % ксиленцианол в со-
отношении 1:10. Сканирование геля
проводили в ультрафиолетовом свете
с помощью видеосистемы «DNA
Analyzer». В качестве стандарта моле-
кулярной массы использовали ДНК
плазмиды pBlueScript/SK, обработан-
ную эндонуклеазой рестрикции MspI,
маркерную ДНК 100 bp и 1 kb.

РРееззууллььттааттыы

Выбор хондробластов разных пасса-
жей осуществлялся на основе их
cинтетических потенций и фено-
типических признаков. Как показали
исследования (табл., рис. 1), хондроб-
ласты II пассажа по своим морфо-
логическим показателям соответству-
ют фено- и генотипу хондробластов
внутренних порций МПД, осуществ-
ляют синтез хондроитинсульфата
А и С и в следовых количеств кератан-
сульфата (рис. 2), экспрессируют ген
агрекана (рис. 3).

Через две недели после трансплан-
тации в центре ПЯ располагается
группа хондробластов в виде колоний
(рис. 4). Клетки контактируют между
собой при помощи отростков, что на-
поминает формирование колоний in
vitro. Вокруг клеток и в цитоплазме
выявляются хондроитинсульфаты
А и С. Вокруг клеточных колоний
в ПЯ сохраняется окраска на хондро-
итинсульфаты.

В центре ПЯ морфологическими
методами по степени дифференци-
ровки идентифицируется три типа
клеток: низко-, средне- и высокодиф-
ференцированные хондробласты
(рис. 5). Преобладающими являются
средне- и высокодифференцирован-
ные хондробласты с соответствую-
щими морфологическими показате-
лями. Клетки I типа (рис. 6) овальной
формы с площадью 60,90 мкм. Ядро
круглое с преимущественным содер-
жанием гетерохроматина. Цитоплаз-

ма клеток базофильна, в ней выявля-
ются хондроитинсульфаты и мелкие
гранулы гликогена (рис. 7). Гранулы
СДГ и НАД-Н-диафоразы определяют-
ся преимущественно в околоядерной
зоне. Вокруг клеток определяется
бледная реакция на сульфатирован-
ные ГАГ. Плазматическая мембрана
с незначительными отростками, ядро
овальной формы и занимает значи-
тельный объем цитоплазмы, контуры
ядерной мембраны неровные (рис. 8),
с инвагинатами, матрикс ядра имеет

Таблица

Количественный состав гликозаминогликанов в средах I–III пассажей хондробластов

позвоночника новорожденного щенка

Пассаж S-ГАГ* УК* S-ГАГ/УК Гал-за* УК/Гал-за

I 5,646 ± 0,452 4,129 ± 0,248 1,367 1,535 ± 0,139 2,690

II 7,629 ± 0,611 5,074 ± 0,305 0,665 1,517 ± 0,137 3,345

III 10,390 ± 0,832 6,994 ± 0,420 1,485 1,692 ± 0,153 4,132

S-ГАГ – сульфатированные гликозаминогликаны (ГАГ); УК – уроновые кислоты;

S-ГАГ/УК – отношение количества сульфатированных ГАГ к количеству УК;

Гал-за – галактоза; УК/ Гал-за – отношение количества УК к количеству Гал-за;

* количественный состав ГАГ в микрограммах на 100 микролитров.

РРиисс..  11

Количественный состав гликозаминогликанов в средах I–III пассажей хондроб-

ластов позвоночника новорожденного щенка: S-ГАГ, УК, S-ГАГ/УК, Гал-за, УК/Гал-

за – см. прим. к табл.
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РРиисс..  22

Фореграмма образцов гликозами-

ногликанов в средах культуры хонд-

робластов (II пассаж): 1 – стандарт;

2 – нативный образец; 3, 4 – образ-

цы, обработанные хондроитиназой

АС и кератаназой соответственно

РРиисс..  33

Результат мультиплексной ПЦР с праймерами для

гена GAPDH (нижняя полоса) и гена агрекана

(верхняя полоса): 1 – маркер; 2, 3, 4 – культивиро-

ванные хондробласты позвоночника новорож-

денного щенка I, II, III пассажей соответственно

РРиисс..  44

Через 1 неделю после трансплан-

тации в межпозвонковый диск;

клетки формируют колонии;

окраска гематоксилин-эозином,

10 х 20

РРиисс..  88

Ультраструктура хондробласта

I типа, х5000

РРиисс..  55

Клетки трех типов, транспланти-

рованные в пульпозное ядро меж-

позвонкового диска; окраска

гематоксин-эозином, 10 х 60

РРиисс..  66

Хондроитинсульфаты в цито-

плазме хондробластов I типа

через 2 недели после трансплан-

тации; Хейл-реакция, 10 х 40

РРиисс..  77

Гранулы гликогена в хондробластах

I типа через 2 недели после транс-

плантации; Шик-реакция, 10 х 40

РРиисс..  99

Хондроитинсульфаты в цитоплазме

хондробластов II типа через 2 не-

дели после трансплантации в меж-

позвонковый диск; окраска альциа-

новым синим, 10 х 40

1 432
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среднюю электронную плотность.
Эухроматин расположен диффузно,
гетерохроматин – примембранно.
Органеллы – преимущественно поли-
сомы, свободно расположенные
на мембранах гранулярного ретику-
лума, который представлен в виде
расширенных местами канальцев, за-
полненных электронно-плотным со-
держимым. Комплекс Гольджи (КГ)
расположен приядерно, состоит
из цистерн и мелких везикул. Мито-
хондрии единичные, овальной фор-
мы, с хорошо контурирующимися
кристами.

Клетки II типа площадью 98,5 мкм,
крупные, овальной формы, с отрос-
тками, с обильной базофильной ци-
топлазмой. Вокруг клеток и в цитоп-
лазме определяются реакции на хон-
дроитинсульфаты (рис. 9). Окисли-
тельно-восстановительные ферменты
диффузно заполняют цитоплазму
этих клеток. Мелкие гранулы гликоге-
на располагаются в приядерной зоне
(рис. 10).

На ультраструктурном уровне
среднедифференцированные хонд-
робласты более крупные, чем хонд-
робласты I типа. На мембране клеток
сформированы отростки. Ацентраль-
но расположенное ядро ограниченно
мембраной с множественными инва-
гинатами. Характерной особеннос-
тью этих клеток является наличие
1–2 ядрышек и преимущественно
диффузный эухроматин. Эндоплазма-
тическая сеть (ЭПС) занимает значи-
тельный объем цитоплазмы и пред-
ставлена системой канальцев, места-
ми имеющих расширения. Выявляют-
ся свободные рибосомы. КГ с боль-
шим количеством везикул располо-
жен как приядерно, так и на полюсах
клеток. Многочисленные митохонд-
рии с плотным матриксом и ламиляр-
ными кристами контактируют с КГ
и ЭПС (рис. 11).

Клетки III типа представлены круп-
ными хондробластами овальной
формы с площадью 196,20 мкм.
В центре хондробласта располагается
овальное ядро, содержащее 1–3 яд-
рышка. Цитоплазма интенсивно базо-
фильно окрашена и содержит грану-

лы гликогена, хондроитинсульфат
и незначительное количество кера-
тансульфата. Вокруг клеток определя-
ется матрикс, в котором идентифици-
руются хондроитинсульфаты А и С.
Окислительно-восстановительные
ферменты СДГ и НАД-Н-диафораза
в виде мелких гранул заполняют всю
цитоплазму (рис. 12). Ультраструктур-
ной особенностью хондробластов III
типа является наличие широкой ЭПС.
КГ выявляется во всех полях клеток
с большим количеством транспорт-
ных везикул, расположенных в зонах
КГ, гладкой эндоплазматической сети
и в области плазматической мембра-
ны. Регистрируются эндо- и экзовези-
кулы, многочисленные митохондрии
различной формы.

Через 1 мес. в центре ПЯ транс-
плантированные клетки формируют
изогенные группы клеток с выражен-
ной базофилией матрикса и цитоп-
лазмы. Хондробласты по-прежнему
образуют сообщества, местами встре-
чаются митотически делящиеся клет-
ки (рис. 13). Вокруг клеток реакции
на сульфатированные ГАГ интенсив-
ны. В этот период за счет митотичес-
кого деления популяция клеток зна-
чительно увеличивается. В матриксе
ПЯ сохраняются выраженные реак-
ции на хондроитинсульфат.

Среди популяции трансплантиро-
ванных клеток количество низкодиф-
ференцированных клеток падает
и нарастает количество средне- и вы-
сокодифференцированных хондроб-
ластов. Хондробласты формируют
изогенные группы (рис. 14). Встреча-
ются фигуры митоза. В цитоплазме
и вокруг клеток выявляются хондрои-
тинсульфат и незначительное коли-
чество кератансульфата. Между клет-
ками видны тонкие коллагеновые во-
локна и хондроитинсульфаты,
что свидетельствует о формировании
матрикса (рис. 15). Индекс пролифе-
рации высокий – 95 %. В окружающих
трансплантацию зонах и в клетках
интенсифицируются митотическая
активность и процессы синтеза хонд-
роитинсульфата.

Через 3 мес. после трансплантации
в зоне пересадки сформирован гиа-

линовый тканеспецифичный хрящ
с гомогенным матриксом, окружаю-
щим изогенные группы клеток. В по-
пуляции клеток преобладают средне-
и высокодифференцированные хонд-
робласты. Коллагеновые волокна
при обычных гистологических окрас-
ках не выявляются. Иммуногистохи-
мическими методами определяется
коллаген II типа. Снижается индекс
пролиферации до 80 %. Вокруг транс-
плантированных структур в клетках
рыхловолокнистой части диска на-
блюдается активизация синтетичес-
ких процессов, о чем свидетельству-
ют интенсивные реакции на хондро-
итинсульфат (рис. 16). В цитоплазме
выявляются хондроитинсульфаты
А и С, гликоген в виде диффузных
гранул. Реакции на окислительно-
восстановительные ферменты интен-
сивны. В матриксе, окружающем хон-
дробласты, выявляется диффузное
окрашивание при постановке реак-
ций Хейла и Сидидмена. Надо пола-
гать, что происходит активизация
синтетических процессов в клет-
ках по типу индукции, так как
и в прослойках между пучками кол-
лагеновых волокон интенсифициру-
ются реакции на хондроитинсульфат
(рис. 17).

Через 6 мес. после трансплантации
в зоне ПЯ сформирован гиалиновый
хрящ с гомогенным матриксом и хон-
дронными структурами (рис. 18). По-
пуляция клеток представлена преиму-
щественно высокодифференциро-
ванными клетками, низкодифферен-
цированные хондробласты встреча-
ются в виде единичных клеток. В мат-
риксе выявляются высокополимерные
хондроитинсульфаты А и С (рис. 19).
Гликоген в виде мелкогранулярных
структур определяется в цитоплазме
пролиферирующих и изогенных хон-
дробластов. Интенсифицированы ре-
акции на окислительно-восстанови-
тельные ферменты: СДГ, НАД-Н-диа-
форазу. Индекс пролиферации низ-
кий – 60 %. Процесса апоптоза и фор-
мирования гипертрофичесчких хон-
дроцитов не наблюдается. Ультра-
структурная организация клеток
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РРиисс..  1133

Пролиферация клеток через

1 мес. после трансплантации хон-

дробластов в межпозвонковый

диск; окраска гематоксилин-эози-

ном, 10 х 40

РРиисс..  1144

Клетки формируют изогенные

структуры через 1 мес. после

трансплантации хондробластов

в межпозвонковый диск; окраска

гематоксилин-эозином, 10 х 40

РРиисс..  1155

Формирование матрикса в зоне

трансплантации через 1 мес.

после пересадки хондробластов

в межпозвонковый диск; Шик-

реакция, 10 х 40

РРиисс..  1100

Гранулы гликогена в хондроблас-

тах II типа через 2 недели после

трансплантации; Шик-реакция,

10 х 40

РРиисс..  1111

Ультраструктура хондробласта II

типа, х5000

РРиисс..  1122

Гранулы сукцинатдегидрогиназы

в цитоплазме хондробластов III

типа; реакция Нади, 10 х 40

РРиисс..  1166

В зоне трансплантации сформи-

рован гиалиновый хрящ, хондро-

итинсульфаты в матриксе и ци-

топлазме клеток; Хейл-реакция,

10 х 40

РРиисс..  1177

Синтез протеогликанов в рыхло-

волокнистой части диска через

3 мес. после трансплантации кле-

ток в межпозвонковый диск;

Хейл-реакция, 10 х 20

РРиисс..  1188

Через 6 мес. после транспланта-

ции в зоне пульпозного ядра

сформирован гиалиновый хрящ

с гомогенным матриксом и хонд-

ронными структурами; окраска

гематоксилин-эозином, 10 х 40
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соответствует стадиям дифференци-
ровки.

ООббссуужжддееннииее

При обсуждении полученных данных
следует остановиться на следующих
основополагающих вопросах:
– соответствие донорских клеток ге-

но- и фенотипам ткани, в которую
осуществлялась трансплантация;

– метаболическое обеспечение про-
цессов функционирования клона
донорских клеток;

– возможность восстановления
утраченных функций диска при
помощи трансплантации клеток.
Для ответа на поставленные во-

просы были исследованы органоспе-
цифические хондробласты разных
пассажей, подбор которых осуществ-
лялся путем углубленного исследова-
ния культивированных хондроблас-
тов I–V пассажей [4]. Морфологичес-
кие и ультраструктурные исследова-
ния показали, что культивированные
клетки, полученные из позвоночника
новорожденных щенков на стадии
хондрогенной дифференцировки,
в процессе культивирования (II пас-
саж) сохраняют свой фенотип. Три
степени дифференцировки хонд-
робластов способны осуществить ре-
паративную регенерацию поврежден-
ного матрикса хряща за счет синтеза
ПГ и коллагена II типа. Учитывая спе-

цифику хондробластов, отсутствие
разобщенности синтеза и репродук-
ции [2, 16], мало- и среднедифферен-
цированные хондробласты обеспечи-
вают как сохранение популяции кле-
ток, так и гомеостаз матрикса. Кроме
того, высокий уровень экспрессии ге-
на агрекана (рис. 3) в культуре клеток
II–III пассажей, соответствующий та-
ковому в МПД [11, 13], является осно-
ванием для экспериментального мо-
делирования коррекции нарушенных
функций при остеохондрозе.

Вопрос о характере взаимодейст-
вия донорских клеток и коммитиро-
ванной ткани решался путем транс-
плантации хондробластов II пассажа
в интактный МПД животного. Как
видно из фактических данных, транс-
плантированные хондробласты через
15 дней сохраняют свой фенотип,
формируют колонии и контактируют
посредством отростков. Как и в куль-
туральной среде, in vivo эти клетки
представлены тремя стадиями диф-
ференцировки с преобладанием
мало- и среднедифференцированных
хондробластов. Отсутствие репродук-
ции (митотического деления клеток),
апоптоза и гетеросинтеза позволяет
оценить это состояние транспланти-
рованных клеток как стадию адапта-
ции к условиям in vivo, а состояние
хондробластов как стационарное.
В процессе адаптации устанавлива-
ются межклеточные взаимодействия,
но процесс функционирования кле-
ток осуществляется посредством
ауто- и паракринной регуляции.
На этой стадии функционирования
клеток, когда все возможно, но еще
ничего не решено [7], транскрибиру-
ются одни и те же последовательнос-
ти ДНК, что создает метаболическую
основу для последующей органоспе-
цифической дифференцировки хон-
дробластов. Через 30 дней после
трансплантации наблюдается об-
особление хондробластов и активи-
зация синтезирующего аппарата кле-
ток (КГ, ЭПС, ядерного эухроматина,
формирование 1–2 ядрышек). В ци-
топлазме и вокруг выявляются суль-
фатированные ГАГ и тонкие коллаге-
новые волокна II типа. Наблюдаются

редкие митотически делящиеся клет-
ки, активизируется синтез белков
и РНК, определяющих дальнейший
процесс дифференцировки клеток
[6]. Хондробласты формируют изо-
генные группы клеток, вокруг кото-
рых выявляются ПГ, что свидетельст-
вует о соответствии микроокружения
трансплантированным клеткам.
В пределах этой ниши осуществляет-
ся информационный обмен между
трансплантированными и окружаю-
щими клетками. В формировании
связей огромную роль играют моле-
кулы внеклеточного матрикса, кото-
рые являются индукторами диффе-
ренцировки клеток [6]. Таким обра-
зом, дифференцировка хондроблас-
тов осуществляется в соответствии
с генетической программой, но уже
под влиянием внешних факторов.
В этот период транскрибируются
участки генома, кодирующие орга-
носпецифические белки и ПГ, форми-
руются рецепторный аппарат клеток
и сложная система межтканевых вза-
имодействий [6]. В дальнейшем про-
цесс дифференцировки клеток осу-
ществляется при взаимодействии гор-
мона роста и мембранных рецепто-
ров хондробластов. Этот этап следует
определить как органоспецифичес-
кую дифференцировку хондроблас-
тов, что подтверждается формирова-
нием изогенных и колонковых струк-
тур. Необходимо остановиться
на возможностях дифференцировки
клеток в культуральной среде
и при трансплантации in vivo. В куль-
туральной среде после многочислен-
ных пассажей дифференцировка
хондробластов происходит путем па-
ра- и аутокринной регуляции клеточ-
ных популяций, в связи с чем форми-
рования органных структур (ПР, сус-
тавного хряща) не происходит.

При трансплантации хондроблас-
тов in vivo в соответствующую мета-
болическую среду, в ПЯ, матрикс, ко-
торого состоит из ПГ [18], процесс ре-
гуляции осуществляется на органном
уровне. Вполне резонно предполо-
жить, что клетки провизорного хря-
ща, реализующие полную генетичес-
кую программу, должны подвергнуть-

РРиисс..  1199

Высокополимерные хондроитин-

сульфаты А и С в матриксе через

6 мес. после трансплантации;

Хейл-реакция, 10 х 20
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ся апоптозу с последующим форми-
рованием остеогенных структур.
Однако исследование структурных
компонентов МПД в течение года по-
казало, что процесс остеогенеза
не развивается. Хондробласты сохра-
няют синтетические потенции, фено-
и генотипы. Объяснение может быть
следующим: процесс остеогенеза
запускается геном люмникана,
а экспрессия этого гена зависит
от отсутствия антиинвазивного фак-
тора, специфических ПГ и сосудис-
той инвазии. При трансплантации

в МПД, в котором экспрессируется
ген агрекана, хондроциты изолирова-
ны от сосудов своеобразным хондро-
гематическим барьером, и при отсут-
ствии повреждающих факторов
(сосудистой инвазии) хондробласты
сохраняют свой фенотип.

ЗЗааккллююччееннииее

Хондробласты в соответствующей
культуральной среде осуществляют
свои гено- и фенотипические про-
граммы на уровне общей дифферен-

цировки по типу пара- и аутокринной
регуляции. В процессе транспланта-
ции in vivo реализуется многоуров-
невая комплексная эволюционно
закрепленная регуляция, что обеспе-
чивает формирование органной
структуры.

Полученные данные являются ос-
нованием для разработки методов
коррекции ранних стадий остеохонд-
роза в клинических условиях.
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