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Ââåäåíèå
 Ëå÷åíèå çàáîëåâàíèé è òðàâì îïîðíî-äâèãàòåëüíîãî

àïïàðàòà îñòàåòñÿ àêòóàëüíîé ïðîáëåìîé ñîâðåìåííîé ìå-
äèöèíû. Íåñìîòðÿ íà ñïîñîáíîñòü ê ðåïàðàöèè, êîñòíàÿ è
õðÿùåâàÿ òêàíè èíîãäà íå â ñîñòîÿíèè ïîëíîñòüþ óñòðàíèòü
äåôèöèò, âîçíèêøèé â ðåçóëüòàòå äåéñòâèÿ ïîâðåæäàþùå-
ãî ôàêòîðà. Ïîïûòêè âîññòàíîâèòü óòðà÷åííóþ ÷àñòü êîñòè
èëè õðÿùà ïðåäïðèíèìàëèñü ñ äàâíèõ ïîð è ñâîäèëèñü,
ïðåæäå âñåãî, ê àëëîòðàíñïëàíòàöèè êóñî÷êîâ òêàíè èëè èñ-
ïîëüçîâàíèþ ñèíòåòè÷åñêèõ ìàòåðèàëîâ [1]. Îäíàêî ó ýòèõ
øèðîêî ïðèìåíÿåìûõ è ñòàâøèõ óæå ðóòèííûìè òåõíîëîãèé
åñòü ìíîæåñòâî íåäîñòàòêîâ � îò íàëè÷èÿ èììóíîëîãè÷åñêî-
ãî áàðüåðà è äåôèöèòà ïëàñòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà äî îñòàòî÷-
íîãî îãðàíè÷åíèÿ êà÷åñòâà æèçíè, äàæå ïîñëå ïðîâåäåííîãî
ëå÷åíèÿ (ñèíòåòè÷åñêèå ïðîòåçû). Ðàçâèòèå êëåòî÷íîé áèî-
ëîãèè è, â ÷àñòíîñòè, èññëåäîâàíèé â îáëàñòè òêàíåâîé èí-
æåíåðèè îòêðûâàþò íîâûå ïåðñïåêòèâû â ðåêîíñòðóêòèâíîé
îðòîïåäèè [2, 3]. Êàê èçâåñòíî, êëåòî÷íàÿ òåõíîëîãèÿ ïîçâî-
ëÿåò, íå ìåíÿÿ ïîâðåæäåííûé îðãàí, «îáíîâëÿòü» åãî êëå-
òî÷íûé ñîñòàâ [4]. Ïîýòîìó ïîäáîð îïòèìàëüíûõ óñëîâèé
ïîëó÷åíèÿ è êóëüòèâèðîâàíèÿ õîíäðîöèòîâ ïðåäñòàâëÿåòñÿ
àêòóàëüíîé çàäà÷åé.

Öåëüþ äàííîãî èññëåäîâàíèÿ ÿâèëàñü îòðàáîòêà óñëî-
âèé ïîëó÷åíèÿ è êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê õðÿùåâûõ òêàíåé,
ïîëó÷åííûõ èç ðàçëè÷íûõ èñòî÷íèêîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäû
Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè õðÿùåâóþ òêàíü ôåòóñîâ ÷åëîâå-

êà, õðÿùåâóþ òêàíü ïîçâîíî÷íèêà áîëüíûõ èäèîïàòè÷åñêèì

È.È. Êèì
Íîâîñèáèðñê, Êîëüöîâî

Âûäåëåíèå è êóëüòèâèðîâàíèå õîíäðîöèòîâ,
ïîëó÷åííûõ èç ðàçëè÷íûõ èñòî÷íèêîâ

Öåëüþ äàííîãî èññëåäîâàíèÿ ÿâèëàñü îòðàáîòêà óñëîâèé ïî-
ëó÷åíèÿ è êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê õðÿùåâûõ òêàíåé, ïîëó÷åííûõ èç
ðàçëè÷íûõ èñòî÷íèêîâ.

Â ðàáîòå ïðîâîäèëè ñðàâíåíèå ñïîñîáîâ âûäåëåíèÿ è êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ õîíäðîöèòîâ, ïîëó÷åííûõ èç õðÿùåâîé òêàíè ôåòóñîâ ÷åëî-
âåêà è èç ïîçâîíî÷íèêà áîëüíûõ èäèîïàòè÷åñêèì ñêîëèîçîì, à òàêæå
èç õðÿùåâîé òêàíè ìåæïîçâîíêîâûõ äèñêîâ íîâîðîæäåííîé ñîáàêè.

Èññëåäîâàíèÿ ïî ïîäáîðó óñëîâèé âûäåëåíèÿ è êóëüòèâèðîâà-
íèÿ õîíäðîöèòîâ ïîêàçàëè, ÷òî ïðèìåíåíèå ðàñòâîðîâ êîëëàãåíàçû
â òå÷åíèå 12-16 ÷àñîâ ïðè òåìïåðàòóðå 37°Ñ è íåïðåðûâíîì ïå-
ðåìåøèâàíèè ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü ñóñïåíçèþ êëåòîê ñ æèçíåñïîñîá-
íîñòüþ áîëåå 90%. Ìàêñèìàëüíîå êîëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ õîí-
äðîöèòîâ íàáëþäàëè ïðè âûäåëåíèè êëåòîê ñ ïîìîùüþ 0,15%
êîëëàãåíàçû. Õðÿùåâàÿ ôåòàëüíàÿ òêàíü ÷åëîâåêà è ìåæïîçâîíêî-
âûõ äèñêîâ ñîáàêè äèññîöèèðóåòñÿ â êîëëàãåíàçå 5-8 ÷àñîâ, òêàíü
ïîçâîíî÷íèêà áîëüíûõ èäèîïàòè÷åñêèì ñêîëèîçîì � 18-20 ÷àñîâ.
Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íàèëó÷øåé ïðîëèôåðàòèâíîé ñïîñîáíîñòüþ
îáëàäàëè õîíäðîöèòû ôåòóñà ÷åëîâåêà. Êóëüòóðà õîíäðîöèòîâ, ïî-
ëó÷åííûõ èç ïîçâîíî÷íèêà áîëüíûõ èäèîïàòè÷åñêèì ñêîëèîçîì, îá-
ëàäàëà íèçêèì ïîêàçàòåëåì èíäåêñà ïðîëèôåðàöèè è êîðîòêèì
ñðîêîì êóëüòèâèðîâàíèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ ôåòàëüíîé êóëüòóðîé.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: õîíäðîöèòû, êóëüòóðà êëåòîê, êóëüòèâèðîâàíèå,
êîëëàãåíàçà, òðèïñèí, ãèàëóðîíèäàçà.
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Isolation and culturing of chondrocytes from different sources

ñêîëèîçîì, à òàêæå õðÿùåâóþ òêàíü ìåæïîçâîíêîâûõ äèñêîâ
íîâîðîæäåííîé ñîáàêè. Õðÿùåâóþ òêàíü ïîçâîíî÷íèêà áîëü-
íûõ èäèîïàòè÷åñêèì ñêîëèîçîì ïîñëå ïðîâåäåíèÿ ïëàíîâûõ
îïåðàöèé, à òàêæå õðÿùåâóþ òêàíü ìåæïîçâîíêîâûõ äèñêîâ
íîâîðîæäåííîé ñîáàêè, ïîëó÷àëè èç íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñ-
êîãî èíñòèòóòà òðàâìàòîëîãèè è îðòîïåäèè ã. Íîâîñèáèðñêà.

Âûäåëåíèå õîíäðîöèòîâ èç õðÿùåâîé òêàíè ïðîâîäèëè
ìåõàíî-ôåðìåíòàòèâíûì ìåòîäîì, èñïîëüçóÿ â êà÷åñòâå
äèñïåðãåíòà êîëëàãåíàçó IV òèïà (MP Biomedicals) â êîí-
öåíòðàöèÿõ 0,05%, 0,1%, 0,15%, òðèïñèí (ÔÃÓÍ ÃÍÖ ÂÁ
«Âåêòîð» Ðîñïîòðåáíàäçîðà) â êîíöåíòðàöèè 0,025%, ãè-
àëóðîíèäàçó I-S òèïà (Sigma-Aldrich) â êîíöåíòðàöèè
0,05% è ñî÷åòàíèå ôåðìåíòîâ êîëëàãåíàçû è ãèàëóðîíè-
äàçû â êîíöåíòðàöèè ïî 0,05% êàæäîãî. Õðÿùåâóþ òêàíü,
î÷èùåííóþ îò îêðóæàþùèõ ìÿãêèõ òêàíåé, èçìåëü÷àëè äî
êóñî÷êîâ ðàçìåðîì 1-3 ìì2, çàòåì îáðàáàòûâàëè ôåðìåí-
òîì ôåòàëüíóþ òêàíü â òå÷åíèå 5-8 ÷àñîâ è 18-20 ÷àñîâ -
õðÿùåâóþ òêàíü ïîçâîíî÷íèêà áîëüíûõ èäèîïàòè÷åñêèì
ñêîëèîçîì ïðè ïîñòîÿííîì ïîìåøèâàíèè ïðè òåìïåðàòó-
ðå 37°Ñ. Ïîñëå ôåðìåíòàöèè ïîëó÷åííóþ âçâåñü êëåòîê
ïðîïóñêàëè ÷åðåç íåéëîíîâûé ôèëüòð è îòìûâàëè 2 ðàçà
îò ðàñòâîðà äèñïåðãåíòà ïèòàòåëüíîé ñðåäîé, çàòåì öåíò-
ðèôóãèðîâàëè ïðè 1500 îá/ìèí â òå÷åíèå 10 ìèí. Ïðîöåíò
æèçíåñïîñîáíûõ õîíäðîöèòîâ ïîäñ÷èòûâàëè ñ ïîìîùüþ
òðèïàíîâîãî ñèíåãî [5].

Èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè êóëüòóðû îïðåäåëÿëè ïðè êàæäîì
ïàññàæå [6, 7].

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñðåäû
DMEM/F12 (Áèîëîò, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) ñ äîáàâëåíèåì 20%

The investigation was aimed to establish conditions for isolation
and culturing cells of cartilaginous tissue procured from different
sources.

Methods of chondrocytes obtaining and cultureing were compared.
The chondrocytes were procured from human fetal cartilaginous tissue
and the spinal column of patients with idiopathic scoliosis, as well as
intervertebral disks of a new-born dog backbone.

The investigations of obtaining and culturing of chondrocytes from
different sources showed that using collagenase solutions during 12-
16 h at 37°C with continuous interfusion allowed to receive cells
suspension with more than 90% viability. The maximal amount of
viable chondrocytes was derived while segregating cells using 0.15%
collagenase. Human fetal cartilaginous tissue and that of dog
intervertebral disks is being dissociated in collagenase for 5-8 h,
tissue from the spinal column of patients with idiopathic scoliosis -
for 18-20 h.

While culturing human fetal chondrocytes had the best proliferating
capability. The culture of chondrocytes from the spinal column of
idiopathic scoliosis patients had low proliferation index and a short
culturing time as compared with fetal culture.

Key words: chondrocytes, cell culture, culturing, collagenase,
tripsin, hyaluronidase.
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ñûâîðîòêè êðîâè ïëîäîâ êîðîâû (Áèîëîò, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).
Êëåòêè ñ ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ôëàêîíà ñíèìàëè ñ
ïîìîùüþ ñìåñè ðàñòâîðîâ 0,02% Âåðñåíà (ÔÃÓÍ ÃÍÖ ÂÁ
«Âåêòîð» Ðîñïîòðåáíàäçîðà) è 0,025% òðèïñèíà (ÔÃÓÍ
ÃÍÖ ÂÁ «Âåêòîð» Ðîñïîòðåáíàäçîðà) â ñîîòíîøåíèè 5:1.
Ïàññèðîâàíèå ïðîâîäèëè 2 ðàçà â íåäåëþ [6, 7].

Ìîðôîëîãèþ êóëüòóð êëåòîê îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ èí-
âåðòèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà «Carl Zeiss Jena».

Êðèîêîíñåðâàöèþ ïðîâîäèëè ñòóïåí÷àòûì ìåòîäîì
ïîãðóæåíèÿ â æèäêèé àçîò ñ ïîìîùüþ âíóòðèêëåòî÷íîãî
êðèîïðîòåêòîðà DMSO (MP Biomedicals) â êîíöåíòðàöèè
10% [6, 7].

Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè äàííûõ èñïîëüçîâàëè
ìåòîä äîñòîâåðíîñòè ðàçëè÷èé ìåæäó ãðóïïàìè ïî êðèòå-
ðèþ Ñòüþäåíòà (t) ñ îïðåäåëåíèåì ïîêàçàòåëÿ ñòàòèñòè÷åñ-
êîé äîñòîâåðíîñòè (ïðè ð<0,05 ðàçëè÷èÿ ðàññìàòðèâàëèñü
êàê ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûå).

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ è îáñóæäåíèå
Ïðè ïîëó÷åíèè ïåðâè÷íûõ êóëüòóð êëåòîê îäíèì èç

âàæíûõ ìîìåíòîâ ÿâëÿåòñÿ ïîäáîð ïðîòåîëèòè÷åñêèõ
ôåðìåíòîâ. Õðÿùåâûå òêàíè â çàâèñèìîñòè îò âîçðàñòà è
âèäà èñòî÷íèêà òðåáóþò ðàçíîãî ñïîñîáà âûäåëåíèÿ êëåòîê.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïåðâè÷íûõ êóëüòóð êëåòîê èñïîëüçóåòñÿ
öåëûé ðÿä äåçàãðåãèðóþùèõ ôåðìåíòîâ è ðåàãåíòîâ: òðèï-
ñèí, õèìîòðèïñèí, êîëëàãåíàçà, òðèíàòðèé öèòðàò, ñìåñü
âåðñåíà è òðèïñèíà è äð. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî, íåñìîòðÿ íà
ìíîãîîáðàçèå ïðåäëàãàåìûõ ôåðìåíòîâ, íàèáîëåå ðàñïðî-
ñòðàíåííûìè íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå
òðèïñèíà è êîëëàãåíàçû [8].

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñóñïåíçèè õîíäðîöèòîâ èñïîëüçîâàëè êóñî÷-
êè õðÿùåé èç ìåæïîçâîíêîâûõ äèñêîâ íîâîðîæäåííîé ñîáà-
êè, êîòîðûå äèññîöèèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ðàñòâîðîâ 0,025%
òðèïñèíà èëè 0,1% êîëëàãåíàçû (n = 4). Ðåçóëüòàòû ïîêàçà-
ëè, ÷òî ïðè èñïîëüçîâàíèè ðàñòâîðîâ òðèïñèíà îñòàåòñÿ áîëü-
øîå êîëè÷åñòâî êóñî÷êîâ íåäèññîöèèðîâàííîé òêàíè, à
óâåëè÷åíèå âðåìåíè âîçäåéñòâèÿ òðèïñèíà ïðèâîäèëî ê ãè-
áåëè êëåòîê. Ïðèìåíåíèå æå ðàñòâîðîâ êîëëàãåíàçû ïîçâî-
ëÿëî ïîëó÷èòü ñóñïåíçèþ êëåòîê ñ æèçíåñïîñîáíîñòüþ áîëåå
90%.

Àíàëèç ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ ïîêàçàë, ÷òî íå ñóùåñòâóåò
óíèâåðñàëüíîé ìåòîäèêè âûäåëåíèÿ õîíäðîöèòîâ. Â ðàáî-
òàõ èñïîëüçîâàëè ðàçëè÷íûå äèñïåðãåíòû: êîëëàãåíàçó,
ãèàëóðîíèäàçó, ïðîíàçó è äð. [9-13]. Â íàøåé ðàáîòå ìû
ñðàâíèëè ñïîñîáû âûäåëåíèÿ õîíäðîöèòîâ ñ ïîìîùüþ ðà-
ñòâîðîâ êîëëàãåíàçû è ãèàëóðîíèäàçû (n = 6). Äàííûå ïî
âûäåëåíèþ æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò âèäà
è êîíöåíòðàöèè ôåðìåíòîâ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1.

Êàê âèäíî èç ðèñóíêà, ïðè èñïîëüçîâàíèè 0,05 % ãèàëó-
ðîíèäàçû êîëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ õîíäðîöèòîâ ñîñòà-
âèëî 10 ìëí/ã òêàíè. Â òî æå âðåìÿ èñïîëüçîâàíèå 0,05%
êîëëàãåíàçû ïðèâîäèëî ê óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà âûäåëåí-
íûõ êëåòîê ïðèáëèçèòåëüíî â 2 ðàçà. Êîëè÷åñòâî æèçíåñïî-
ñîáíûõ õîíäðîöèòîâ ïðè èñïîëüçîâàíèè 0,1% êîëëàãåíàçû
èëè ñìåñè ãèàëóðîíèäàçû è êîëëàãåíàçû â êîíöåíòðàöèè ïî
0,05% êàæäîé áûëî ñðàâíèìî ñ òàêîâûì ïðè èñïîëüçîâàíèè
0,05% êîëëàãåíàçû. Íàèáîëüøåå êîëè÷åñòâî âûäåëåííûõ
êëåòîê â äàííîì èññëåäîâàíèè íàáëþäàëè ïðè èñïîëüçîâà-
íèè 0,15% êîëëàãåíàçû. Êîëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ
êëåòîê ñîñòàâèëî áîëåå 30 ìëí/ã òêàíè.

Ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå îñîáåííîñòåé äèññîöèàöèè
õðÿùåâîé òêàíè ôåòóñà è õðÿùåâîé òêàíè ïîçâîíî÷íèêà
áîëüíûõ èäèîïàòè÷åñêèì ñêîëèîçîì ïîêàçàëî, ÷òî ýòè òêà-
íè òðåáóþò ðàçíîãî âðåìåíè ôåðìåíòàòèâíîé äèññîöèàöèè
(n = 6). Õðÿùåâàÿ ôåòàëüíàÿ òêàíü ÷åëîâåêà è ìåæïîçâîí-
êîâûõ äèñêîâ ñîáàêè äèññîöèèðîâàëà â êîëëàãåíàçå 5-8 ÷à-
ñîâ, à õðÿùåâàÿ òêàíü ïîçâîíî÷íèêà áîëüíûõ èäèîïàòè÷åñêèì
ñêîëèîçîì � 18-20 ÷àñîâ. Óâåëè÷åíèå âðåìåíè âîçäåé-
ñòâèÿ ôåðìåíòà ïðèâîäèëî ê ãèáåëè æèçíåñïîñîáíûõ õîíä-
ðîöèòîâ, à óìåíüøåíèå - ê ñíèæåíèþ âûõîäà êëåòîê.

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè õîíäðîöèòîâ èç ðàçíûõ èñòî÷íè-
êîâ ïîëó÷åíèÿ áûëî îòìå÷åíî ðàçëè÷èå ìîðôîëîãè÷åñêèõ è
êóëüòóðàëüíûõ ñâîéñòâ êëåòîê êàæäîãî èñòî÷íèêà.

Õîíäðîöèòû ôåòàëüíîé õðÿùåâîé òêàíè ïðèêðåïëÿëèñü
è ðàñïëàñòûâàëèñü íà ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ôëàêî-
íà íà 2 ÷àñ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Â ïåðâûå ñóòêè ìîæíî áûëî
ðàçëè÷èòü î÷àãè ðîñòà, ñîäåðæàùèå ýïèòåëèîïîäîáíûå
êëåòêè. Íà 3 ñóòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ õîíäðîöèòû ôåòóñà ÷å-
ëîâåêà 1 ïàññàæà ôîðìèðîâàëè ïëîòíûé ìîíîñëîé. Ïðè
ýòîì êëåòêè èìåëè ñïåöèôè÷åñêóþ ýïèòåëèîïîäîáíóþ
ìîðôîëîãèþ (ðèñ. 2À). Ê 3 ïàññàæó êóëüòóðà õîíäðîöèòîâ
ïðèîáðåòàëà ôèáðîáëàñòîïîäîáíóþ ôîðìó (ðèñ. 2Â, Ñ),
÷òî ñîîòâåòñòâóåò ëèòåðàòóðíûì äàííûì [14]. Âàæíî îòìå-
òèòü, ÷òî êóëüòóðà õîíäðîöèòîâ ñóñòàâîâ ôåòóñà ÷åëîâåêà ê
4 ïàññàæó ñîäåðæàëà áîëüøå ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëå-
òîê ïî ñðàâíåíèþ ñ êóëüòóðîé õîíäðîöèòîâ ïîçâîíî÷íèêà
ôåòóñà ÷åëîâåêà. Íà âñåì ïðîòÿæåíèè êóëüòèâèðîâàíèÿ

Ðèñ. 1. Êîëè÷åñòâî âûäåëåííûõ æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê
â çàâèñèìîñòè îò âèäà è êîíöåíòðàöèè ôåðìåíòà

Ðèñ. 2. Êóëüòóðà õîíäðîöèòîâ ÷åëîâåêà:
À - êóëüòóðà õîíäðîöèòîâ ïîçâîíî÷íèêà, 1 ïàññàæ,
3 ñóòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ;
Â - êóëüòóðà õîíäðîöèòîâ ïîçâîíî÷íèêà, 4 ïàññàæ,
3 ñóòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ;
Ñ - êëüòóðà õîíäðîöèòîâ ñóñòàâîâ, 4 ïàññàæ,
3 ñóòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ;
D - êóëüòóðà õîíäðîöèòîâ èç ìåæïîçâîíêîâûõ äèñêîâ
ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ ñêîëèîçîì, 1 ïàññàæ,
21 ñóòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ. Óâ.: × 200
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Ðèñ. 4. Çàâèñèìîñòü èíäåêñà ïðîëèôåðàöèè êóëüòóð
õîíäðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà è õîíäðîáëàñòîâ ïëàñòèíêè ðîñòà
ñîáàêè îò íîìåðà ïàññàæà

ôåòàëüíûå õîíäðîöèòû ïîêàçûâàëè âûñîêèé óðîâåíü ïðî-
ëèôåðàöèè, èíäåêñû ïðîëèôåðàöèè ñîñòàâèëè 4 è 5 íà
âòîðîì è òðåòüåì ïàññàæàõ ñîîòâåòñòâåííî. Ïðè äëèòåëü-
íîì êóëüòèâèðîâàíèè èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè ñíèæàëñÿ, â
êóëüòóðå íàáëþäàëè ãèáåëü êëåòîê.

Õîíäðîöèòû ïîçâîíî÷íèêà áîëüíûõ èäèîïàòè÷åñêèì
ñêîëèîçîì â îòëè÷èå îò õîíäðîöèòîâ ôåòàëüíîé òêàíè ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè òîëüêî íà 14 ñóòêè ïðèêðåïëÿëèñü êî äíó
êóëüòóðàëüíîãî ôëàêîíà è íà÷èíàëè äåëèòüñÿ è ê 21 ñóòêàì
ôîðìèðîâàëè íåïëîòíûé, ñåò÷àòûé ìîíîñëîé. Êëåòêè èìå-
ëè ìíîãî÷èñëåííûå âàêóîëè, áîëåå êðóïíûå ðàçìåðû, ïî
ñðàâíåíèþ ñ õîíäðîáëàñòàìè çäîðîâîé òêàíè (ðèñ. 2D). Ïðè
ïàññèðîâàíèè õîíäðîöèòû ïîçâîíî÷íèêà áîëüíûõ èäèîïà-
òè÷åñêèì ñêîëèîçîì ïîêàçûâàëè íèçêèé óðîâåíü ïðîëèôå-
ðàöèè, èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè íå áîëüøå 2, ê 6 ïàññàæó
êóëüòóðà ïîëíîñòüþ äåãðàäèðîâàëà. Òàêèì îáðàçîì, õîíä-
ðîöèòû ïîçâîíî÷íèêà áîëüíûõ èäèîïàòè÷åñêèì ñêîëèîçîì
ïî ñðàâíåíèþ ñ õîíäðîöèòàìè ôåòàëüíîé òêàíè îáëàäàëè
õóäøåé êóëüòóðàëüíîé àêòèâíîñòüþ. Ýòî ìîæåò áûòü ñâÿçà-
íî êàê ñ âîçðàñòîì äîíîðà, òàê è ñ íàðóøåíèåì îáìåííûõ
ïðîöåññîâ â õðÿùåâîé òêàíè áîëüíûõ èäèîïàòè÷åñêèì
ñêîëèîçîì [15].

Êëåòêè ìåæïîçâîíêîâûõ äèñêîâ íîâîðîæäåííîé ñîáàêè
ïîêàçûâàëè òó æå äèíàìèêó êóëüòèâèðîâàíèÿ, ÷òî è õîíäðî-
öèòû ôåòàëüíîé òêàíè ÷åëîâåêà (ðèñ. 3): êî 2 ÷àñó êóëüòè-
âèðîâàíèÿ êëåòêè ïðèêðåïëÿëèñü è ðàñïëàñòûâàëèñü ïî
ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ôëàêîíà, ê 3 ñóòêàì ôîðìèðî-
âàëè ïëîòíûé ìîíîñëîé. Õîíäðîöèòû ìåæïîçâîíêîâûõ äèñ-
êîâ íîâîðîæäåííîé ñîáàêè, ïî ñðàâíåíèþ ñ ôåòàëüíûìè
õîíäðîöèòàìè ÷åëîâåêà, îáëàäàëè ìåíüøèìè ðàçìåðàìè,
èìåëè îêðóãëóþ èëè ïîëèãîíàëüíóþ ôîðìó. Íà ïðîòÿæåíèè
ïåðèîäà êóëüòèâèðîâàíèÿ õîíäðîöèòû ìåæïîçâîíêîâûõ
äèñêîâ íîâîðîæäåííîé ñîáàêè òàê æå, êàê è õîíäðîöèòû
ôåòóñà ÷åëîâåêà, ïîêàçûâàëè âûñîêèé óðîâåíü ïðîëèôåðà-
öèè  (ðèñ. 4).

Ðèñ. 3. Êóëüòóðà
õîíäðîöèòîâ ïëàñòèíêè
ðîñòà ïîçâîíî÷íèêà
íîâîðîæäåííîé ñîáàêè,
2 ïàññàæ, 3 ñóòêè
êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Óâ.: × 200

Çàêëþ÷åíèå
Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàíî, ÷òî

äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìàêñèìàëüíîãî êîëè÷åñòâà æèçíåñïîñîáíûõ
õîíäðîöèòîâ íàèëó÷øèì ìåòîäîì äèññîöèàöèè õðÿùåâîé
òêàíè èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ âûäåëåíèÿ ÿâëÿåòñÿ îáðàáîòêà
0,15% ðàñòâîðîì êîëëàãåíàçû äëÿ ôåòàëüíîé òêàíè â òå-
÷åíèå 5 ÷àñîâ, à äëÿ òêàíè ïîçâîíî÷íèêà áîëüíûõ èäèîïà-
òè÷åñêèì ñêîëèîçîì - â òå÷åíèå 18-20 ÷àñîâ.

Êóëüòóðû õîíäðîöèòîâ, ïîëó÷åííûå èç ðàçíûõ èñòî÷íè-
êîâ, îòëè÷àþòñÿ äðóã îò äðóãà ïî êóëüòóðàëüíûì è ìîðôîëîãè-
÷åñêèì ñâîéñòâàì. Íàèáîëüøåé êóëüòóðàëüíîé àêòèâíîñòüþ
îáëàäàþò êëåòêè, âûäåëåííûå èç õðÿùåâîé òêàíè ôåòóñà
÷åëîâåêà.

Îáíàðóæåííûå íàìè ðàçëè÷èÿ â ìîðôîëîãèè è êóëüòó-
ðàëüíîé àêòèâíîñòè õîíäðîöèòîâ, âûäåëåííûõ èç ðàçëè÷íûõ
èñòî÷íèêîâ, â ïåðñïåêòèâå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû ïðè ðàç-
ðàáîòêå ñïîñîáîâ âîçäåéñòâèÿ íà ðåãåíåðàöèþ ñóñòàâíîãî
õðÿùà èëè ìåæïîçâîíêîâûõ äèñêîâ; íàèáîëåå ïåðñïåêòèâ-
íûì ìàòåðèàëîì â ýòîì ïëàíå ñëåäóåò ïðèçíàòü ôåòàëüíûå
õîíäðîöèòû.
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Îäíîé èç àêòóàëüíûõ ïðîáëåì ñîâðåìåííîãî çäðà-
âîîõðàíåíèÿ îñòàþòñÿ äåãåíåðàòèâíûå çàáîëåâàíèÿ
ñóñòàâíûõ õðÿùåé. Ñîâðåìåííûå ïîäõîäû ê ëå÷åíèþ íå
îáåñïå÷èâàþò ñòàáèëüíîãî òåðàïåâòè÷åñêîãî ýôôåêòà è
÷àñòî ïðèâîäÿò ê íåîáõîäèìîñòè îïåðàòèâíîãî ëå÷åíèÿ.

Ñòðåìëåíèå èññëåäîâàòåëåé ê ïîèñêó ýôôåêòèâíûõ è
ìàëîèíâàçèâíûõ ìåòîäîâ, ïîçâîëÿþùèõ äîáèòüñÿ ðåãå-
íåðàöèè õðÿùåâîé òêàíè, áëèçêîé ê îðãàíîòèïè÷åñêîé,
ïðèâåëè ê òîìó, ÷òî âñå ÷àùå â çàðóáåæíîé è îòå÷åñòâåí-
íîé ëèòåðàòóðå ñòàëè ïîÿâëÿòüñÿ ðàáîòû, ïîñâÿùåííûå
ïðèìåíåíèþ õðÿùåâûõ êëåòîê äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ õðÿùå-
âîé òêàíè. Òðàíñïëàíòàöèÿ êëåòî÷íîé êóëüòóðû â ñîñòàâå
òêàíåèíæåíåðíûõ êîíñòðóêöèé ïåðåøëà èç ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ èññëåäîâàíèé â êëèíè÷åñêóþ ïðàêòèêó.

Âûïîëíåíèå ïðèíöèïà àóòîãåííîñòè ñîïðÿæåíî ñ âû-
áîðîì àäåêâàòíîé äîíîðñêîé çîíû � èñòî÷íèêà êëåòî÷-
íîãî ìàòåðèàëà, îòâå÷àþùåãî ñëåäóþùèì òðåáîâàíèÿì:
ìàëîèíâàçèâíîñòü, òåõíè÷åñêàÿ ïðîñòîòà áèîïñèè, ìèíè-
ìàëüíûé ðèñê îñëîæíåíèé, ìèíèìàëüíûé îáúåì ïðåïàðàòà
äîëæåí ñîäåðæàòü ìàêñèìàëüíîå êîëè÷åñòâî õîíäðîáëàñ-
òîâ, ÷òî òðåáóåò ñîçäàíèÿ ÷åòêèõ ïðîòîêîëîâ ïîëó÷åíèÿ è
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà.

Îñíîâó ïðîòîêîëîâ âûäåëåíèÿ õîíäðîáëàñòîâ èç îáðàç-
öîâ òêàíè ñîñòàâëÿåò ïðèìåíåíèå ôåðìåíòîâ, ïîçâîëÿþ-
ùèõ ïðîèçâåñòè äåçàãðåãàöèþ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ñ
ìèíèìàëüíûì ïîâðåæäåíèåì êëåòîê. Â ëèòåðàòóðå îïè-
ñàíû ìåòîäèêè âûäåëåíèÿ êëåòîê ñ ïðèìåíåíèåì êîëëà-
ãåíàç, ïðîíàç è òðèïñèíà. Îäíàêî àáñîëþòíîãî ñòàíäàðòà
íå ñóùåñòâóåò. Êàæäûé èññëåäîâàòåëü, ïðèíèìàÿ âî âíè-
ìàíèå ýòîò ïðèíöèï, ïîäáèðàåò îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ.
Ïîýòîìó, ñîãëàñíî çàðóáåæíûì êëèíè÷åñêèì ñòàíäàðòàì,
îò ìîìåíòà áèîïñèè äî âûäà÷è òðàíñïëàíòàòà ïðîõîäèò
íå áîëüøå 4 íåäåëü.

Ñòàòüÿ È.È. Êèì, áåçóñëîâíî, àêòóàëüíà. Ïðè îòñóò-
ñòâèè ðàçðàáîòàííûõ êëåòî÷íûõ ïðîäóêòîâ, â íàøåé ñòðà-
íå èìååòñÿ áîëüøîå ÷èñëî ïîòåíöèàëüíûõ ïîòðåáèòåëåé
óñëóãè âîññòàíîâëåíèÿ êîñòíîé èëè õðÿùåâîé òêàíåé. Õî-
òåëîñü áû îòìåòèòü, ÷òî, ñîãëàñíî ìåæäóíàðîäíûì òðå-
áîâàíèÿì, èññëåäîâàíèÿ òàêîãî ðîäà ñëåäóåò ïðîâîäèòü â
îáùåïðèíÿòîì ïîðÿäêå: ýêñïåðèìåíòàëüíûé ýòàï, âêëþ-
÷àþùèé ðàçðàáîòêó ïðåêëèíè÷åñêèõ in vitro-ïðîòîêîëîâ,

ÊÎÌÌÅÍÒÀÐÈÉ

ïîäòâåðæäåíèå áåçîïàñíîñòè è ýôôåêòèâíîñòè ìåòîäà,
à çàòåì ïîñëå àíàëèçà ïîëó÷åííûõ äàííûõ è ïîëó÷åíèÿ
îáíàäåæèâàþùèõ ðåçóëüòàòîâ ñëåäóåò ïðèñòóïàòü ê êëè-
íè÷åñêèì èññëåäîâàíèÿì.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü ðàáîòû, ïðåäñòàâëåííàÿ
â ñòàòüå íå îòâå÷àåò òðåáîâàíèÿì ðàçðàáîòêè åäèíîãî
ïðåêëèíè÷åñêîãî ïðîòîêîëà âûäåëåíèÿ è êóëüòèâèðîâà-
íèÿ êëåòîê, ïîñêîëüêó àâòîð ñðàâíèâàåò ïðîëèôåðàöèþ
êëåòîê ñîáàêè è ÷åëîâåêà. Îñòà¸òñÿ íå ñîâñåì ïîíÿòíî,
ñ êàêèìè êëåòêàìè ðàáîòàë àâòîð, ïîñêîëüêó â ñòàòüå
íå óêàçàí èììóíîôåíîòèï êëåòî÷íîé êóëüòóðû. Àâòî-
ðàìè ñäåëàí âûâîä î ïåðñïåêòèâíîñòè êëèíè÷åñêîãî
ïðèìåíåíèÿ ôåòàëüíûõ õîíäðîöèòîâ, îñíîâûâàÿñü íà
áîëåå âûñîêîé «êóëüòóðàëüíîé àêòèâíîñòè» ýòîãî âèäà
ìàòåðèàëà. Îäíàêî, âûñîêàÿ ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè
êëåòîê â êóëüòóðå íå ÿâëÿåòñÿ ïðåèìóùåñòâîì, ñâÿçàí-
íûì ñ ïåðñïåêòèâàìè èõ êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ.
Îñîáåííî ýòî êàñàåòñÿ ôåòàëüíîãî ìàòåðèàëà. Êðîìå
ýòè÷åñêèõ ïðîáëåì, ñâÿçàííûõ ñ åãî ïîëó÷åíèåì, êîòî-
ðûå íå ñëåäóåò íåäîîöåíèâàòü, îí îñòàåòñÿ àëëîãåííûì,
ãåíåòè÷åñêè íåáåçîïàñíûì è èìåþùóþñÿ âûñîêóþ âå-
ðîÿòíîñòü èíôèöèðîâàíèÿ ðåöèïèåíòà âèðóñíûìè çàáî-
ëåâàíèÿìè, äàæå ïîñëå ïðîâåðêè â óñëîâèÿõ ñïåöèàëèçè-
ðîâàííîé ëàáîðàòîðèè. Â ðàáîòå òàêæå íå ïðåäñòàâëåíû
äàííûå î êîëè÷åñòâå è êà÷åñòâå èñõîäíîãî ìàòåðèàëà,
âåëè÷èíå âûáîðêè íà òî÷êó íàáëþäåíèÿ, ïëîòíîñòè ïî-
ñåâà íà êóëüòóðàëüíûå ÷àøêè, êàê îäèí èç êëþ÷åâûõ
ìîìåíòîâ â îïðåäåëåíèè ñêîðîñòè ïðîëèôåðàöèè. Â äàí-
íîì êîíòåêñòå ïðåäñòàâëåííàÿ ðàáîòà íå ìîæåò ñ÷èòàòü-
ñÿ ïðåêëèíè÷åñêîé è íå âûÿâëÿåò ïðåèìóùåñòâåííîãî
èñòî÷íèêà õîíäðîöèòîâ äëÿ áóäóùåãî ïðèìåíåíèÿ â êëè-
íèêå. Êðîìå òîãî, ïðåêëèíè÷åñêàÿ ðàáîòà òðåáóåò ñèñòå-
ìàòèçàöèè è áîëåå ãëóáîêîãî èçó÷åíèÿ ìèðîâîãî îïûòà
èññëåäîâàíèé â äàííîì âîïðîñå. Òåì íå ìåíåå, íåñîì-
íåíåí âêëàä àâòîðà ñòàòüè â ðàçðàáîòêó îïòèìàëüíûõ
ìåòîäîâ (â ÷àñòíîñòè, ðåæèìîâ ôåðìåíòèðîâàíèÿ òêà-
íåé) âûäåëåíèÿ õîíäðîöèòîâ èç ðàçëè÷íûõ èñòî÷íèêîâ.
Âåðîÿòíî, äàííîå èññëåäîâàíèå ÿâëÿåòñÿ ïðåäâàðè-
òåëüíûì è áóäåò äîïîëíåíî ïîñëåäóþùèìè ðàáîòàìè,
êîòîðûå â ñîâîêóïíîñòè ñìîãóò îòâåòèòü íà ïîñòàâëåí-
íûå âîïðîñû.
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