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ВСТУП

Актуальність теми.  За даними ВООЗ різними нозологічними формами захворювань суглобів страждають біля 4 % населення земної кулі, із ураженнями великих суглобів пов’язано 30 % випадків втрати тимчасової непрацездатності та 10 % інвалідності [4, 19].
Не дивлячись на відмінності в етіології, основною ланкою патогенезу цих захворювань є дефекти СХ, при яких швидко прогресує його дистрофія, яка призводить до розвитку остеоартрозу [4, 9, 20, 26, 67, 123].
Частка  механічної травматизації СХ в структурі усіх внутрішньосуглобових ушкоджень доволі значна. За даними різних авторів під час артроскопічних втручань травми СХ зустрічаються у 63 –  92 %, серед яких на  повношарові ушкодження складають 19,2 % [63, 87, 156]. 
Часто ушкодження СХ поєднуються з травмами інших тканин: так, наприклад, при ушкодженні зв’язок колінного суглоба СХ страждає в 14 – 25 %, а при ушкодженні менісків – у 30 – 61 % [64].
Лише в США щорічно реєструється понад  900000 випадків травм суглобового хряща, з цього приводу виконується понад 200000 оперативних втручань [109].
Проблема усунення дефектів СХ в сучасній ортопедії залишається актуальною. Відсутність  кровопостачання, лімфатичного дренажа та інервації СХ, а також складна організація його позаклітинного матриксу, не дозволяють хондроцитам мігрувати до ділянки ушкодження, що зумовлюює  слабку репаративну реакцію в зоні дефекту [3, 156]. 
Механічні пошкодження СХ є причиною розвитку посттравматичного остеоартрозу та, як наслідок, часткової чи повної втрати працездатності, особливо, у осіб молодого віку.
Регенерація СХ здійснюється різними шляхами в залежності від глибини ураження.  Часткове відновлення поверхневих дефектів СХ відбувається за рахунок посилення синтетичної та мітотичної активності хондроцитів. Однак, потенції хондроцитів, щодо загоювання таких ушкоджень обмежені: з часом їх активність зменшується, відбувається  подальше руйнування структури матриксу та поглиблення дегенеративних змін у СХ. Певну роль у загоюванні часткових дефектів СХ відіграють МСК, які можуть переміщуватися із синовіального шару суглобової капсули в ділянку ушкодження та брати участь у процесах хондрорепарації [59, 95, 156]. 
Глибокі, що розповсюджуються у підхрящові відділи кістки, дефекти суглобової поверхні, є також частими наслідками внутрішньосуглобових травм. Регенерація таких дефектів відбувається за рахунок, мігруючих із субхондріального простору, МСК кісткового мозку, які можуть розмножуватися та диференціюватися в хондроцити. Але через складні міжклітинні взаємодії та відсутність оптимальних умов регенерат частіше набуває характеру сполучної тканини чи волокнистого хряща. Неадекватність біомеханічних та біохімічних властивостей сформованих тканин сприяє розвитку дегенеративно-дистрофічних змін у суглобі [3, 59].
Крім цього, запізніле та неадекватне лікування дефектів СХ прискорює  прогресування дегенеративних процесів у травмованому суглобі. 
При механічних дефектах СХ застосовують інвазивні способи лікування, які розподіляються на оперативні втручання на осередку ураження без заміщення дефекту хряща та часткову хондропластику. До перших відносяться абразивна артропластика та остеоперфорація.  Однак, тканина, яка утворюється при використанні даних методів, має характер волокнистого хряща [14, 30]. 
Перспективною методикою є мозаїчна кістково-хрящова аутопластика, яка дозволяє відновити гіаліновий хрящ, однак вона може застосовуватися лише при невеликих обмежених траматичних дефектах та відсутності в тканинах  суглоба загальних дегенеративно-дистрофічних змін [13, 148].
Інші артропластичні втручання розрізняються між собою за видом застосованих алогенних тканин (демінералізовані кістково-хрящеві тканини, реберна надхрящниця, меніск тощо). Але результати їх використання далекі від бажаного, оскільки у віддаленні строки, як правило, дефекти суглобової поверхні зберігаються або заповнюються волокнистою тканиною [30]. 
Останнім часом у світі для відновлення СХ і усунення його дефекту все більшої популярності набувають методи клітинної та тканинної імплантації. Джерелом одержання хондроцитів можуть служити як хондроцити із власне хрящової тканини, так і отримані шляхом культивування  клітин попередників різного ступеня зрілості  (ембріональні стовбурові клітини, фетальні тканини, МСК,  стовбурові клітини плаценти,  періостальні прогеніторні клітини та ін.) [3, 54].
 Cеред біотехнологічних методів найбільшого розповсюдження набула методика ACI (імплантація аутологічних хондроцитів), яка дозволяє відновити гіаліноподібний хрящ. Для культивування хондроцитів використовують фрагмент здорової хрящової тканини. У даний час імплантація аутологічних хондроцитів є найбільш дослідженою у лікуванні дефектів СХ. Однак, ACI може використовуватися лише за умови відсутності в суглобі дегенеративних змін. Також рядом досліджень доведено, що при оцінці  віддалених результатів ця методика не має переваг перед іншими артропластичними втручаннями, зокрема мозаїчною хондропластикою [54, 72].
Більш перспективним матеріалом для імплантації хряща, на думку багатьох вчених, є стовбурові мезенхімальні клітини пацієнта, які можуть отримуватися із спонгіозної кісткової тканини. На даний час у світі вивчається не лише застосування цих клітин для відновлення травмованого хряща, але й для лікування остеоартрозу. Однак, потенційні можливості стовбурових мезенхімальних клітин у регенерації СХ, їх безпечність та ефективність потребують подальших досліджень [50, 62, 66, 94].
Зв'язок   роботи   з   науковими   програмами,   планами,   темами.
Дисертація виконана згідно з планом науково-дослідної роботи ДУ "Інститут травматології та ортопедії АМН України"  на тему "Розробити систему діагностики, лікування та профілактики посттравматичного остеоартрозу колінного суглоба у спортсменів"  (№ держреєстрації 0108U000064).
Мета дослідження – вивчити вплив аутологічних МСК кісткового мозку на регенерацію СХ при його травматичному пошкодженні.
Основні завдання дослідження:
1. Визначити особливості виділення, культивування та направленого хондрогенного диференціювання МСК кісткового мозку.
2. Вивчити в експерименті на моделі механічного ушкодження СХ колінного суглоба перебіг репаративного хондрогенезу.
3. Дослідити в експерименті на моделі механічного ушкодження СХ колінного суглоба перебіг репаративного хондрогенезу в умовах введення культури недиференційованих  аутологічних  МСК  кісткового мозку.
4. Дослідити в експерименті на моделі механічного ушкодження СХ колінного суглоба перебіг репаративного хондрогенезу в умовах введення культури  аутологічних МСК кісткового мозку з попередньо спрямованим хондрогенним диференціюванням. 
5. Провести     порівняльну     оцінку результатів перебігу репаративного хондрогенезу при   введенні  культур аутологічних МСК кісткового мозку з різним ступенем  хондрогенного диференціювання.
6. Вивчити метаболічні процеси колагену і протеогліканів при травматичному ушкодженні СХ та оцінити вплив аутологічних мезенхімальних стовбурових клітин кісткового мозку на дані процеси.
7. Підвердити  в  експерименті,  що саме імплантовані  аутологічні МСК кісткового мозку беруть участь у репаративному хондрогенезі при механічному ушкодженні СХ.
Об'єкт дослідження – змодельований травматичний дефект суглобового хряща колінних суглобів кролів.
Предмет дослідження – перебіг репаративного процесу в травматичному дефекті СХ при застосуванні культури аутологічних МСК кісткового мозку з різним ступенем хондрогенного диференціювання.
Методи дослідження:
· світлова мікроскопія – використовувалася для дослідження гістологічних препаратів та культуральних досліджень;
· флюоресцентна мікроскопія – використовувалася для віслідковування мічених МСК кісткового мозку у процесах хондрорепарації та культуральних дослідженнях;
· біохімічні методи дослідження – для вивчення біохімічних змін в сироватці крові лабораторних тварин;
· статистичні методи дослідження.
Наукова новизна одержаних результатів. У результаті проведеного нами експериментального дослідження:
· встановлена пряма залежність колонієутворюючої активності аутологічних МСК кісткового мозку від щільності їх посіву та строку попереднього культивування на хондрогенний потенціал аутологічних МСК кісткового мозку;
· доведено в  експерименті, що  внутрішньосуглобове  введення недиференційованої культури аутологічних МСК кісткового мозку позитивно впливає на перебіг репаративного хондрогенезу при механічному травматичному ушкодженні СХ, а саме призводить до формування в ділянці дефекту гіаліноподібної тканини, яка повністю заповнює травматичний дефект при обмежених або відсутніх дистрофічних і некротичних змінах у СХ;
· відмічено, що попередньо спрямоване хондрогенне диференціювання культури аутологічних МСК кісткового мозку у порівнянні із недиференційованою культурою не сприяє оптимізації перебігу репаративного хондрогенезу, адже в ділянці дефекту СХ формується гіаліноподібна тканинина з явищами її гіперплазії на фоні явищ дистрофії,  некрозу та осередкової проліферації хондроцитів по краях дефекту;
· встановлено, що внутрішньосуглобове введення аутологічних МСК при травматичному пошкодженні СХ на початкових етапах розвитку патологічного процесу стабілізує метаболічні процеси в хрящовій тканині, а в подальшому нормалізує їх, досягаючи фізіологічних норм, які характерні для інтактних тварин;
· доведено, що саме імплантовані аутологічні МСК кісткового мозку безпосередньо беруть участь у репаративному хондрогенезі при механічному травматичному ушкодженні СХ.
Практичне значення одержаних результатів. Проведені експериментальні дослідження та отримані дані свідчать про позитивний вплив аутологічних МСК кісткового мозку на репаративний хондрогенез при травматичному пошкодженні СХ. Це дає підстави пропонувати застосування  аутологічних МСК кісткового мозку у лікуванні хворих із травматичними ушкодженнях СХ з метою відновлення функції ураженого суглоба та профілактики розвитку посттравматичного остеоартрозу.
Особистий внесок здобувача. Автором визначені вибір наукового напрямку, мети та завдань дослідження.  Дисертант провів інформаційно-патентний пошук, аналіз спеціальної літератури з досліджуваної проблеми, вибрав об'єкт дослідження та детермінував групу експериментальних тварин, самостійно виконав експериментальну частину досліджень, брав  участь у підготовці та описанні препаратів для гістоморфологічних досліджень. Самостійно провів статистичний аналіз даних експериментального дослідження,  опублікував 9 наукових робіт у співавторстві. У даних роботах участь здобувача полягала у бібліографічному пошуку, експериментальних дослідженнях та статистичних обчисленнях. 
Апробація результатів дослідження.  Матеріали дисертаційної роботи заслухані на: XIV з’їзді ортопедів- травматологів  України  (Одеса, 2006); ІІІ Всеросійському симпозіумі з міжнародною участю “Актуальные вопросы тканевой и клеточной трансплантологии” (Москва, 2007);  ІІ Всеукраїнській школі з міжнародною участю “Фізіологія та морфологія тканин опорно-рухової системи в нормі і при ішемічних ушкодженнях” (Київ-Черкаси, 2007); науково-практичній конференції з міжнарадною участю “Актуальні питання діагностики і лікування пошкоджень і захворювань колінного суглоба у спортсменів ” (Алушта, 2007); Науково-практичній конференції з міжнародною участю “Новітні технології в спеціалізованій медичній допомозі” (Київ, 2007); IV з’їзді трансплантологів України (Київ, 2007), науково-практичній конференції з міжнарадною участю “Актуальні проблеми сучасної артрології ” (Київ, 2008) та науково-практичних конференціях ДУ “Інститут травматології та ортопедії АМН України” (Київ, 2008).
Публікації. За темою дисертації опубліковано 9 робіт, у тому числі 5 робіт –  у виданнях, сертифікованих  ВАК України. Отримано патент на корисну модель № 36403  “Спосіб лікування дефектів суглобового хряща колінного суглоба”.
Автор висловлює свою вдячність проф. Бруску А.Т., проф. Магомедову О.М., к.б.н. Гончарук О.І., проф. Петренку О.Ю. за сприяння та допомогу у проведенні даних досліджень.
                                               РОЗ
ВИСНОВКИ
В роботі на підставі отриманих результатів проведеного експериментального дослідження впливу внутрішньосуглобового  введення культури аутологічних МСК кісткового мозку на регенерацію суглобового хряща вирішене  актуальне медичне завдання  оптимізації хондрорепарації при дефектах суглобового хряща.

1.  Для нарощування маси клітин у  культурі щільність посіву 50 клітин/см2 є оптимальною.  Найкращий хондрогенний потенціал проявляється в культурі із 7-денною преінкубацією в стандартному середовищі. 
2. Після механічного ушкодження при збереженій підхрящовій  кістковій пластинці у дефекті СХ формується фіброзна тканина з ділянками дистрофії та некрозу. У навколишньому СХ також виникають прояви дегенеративно-дистрофічного процесу, які можна кваліфікувати як типову картину початку розвитку післятравматичного остеоартрозу.
3. Внутрішньосуглобове введення культури недиференційованих аутологічних МСК кісткового мозку  після отримання механічного дефекту СХ без ушкодження підхрящової  кісткової пластинки призводить до формування в ділянці дефекту гіаліноподібної тканини, яка повністю заповнює травматичний дефект, при обмежених або відсутніх дистрофічних і некротичних змінах у навколишньому суглобовому хрящі.
4. Внутрішньосуглобове введення культури аутологічних МСК кісткового мозку з попередньо спрямованим хондрогенним диференціюванням  призводить до формування в ділянці дефекту СХ гіаліноподібної тканинини з явищами її гіперплазії. Обмежені краями дефекту прояви дистрофії та некрозу спостерігали на фоні осередкової проліферації хондроцитів.
5. Аналіз отриманих даних за альтернативною OS шкалою виявив достовірно кращий результат при застосуванні недиференційованої культури аутологічних  МСК (8,6±0,24) у моделі механічного травматичного  пошкодження СХ  в порівнянні  з культурою аутологічних МСК із спрямованим хондрогенним диференціюванням (7,6± 0,24), (р<0,05).
6. У експериментальних тварин при травматичному пошкодженні СХ порушуються метаболічні процеси, що приводить до структурно-функціональних змін в хрящовій тканині та розвитку патологічного процесу. Ці зміни виявляються на 7-у добу і посилюються в наступні строки спостереження. Внутрішньосуглобове введення аутологічних МСК на початкових етапах розвитку патологічного процесу стабілізує метаболічні процеси в хрящовій тканині, а в подальшому нормалізує їх, досягаючи фізіологічних норм, які характерні для інтактних тварин.
7. Методом мічення аутологічних МСК кісткового мозку за допомогою флюоресцентних зондів РКН-26 доведено, що  аутологічні МСК кісткового мозку безпосередньо беруть участь у процесах хондрорепарації при їх внутрішньосуглобовому  введенні.
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