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Актуальність проблеми. Серія наукових робіт, що подається на здобуття премії Президента України для молодих вчених у 2018 році, присвячена вивченню репаративного потенціалу кріоконсервованих мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин кісткового мозку при експериментальному дегенеративно-дистрофічному пошкодженні хрящової тканини міжхребцевого диску.

Вибір методів лікування дегенеративно-дистрофічної патології хребта на даний час є однією з найбільш актуальних проблем сучасної вертебрології. Хребет має дуже важливе значення у підтримці фізичного та психічного здоров'я людини. Хоча стан хребта не має прямого зв'язку з тривалістю життя, але він опосередковано впливає на внутрішні органи, і тому досить часто від нього залежить розвиток хронічних неінфекційних захворювань. Треба зауважити, що за даними Всесвітньої організації охорони здоров’я 80% населення за своє життя звертається до лікарів зі скаргами на болі у тулубі, з них у 25% розвиваються хронічні болі, які призводять до значного зниження якості життя хворих та до значних економічних втрат. У віці 20-50 років вертеброгенна патологія в загальній структурі захворюваності з тимчасовою втратою працездатності посідає друге місце (поступаючись тільки респіраторним інфекціям), а в структурі захворюваності периферичної нервової системи – до 80% випадків всієї втрати працездатності. Зростання кількості хворих серед осіб працездатного віку (пік захворюваності припадає на 35-45 років) обумовлює ще більше соціальне значення цієї патології. Крім того, болі в спині і шиї обмежують життєдіяльність, знижують якість життя хворих, змінюють психіку і поведінку людей. Більш ніж у половини пацієнтів, які страждають на дегенеративно-дистрофічні захворювання хребта, наявні ознаки хронічного емоційного напруження. Запобігання інвалідності і, як результат, стійкої непрацездатності цього контингенту хворих може зберегти дуже значну суму, наприклад, виходячи з оплати непрацездатності у 1247 грн/міс на одного хворого, ця сума може становити майже 15 000 грн. на кожного хворого на рік.

При цьому лікування дегенеративно-дистрофічних захворювань хребта, зокрема дискогенних дорсопатій, ( складний та довготривалий процес. В залежності від клінічної ситуації застосовують консервативне і/або оперативне лікування. Таким чином, в основі терапії хворих дискогенними дорсопатіями на сьогоднішній день лежать симптоматичні методи лікування, що пояснює нездатність задіяних методик повністю відновити структуру та функціональні можливості дегенеративно зміненого міжхребцевого диску. Це обумовлює їх низьку ефективність у віддалені терміни навіть при комплексному застосуванні. Так наприклад зокрема після закінчення курсу консервативної терапії лише у 26% хворих будівельних професій вдається отримати повну ремісію. Рецидиви неврологічних проявів, порушення опорної і рухової функції хребцевих сегментів спостерігаються протягом року у 60% пацієнтів цієї групи. Тому пошук нових ефективних підходів до терапії дегенеративно-дистрофічних уражень міжхребцевих дисків залишається актуальним.

Слід зазначити, що серед перспективних підходів для забезпечення розвитку репаративних процесів тканини міжхребцевих дисків є застосування резервів клітинної терапії і зокрема мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин. Отже, висунутий на здобуття премії Президента України для молодих вчених у 2018 році цикл наукових робіт є надзвичайно актуальним та відкриває нові можливості клітинної терапії дегенеративно-дистрофічної патології хребта.
Метою дослідження стало визначення впливу кріоконсервованих алогенних мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин кісткового мозку на відновлення дегенеративно-дистрофічного дефекту хрящової тканини міжхребцевих дисків у щурів.
Характеристика роботи. В цілому представлений цикл робіт є завершеним науковим дослідженням, в якому експериментально обґрунтовується ефективність використання кріоконсервованих алогенних мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин кісткового мозку для терапії дегенеративно-дистрофічних ушкоджень грубоволокнистої хрящової тканини міжхребцевих дисків. В ньому методично і послідовно розв’язується ряд взаємопов’язаних завдань: від вибору адекватної тваринної моделі дегенеративного пошкодження міжхребцевого диску та вивчення вихідних характеристик культури клітин до та після кріоконсервування через аналіз впливу методу введення та дози клітинної суспензії у зону ушкодження до детального вивчення хондрорепаративного ефекту нативних та кріоконсервованих мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин у динаміці. 

На першому етапі роботи Юхтою М.С. було розроблено нову модель дегенеративно-дистрофічного пошкодження міжхребцевого диску у щурів, яка за механізмом розвитку і характером змін відповідає дегенеративним процесам у міжхребцевих дисках, що відбувається у людини, порівняно з найбільш розповсюдженим у сучасній літературі травматичним способом моделювання цієї патології. Новизна моделі була підтверджена видачею патенту України на корисну модель № 73383 «Спосіб моделювання дегенеративно-дистрофічного пошкодження міжхребцевого диска». Даний спосіб моделювання заснований на штучному створенні лордозу хвостового відділу хребта у щурів. На основі аналізу результатів моделювання дегенеративно-дистрофічного пошкодження міжхребцевих дисків у такий спосіб було встановлено, що фіксація хвостового відділу хребта в зігнутому положенні протягом 60 діб призводить до виражених дегенеративно-дистрофічних змін у міжхребцевих дисках СсVI-VII, найбільш вираженим компонентом яких є центральний вогнищевий некроз фіброхондроцитів з утворенням щілин фіброзного кільця. Зменшення висоти міжхребцевих дисків підтверджували і результати комп'ютерно-томографічних досліджень. Крім того, на томограмах чітко візуалізувалися зміни форми міжхребцевих дисків. В перший день після формування компресії на томограмах міжхребцеві проміжки мали форму прямокутника, а на 60-у добу – трикутника, вершиною обернутою у бік меншої кривизни сформованої дуги хвостового відділу хребта. Тобто компресійні сили впливали на міжхребцеві диски нерівномірно: менше з вентральної сторони і більше з дорсальної. 
При порівнянні даної моделі із травматичним способом моделювання даної патології також спостерігались окремі ознаки дегенеративно-дистрофічного ушкодження міжхребцевих дисків: різке зменшення його висоти, фрагментація пучків колагенових волокон, утворення щілин у фіброзному кільці, зниження щільності фіброхондроцитів, утворення остеофітів, зниження висоти та порушення структури наросткових хрящових пластинок. Але при цьому відбувалися досить грубі пошкодження в драглистому ядрі, що призводили до його редукції та як наслідок, втрати характерної для міжхребцевого диску гістологічної структури. Спостерігалась також руйнація кісткових трабекул апофізів хребців та заміщення їх фіброретикулярною тканиною. Такі нехарактерні для людської патології зміни можна пояснити травматичним генезом, тоді як найважливішою ланкою в походженні дегенеративно-дистрофічних уражень міжхребцевих дисків у людини є постійний вертикальний тиск маси тіла на його структури. Однією з особливостей цієї дії є нерівномірний характер, обумовлений наявністю у людини природних вигинів хребта. Подібну ситуацію спробували змоделювати, формуючи лордоз хвостового відділу хребта щура шляхом фіксації останнього до спини тварини. За даними комп’ютерної томографії  така фіксація призводила до утворення куту нахилу між тілами суміжних хребців, що перебільшував 110, особливо в зоні максимального перегину (СсV-VI, СсVI-VII, СсVII-VII). Згідно зі шкалою Уайта такий кут нахилу між тілами хребців є одним з критерієм нестабільності хребцево-рухового сегменту і свідчить про наявність дистрофічного процесу у цій області. За даними комп’ютерної томографії також виявлялося зниження денситометричного показника дорсальної частини фіброзного кільця МХД СсVI-VII (тобто у місці компресії), що напевно обумовлено наслідком дегенеративно-дистрофічного руйнування хрящової тканини, а саме утворення в ній мікротріщин та щілин. 

Відомо, що в результаті дії тиску маси тіла людини на структури міжхребцевого диску виникає дисбаланс між синтезом і деградацією компонентів міжклітинної речовини на користь останнього. При цьому перш за все відбувається зневоднення драглистого ядра, зниження його тургору через зниження вмісту протеогліканів, що у свою чергу посилює навантаження, яке припадає на фіброзне кільце, поступово викликаючи його розтягування, розволокнення, утворення в ньому тріщин і з часом призводячи до загибелі хондроцитів та протрузії тканин міжхребцевого диску за межі країв тіл прилеглих до нього хребців. Подібні гістологічні зміни спостерігалися і в лордозі хвостового відділу хребта при моделюванні компресійної дії. Зокрема відбувалося розволокнення і фрагментація колагенових волокон, зниження клітинності фіброзного кільця з утворенням центральних тріщин і щілин, втрата чіткої межі між фіброзним кільцем і драглистим ядром, формування випинань драглистого ядра у фіброзне кільце, які містили лізовані нотохордальні клітини, внутришньодискове переміщення драглистого ядра, фрагментація його синцитію, загибель нотохордальних клітин, різке зниження вмісту колагену та протеогліканів. 

Слід зазначити, що результатом моделювання компресійної дії так само було зниження висоти міжхребцевого диску СсVI-VII, яке на 60 добу фіксації досягало 57% від показника інтактних щурів відповідної маси та віку. І хоча ступінь зниження висоти ураженого міжхребцевого диску не завжди корелює зі ступенем клінічних проявів, даний симптом є неодмінним супутником дегенеративно-дистрофічної патології міжхребцевого диску у людини. Крім того на 60 добу відбувалося істотне (на 65%) зниження чисельної щільності клітин дорсальної частини фіброзного кільця міжхребцевого диску СсVI-VII. Дещо меншою мірою знижувалася рентгенологічна щільність дорсальної частини фіброзного кільця, яке протягом експерименту не перевищувало 30 % від показників інтактної групи тварин.

Слід відмітити, що обробка отриманих гістологічних та рентгенологічних даних не обмежилася простим описом гістологічних препаратів та томограм, в них також грамотно та ретельно були проведені кількісні та напівкількісні аналізи, що безперечно підвищило об’єктивність та достовірність проведеного дослідження. 
Таким чином, компресійна модель у модифікації автора у подальшому також може бути використана в наукових дослідженнях для відпрацювання нових методів лікування дегенеративно-дистрофічної патології міжхребцевих дисків.

Заслуговує на увагу і той факт, що при дослідженні ефективності застосування кріоконсервованих мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин кісткового мозку при дегенеративно-дистрофічних ушкодженнях хрящової тканини міжхребцевих дисків в роботах було приділено окрему увагу вибору способу введення клітин, а також визначенню оптимальної терапевтичної дози трансплантованого у зону дефекту кріоконсервованого клітинного матеріалу. 
В основу всіх методів введення лікарських препаратів у дегенеративно змінені міжхребцеві диски покладено ін'єкційний спосіб введення. Проте відомо, що прокол фіброзного кільця голкою, незалежно від її розміру, безпосередньо може ініціювати дегенерацію диска, негативно впливаючи на механотрансдукцію у ньому, при цьому в усіх випадках формуються глибокі ушкодження, що не піддаються самовідновленню у зв'язку з низькою метаболічною активністю фіброхондроцитів. З існуючих на сьогодні сучасних методів найбільш близьким до заявленого за своєю суттю є ін'єкційний спосіб введення лікарських препаратів у дегенеративно змінені міжхребцеві диски в гелевому носії Atelocollagen®. Недоліком цього способу є те, що ін'єкційне введення пов'язано з додатковим механічним травмування структур диску під час проколу та примусового нагнітання рідини. 
В даному циклі робіт були проведені дослідження по порівнянню двох шляхів локального введення суспензії клітин у міжхребцевий диск СсVI-VII ( широко розповсюджений ін'єкційний та розроблений та запатентований автором метод введення на желатиновій губці, яку розміщують поряд з ушкодженим диском у сформоване з м'яких тканин ложе (патент України на корисну модель №89953 «Спосіб введення біологічно активних препаратів у дегенеративно змінені міжхребцеві диски»). При ін'єкційному введенні кріоконсервованої суспензії мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин кісткового мозку у міжхребцевому диску щурів на фоні репаративних змін (утворення осередків хондроїду) відбувалося прогресування дегенеративних змін (втрата ламелярної організації фіброзного кільця, деструкція драглистого ядра з утворенням фіброзної тканини та реактивними змінами зі сторони апофізів прилеглих хребців) Швидше за все, прогресування дегенеративно-дистрофічних змін було пов’язано з проколом міжхребцевому диску голкою та примусовим нагнітанням у нього рідини. Відомо, що прокол фіброзного кільця голкою безпосередньо може ініціювати дегенерацію диска, при цьому у всіх випадках формуються глибокі пошкодження, що не піддаються самовідновленню у зв’язку з низькою метаболічною активністю фіброхондроцитів. 

Спосіб введення кріоконсервованих мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин на желатиновій губці забезпечував значно кращі результати порівняно з ін'єкційним шляхом. При його застосуванні ушкоджень диску з його фібротизацією, подібних до тих, що спостерігались у міжхребцевому диску СсVI-VII тварин з ін'єкційним введенням, виявлено не було. На фоні дегенеративних змін з'являлись виражені ознаки регенерації, які на 30 добу після введення клітин гістологічно характеризувалися збільшенням клітинності та частковим відновленням тріщин і щілин фіброзного кільця. Ефективність цього методу введення підтверджувалася при порівнянні з гістологічною картиною міжхребцевому диску СсVI-VII тварин зі спонтанним відновленням, де дегенеративні ознаки навпаки превалювали над репаративними.

В подальших дослідженнях було встановлено, що ефективність кріоконсервованих алогенних мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин кісткового мозку знаходиться в прямій залежності від кількості введених клітин. В лінійці опрацьованих доз найменш виражений результат спостерігався при застосуванні кріоконсервованих мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин у кількості 0,25×106. Оптимально ефективною стала доза 0,5×106 кріоконсервованих мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин, тобто доза, введення якої давало найбільш виражений терапевтичний результат та не викликало побічних ефектів. 

Заключним етапом роботи стало дослідження динаміки процесу відновлення хрящової тканини міжхребцевого диску in vivo за умови введення нативних та кріоконсервованих мезенхімальних стромальних клітин кісткового мозку на носії. Вперше було встановлено (Патент України № 88365 «Спосіб лікування дегенеративно-дистрофічних ушкоджень міжхребцевих дисків»), що локальне введення кріоконсервованої суспензії мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин кісткового мозку на желатиновій губці протягом 90 діб призводить до поступового відновлення гістологічної структури дегенеративно зміненої хрящової тканини міжхребцевого диску (відбувається репарація тріщин, щілин і фрагментацій колагенових волокон, збільшується клітинність фіброзного кільця, стає більш чіткою межа між фіброзним кільцем та драглистим ядром). При цьому збільшення чисельної щільності фіброхондроцитів за термінами випереджає відновлення висоти і рентгенологічної щільності фіброзного кільця міжхребцевого диску СсVI-VII. 
Одержані результати показали, що локальне введення суспензії нативних та кріоконсервованих алогенних мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин кісткового мозку у дозі 0,5×106 на желатиновій губці надає стимулюючий ефект на процеси регенерації в дегенеративно зміненій хрящовій тканині міжхребцевого диску, якісно впливаючи на їх перебіг. Так якщо у фіброзному кільці контрольних тварин переважав синтетичний компонент регенерації, то в групах з терапією мультипотентними мезенхімальними стромальними клітинами – проліферативний. 

При дослідженні динаміки відновлювальних процесів за умови введення суспензії кріоконсервованих мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин було встановлено, що регенерація у контрольних групах тварин характеризувалася затримкою темпів відновлення з недостатнім утворенням регенераторного продукту, що напевно було пов'язано з недостатністю власних внутрішніх резервів організму та неспроможністю хрящової тканини міжхребцевого диску до повноцінної регенерації. Не дивлячись на припинення компресії у цих групах тварин спонтанного відновлення хрящової тканини міжхребцевого диску за всіма дослідженими показниками практично не відбувалося. 

Терапія кріоконсервованою суспензією мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин сприяла підвищенню регенеративного потенціалу хрящової тканини міжхребцевого диску, що вже на 30 добу після її локального введення у дозі 0,5×106 клітин призводило до збільшення чисельної щільності фіброхондроцитів дорсальної частини фіброзного кільця міжхребцевого диску СсVI-VII на 26±2,9%. На 60 добу введення кріоконсервовані мультипотентні мезенхімальні стромальні клітини кісткового мозку зберігали стимулюючий ефект на проліферативну активність фіброхондроцитів, сприяючи достовірному відновленню чисельної щільності фіброхондроцитів до показників інтактних тварин. 

Проліферативна реакція фіброхондроцитів на введення нативної суспензії мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин була більш активна, порівняно з кріоконсервованим аналогом. Вже на 30 добу терапії чисельна щільність клітин достовірно дорівнювала показнику інтактних щурів та залишалася на цьому рівні до кінця спостереження.
Крім того за допомогою люмінесцентного мітчика РКН-26 в роботах було показано збереження кріоконсервованих мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин протягом 30 днів після їх локального введення на колагеновій губці в зоні дегенративно-дистрофічного ушкодження.

Представлені результати роботи дозволяють зробити обгрунтований висновок про достовірно позитивний вплив кріоконсервованих мезенхімальних стромальних клітин кісткового мозку на репаративний хондрогенез в дегенеративно зміненому міжхребцевому диску, що підтверджується достатнім об’ємом експериментальних досліджень, ретельним аналізом отриманих результатів, використання адекватних експериментальних методик та методів статистичних досліджень. 

Таким чином, в своїх роботах автор всебічно підійшов до вирішення проблеми – від розробки експериментальної моделі, максимально наближеної до патології, що відбувається у людини, до визначення ефективного методу введення та дози кріоконсервованих мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин з дослідженням динаміки відновлювальних процесів в хрящовій тканині міжхребцевого диску після трансплантації клітин. Автором експериментально доведена можливість використання кріоконсервованих мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин кісткового мозку для оптимізації репарації дегенеративно зміненої хрящової тканини міжхребцевого диску, що вселяє певний оптимізм у вирішення питання підвищення ефективності лікування хворих на цю патологію.
Практична значимість циклу робіт полягає у тому, що на основі проведених експериментальних досліджень був розроблений та запатентований високотехнологічний метод відновлення пошкодженої хрящової тканини міжхребцевого диску за допомогою клітинних технологій. Результати цього дослідження можуть знайти застосування в діяльності вітчизняних та зарубіжних медичних закладів, які займаються дегенеративними захворюваннями хрящової тканини. Нова методика лікування суттєво покращить якість життя громадян за рахунок поліпшення рівня медичного обслуговування, а саме за рахунок покращення результатів лікування хворих, зниження інвалідності та підвищення рівня працездатності хворих після лікування та принесе суттєвий економічний ефект. 
Наукова новизна результатів роботи. Розроблено нову модель дегенеративно-дистрофічного пошкодження МХД у щурів, яка за механізмом розвитку і характером змін відповідає дегенеративним процесам, що відбуваються в МХД людини. Новизна моделі підтверджена патентом України на корисну модель № 73383 «Спосіб моделювання дегенеративно-дистрофічного пошкодження міжхребцевого диску». 

Обґрунтована та експериментально доведена можливість використання кріоконсервованої суспензії алогенних ММСК кісткового мозку для оптимізації регенерації дегенеративно зміненої хрящової тканини МХД.

Виявлено, що при трансплантації ММСК у ділянку ушкодженого диска велике значення має спосіб введення трансплантованих клітин. Найбільш оптимальним з досліджених способів виявився метод введення ММСК безпосередньо на ушкоджений МХД з використанням у якості носія желатинової губки.

Встановлено дозозалежний ефект кріоконсервованої суспензії ММСК кісткового мозку на відновлення дегенеративно-дистрофічного пошкодження хрящової тканини МХД. Оптимальною виявилася доза 0,5×106 кріоконсервованих ММСК на МХД щура.

Вперше встановлено, що локальне введення кріоконсервованої суспензії алогенних ММСК кісткового мозку на желатиновій губці протягом 90 діб призводить до відновлення гістологічної структури, висоти, чисельної щільності фіброхондроцитів та рентгенологічної щільності фіброзного кільця дегенеративно зміненого МХД. 

Вперше за допомогою люмінесцентного мітчика РКН-26 показано збереження кріоконсервованих алогенних ММСК впродовж 30 днів після їх локального введення на желатиновій губці в дегенеративно змінений МХД.

Публікації. Наукові результати роботи відображено в розділі 1 монографії, більш ніж в 8 статтях. Новизну та конкурентоспроможність технічних рішень захищено 3 патентами України на корисну модель. Н-індекс складає 4, з 2013 року – 3 згідно даних Google академії. Представлені роботи процитовано в більш ніж у 17 наукових і науково-прикладних журналах.
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