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Фищ енко В.А., Рыбинский М.В., Фищ енко А.В., Леськив Б.Б.
ПРЕДВАРИТЕЛЬНАЯ МАКРОСКОПИЧЕСКАЯ ОЦЕНКА РЕПАРАТИВНОГО ХОНДРОГЕНЕЗА ПОД ВЛИЯНИЕМ
ОБОГАЩЕННОЙ Т РОМБОЦИТ АМИ ПЛАЗМЫ В ЭКСПЕРИМЕНТ АЛЬНОЙ МОДЕЛИ
Резюме. Целью исследования было проведение макроскопической оценки образования хрящевого регенерата на месте
спровоцированных хрящевых дефектов бедренной кости у кроликов. Полнослойные дефекты были созданы в межмы-
щелковом участке надколенниковой поверхности дистального отдела бедра обеих коленных суставов 8 кроликов. В двух
группах дефект лечили методом абразивной хондропластики, в 2 - субхондральная пластинка оставалась целой. В разных
исследуемых нами группах в послеоперационном периоде внутрисуставно вводили обогащенную тромбоцитами плазму и
в последующем сравнивали регенерат по макроскопической шкале. Наше исследование продемонстрировало образова-
ния хрящевого регенерата в группе животных, получивших лечение в виде абразивной хондропластики с добавлением
обогащенной тромбоцитами плазмы, и в группе животных, получивших лечение только абразивной хондропластикой.
Средние показатели по макроскопической шкале составили 4,5 и 7 баллов соответственно. Таким образом, добавление
обогащенной тромбоцитами плазмы в послеоперационном периоде операций костно-мозговой стимуляции приводит к
формированию макроскопического лучшего регенерата через 8 недель после операции.
Ключевые слова: обогащенная тромбоцитами плазма, факторы роста, локальные хрящевые дефекты, эксперимент,
макроскопическая шкала.
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PRELIMINARY MACROSCOPIC EVALUAT ION OF REPARAT IVE CHONDROGENESIS UNDER T HE INFLUENCE OF
PLATELET-RICH PLASMA IN EXPERIMENTAL MODEL
Summary. To perform macroscopic evaluation of cartilage regenerate formation at the site of the provoked cartilage defects of the
femur in rabbits. Full-thick defects were created in intercondylar area of patellar surface of the distal femur of both knee joints in 8 rabbits.
In two groups the defects were treated by abrasive chondroplasty, in two others - subchondral plate remained intact. In postoperative
period platelet rich plasma intraarticular injections in different groups were performed with the next comparison of regenerates by
macroscopic scale. Our study has demonstrated cartilage regenerate formation in the group that received treatment by abrasive
chondroplasty with the addition of platelet-rich plasma & in the group which received only treatment by abrasive chondroplasty. The
average values for the macroscopic scale were 4.5 and 7 points respectively. The addition of platelet-rich plasma in postoperative period
of bone-marrow stimulation techniques leads to formation of macroscopic better regenerate in 8 weeks after surgery.
Keywords: platelet rich plasma, growth factors, local cartilage defects, experiment, macroscopic scale.
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УЛЬТРАМІКРОСКОПІЧНІ ЗМІНИ ХРЕБТА ЗА УМОВ
ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЇ КОМПРЕСІЇ-ДИСТЕНЗІЇ ТА ПІСЛЯ КОРЕКЦІЇ

Резюме. В роботі розглянуто актуальне питання вивчення ультрамікроскопічних особливостей міжхребцевих дисків при
дегенеративно-дистрофічному ураженні хребта та після застосування збагаченої тромбоцитами плазми. Продемонстрова-
но, що при формуванні постійної асиметричної статичної компресії-дістензії хвостового відділу хребта у щурів в міжхребце-
вих дисках виявляються ознаки дегенерації тканин та зменшення діаметра колагенових волокон та товщини фіброзних
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пластинок. Після дворазового введення збагаченої тромбоцитами плазми відбувається відтворення структури міжхребце-
вих дисків та збільшення діаметра колагенових волокон та товщини фіброзних пластинок зовнішнього та внутрішнього шарів
фіброзного кільця.
Ключові слова: міжхребцеві диски; експериментальне дегенеративно-дистрофічне ураження хребта; ультрамікрос-
копічні зміни; збагачена тромбоцитами плазма.

Вступ
Пошук ефективних методів корекції дегенератив-

но-дистрофічних уражень хребців (ДДУХ) залишається
однією з найважливіших задач сучасної медицини оск-
ільки стандартизовані методи терапії направлені пере-
важно на зменшення або зникнення больового синд-
рому та клінічне одужання, без відтворення структури
ушкоджених тканин [2]. Є дані щодо позитивного ефек-
ту при використанні аутологічних хондробластів та ме-
зенхімальних стовбурів клітин при патології хребта [4,
5, 8]. Також існує багато робіт, присвячених регенера-
тивним властивостям збагаченої тромбоцитами плаз-
ми (ЗТП) [3, 6, 7, 9, 10]. Між тим, в літературі недостат-
ньо розкрите питання щодо ефективності використан-
ня ЗТП для корекції дегенеративно-дистрофічного ура-
ження хребта.

Метою нашого дослідження стало вивчення ультра-
мікроскопічних особливостей хребців та міжхребцевих
дисків при ДДУХ та після застосування ЗТП або несте-
роїдних протизапальних засобів (НПЗЗ) для корекції ви-
явлених змін.

Матеріали та методи
Експеримент був проведений на статевозрілих щу-

рах лінії Вістар загальною кількістю 60 тварин, які були
розподілені на інтактну та 3 піддослідні групи: І група -
щури з модельованим ДДУХ; ІІ група - щури з модель-
ованим ДДУХ та після введення НПЗЗ; ІІІ група - щури з
ДДУХ та після введення ЗТП.

В експериментальних тварин ДДУХ моделювали
шляхом формування постійної асиметричної статичної
компресії-дістензії хвостового відділу хребта протягом
60 діб, згідно закону України "Про захист тварин від
жорстокого поводження" №27, Ст.230, від 2006 р. зі
змінами, внесеними згідно із Законом №1759-VI (1759-
17) від 15.12.2009, ВВР, 2010, N 9, ст.76, а також загаль-
ними етичними принципами експериментів на твари-
нах (І Національний конгрес з біоетики, 20.09.2001 р.,
м.Київ) та Етичним кодексом вченого України (Націо-
нальна академія наук України, 2009 р.). Знечулення тва-
рин було здійснене шляхом інгаляції ефіру. Для місце-
вої анестезії в основу хвоста вводили розчин лідокаїну
концентрацією 2% у дозі 0,4 мл. Шерсть на ділянці опе-
раційного поля видаляли, шкіру тричі обробляли роз-
чином етанолу концентрацією 70% та розчином йоду
концентрацією  1%. Спочатку проводили резекцію хво-
ста на рівні СсXIV-СсXV. Потім підшивали культю П-под-
ібними швами до м'язів та зв'язок попереково-крижо-
вого відділу хребта на рівні LIV-SI.

Отримання збагаченої тромбоцитами плазми було
здійснено шляхом її виділення з цільної крові на апа-

раті SmartPrep (фірма-виробник Harvester Corp, USA),
свідоцтво про держреєстрацію № 10179/2011 згідно з
Наказом Держлікінспекції МОЗ України від 08 лютого
2011 р. №69.

З метою корекції ДДУХ нестероїдними протизапаль-
ними засобами препаратом вибору був диклофенак
натрія (Р.п. №UA/10237/01/01) із розрахунку 1мг/кг.
Диклофенак натрія вводили підшкірно в основу хвоста
щодня протягом тижня. ЗТП вводили також в основу
хвоста двічі з інтервалом в тиждень. Початком експе-
рименту вважали перший день після останньої ін'єкції.
Ефективність корекції препаратів оцінювали через 2 та
4 тижня.

Після виведення щурів з експерименту у площині
найбільшого вигину хвоста були вирізані блоки тканин
з 2-х сегментів хребта. Фіксацію зразків проводили у
розчині глутарового альдегіду концентрацією 2,5% на
0,2М фосфатному буфері (рН=7,2) з додатковою фікса-
цією в осмієвому фіксаторі концентрацією 1% за Пала-
де [1]. Далі шматочки біоптатів дегідратували за допо-
могою серії спиртів висхідної концентрації. Матеріал
заливали у капсули з готовою сумішшю смол епону та
аралдиту. Після цього препарати поміщали у термоша-
фу за температури 60°С для пoлiмеризaції. Використо-
вуючи ультрамiкрoтом УМТП-6м готували yльтратoнкі
(40-60 нм) зрізи.

Ультрамікроскопічне дослідження реалізовували за
допомогою електронного мікроскопа ПЄМ-100М із на-
пругою прискорення 75-100 кВ. Фото досліджуваних
препаратів при збільшенні у 4800-12600 разів одержу-
вали із використанням цифрової відеокамери Baumer/
optronic Typ: CX 05c. Вимірювання ультраструктурних ком-
понентів проводили із застосуванням електронної про-
грами "SEO Image Lab 2.0".

Результати. Обговорення
Дослідження міжхребцевого диска щурів інтактної

групи на ультраструктурному рівні показало, що фіброз-
не кільце складалося з волокнистого матрикса, основу
якого формували паралельно розташовані пучки кола-
генових волокон. Їх діаметр у зовнішньому шарі склав
(159,74 ± 10,28) нм, та у внутрішньому шарі - (82,1 ±
4,13) нм. Колагенові волокна утворювали фіброзні пла-
стинки товщиною (8572,5 ± 96,84) нм у зовнішньому
шарі та (6644,97 ± 111,14) нм у внутрішньому шарі
фіброзного кільця. Уздовж пучків колагенових воло-
кон зовнішнього шару фіброзного кільця розміщува-
лися клітини, які за морфологічними особливостями
відповідали фібробластам. Вони містили велике оваль-
не ядро з рівномірно розпушеним хроматином та одне
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ядерце. Цитоплазма утворювала багаточисленні відро-
стки. Навколо ядра розташовувався добре розвинений
ендоплазматичний ретикулум з великою кількістю ри-
босом, прикріплених до мембран у вигляді ланцюжків
гранул й комплекс Гольджі. Спостерігали численні ри-
босоми та мітохондрії (рис. 1).

У внутрішньому шарі фіброзного кільця в комірках
між колагеновими волокнами візуалізувалися клітини
схожі на хондробласти. Вони містили округле ядро, яке
займало більшу частину цитоплазми, помірно розви-
нений комплекс Гольджі та ендоплазматичну сітку та
нечисленні мітохондрії.

Драглисте ядро складалося з нотохордальних клітин
зібраних у кластери, які були занурені у слабоволокни-

стий матрикс. Велике округле ядро містило рівномірно
розпушений хроматин. На периферії драглистого ядра
зустрічалися клітини, які не були занурені у міжклітин-
ний матрикс. Вони містили видовжене ядро, велику
кількості мітохондрій, вакуолей та лізосом, розвинені
комплекс Гольджі та гранулярну ендоплазматичну сітку.

Електронно-мікроскопічне дослідження міжхребце-
вих дисків у щурів з модельованим дегенеративно-ди-
строфічним ураженням хребців (І група щурів) показа-
ло, що у зоні компресії відбувалася дезорганізація пучків
волокон фіброзного кільця, втрата ними паралельної
спрямованості. Волокна зовнішнього шару ставали
більш звивистими, місцями фрагментованими. Їх діа-
метр зменшувалася у середньому на 27,8% (р<0,05)
від контрольного показника (рис. 2). Фіброзні пластин-
ки розшаровувалися, товщина їх зменшувалася на
13,5% (р=0,05) відповідно контрольної групи (рис. 3).
Клітини були деформованими, їх ядра ставали видов-
женими з неглибокими інвагінаціями каріолеми.

У внутрішньому шарі фіброзного кільця колагенові
волокна ущільнювалися, прошарки матриксу між ними
значно стоншувалися. Діаметр колагенових волокон
зменшився на 17,6% (р = 0,05) порівняно з контролем,
а товщина фіброзних пластинок на 8,6% (р<0,05). Кліти-
ни мали невелике округле ядро зі скупченням гетерох-
роматину під каріолемою. Навколо ядра відзначався
просвітлений розширений перинуклеарний простір.
Місцями між комплексом Гольджі та ендоплазматич-
ним ретикулумом візуалізувалися великі, круглі про-
зорі включення.

У драглистому ядрі спостерігалися нотохордальні
клітини у стадії загибелі. Ядра ущільнювалися та розпа-
далися на окремі грудочки. Навколо ледь помітних яде-

Рис. 1. Ультраструктура зовнішнього шара фіброзного кільця
міжхребцевих дисків хвостових сегментів щурів зрілого віку
інтактної групи. 1 - пучки колагенових волокон; 2 - матрикс;
3 - переплетення колагенових пучків.

Рис. 2. Динаміка змін діаметрів волокон зовнішнього та
внутрішнього шарів фіброзного кільця піддослідних щурів.
Примітка: * - різниця достовірна по відношенню до групи
з ДДУХ (р<0,05).

Рис. 3. Динаміка змін товщини пластинок зовнішнього та
внутрішнього шарів фіброзного кільця піддослідних щурів.
Примітка: * - різниця достовірна по відношенню до групи
з ДДУХ (р<0,05).
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рець спостерігалася зона просвітлення. Каріоплазма
містила різної форми включення. Навколоклітинний
матрикс ущільнювався. Лакуни нотохордальних клітин
зменшувалися у розмірах та деформовувалися. У на-
вколоклітинному матриксі виявлялися великі щілино-
подібні пустоти та розриви (рис. 4).

Після введення НПЗЗ щурам з ДДУХ (ІІ група щурів)
через 2 тижні виявлена дещо зменшена дезорганіза-
ція пучків колагенових волокон фіброзного кільця. Про-
шарки протеогліканового матрикса звужувалися. Фраг-
ментовані волокна ущільнювалися й утворювали май-
же паралельні скупчення. Діаметр волокна зовнішньо-
го шару фіброзного кільця збільшувався на 13,6%
(р?0,05) порівняно з групою без корекції. Місцями збе-
рігалося розволокнення, розшаровування і втрата чіткої
орієнтації фіброзних пластинок. При цьому товщина
фіброзної пластинки достовірно збільшилася на 8,6%
порівняно з групою без корекції (рис. 5).

У внутрішньому шарі фіброзного кільця спостеріга-
лося значне ущільнення пучків колагенових волокон.
Місцями відзначалися кутоподібні вдавлення фіброз-
них пластинок. Діаметр колагенових волокон у по-
рівнянні з І групою статистичних змін не зазнав. Однак,
товщина фіброзної пластинки достовірно збільшилася
на 11,4%. Ядра хондробластів набували круглої фор-
ми, каріолема утворювала інвагінації. Хроматин дифуз-
но розміщувався по всьому матриксу ядра. Контур плаз-
молеми та навколоклітинний простір добре візуалізу-
вався. У драглистому ядрі спостерігався гомогенний,
ущільнений матрикс із щілиноподібними пустотами та
безклітинними лакунами. Ядра нотохордальних клітин
ущільнювалися та розпадалися на окремі грудочки.

При дослідженні щурів з ДДУХ та введення НПЗЗ
через 4 тижні дезорганізація пучків колагенових воло-
кон фіброзного кільця залишалася незмінною. Прошар-
ки протеогліканового матрикса були звуженими. Збе-
рігалася дезорганізація фіброзних пластинок. Діаметри
колагенових волокон та товщина фіброзних пластинок
зовнішнього та внутрішнього шарів фіброзного кільця
за два тижні суттєво не змінилися. Візуально відмічаєть-
ся зростання кількості щілиноподібних пустот та без-
клітинних лакун у драглистому ядрі.

Через 2 тижні після введення ЗТП щурам з ДДУХ (ІІІ
група щурів) привертає увагу зменшення розволокнення
та розходження фіброзних пластин зовнішнього шару
фіброзного кільця. Пучки колагенових волокон ущіль-
нювалися та перепліталися між собою. Спостерігалися
їх значні скупчення. Діаметр пучків колагенових воло-
кон був більшим на 28,6% (р=0,05), а товщина фіброз-
них пластинок збільшена на 17,3% (р<0,05) у порівнянні
з групою без корекції (група І) відповідно. Місцями
відзначалися порушення орієнтації клітин відносно во-
локон. Прошарки протеогліканового матрикса були
значно звуженими (рис. 6).

У внутрішньому шарі фіброзного кільця добре візу-
алізувалася поперечна посмугованість волокон. Тріщин

та щілинних розривів майже не було. Діаметр пучків
колагенових волокон та товщина фіброзних пластинок
ставали достовірно більшими від показників І групи на
15,9% (р=0,05) та 11,4% (р<0,05) відповідно. Також спо-
стерігалися гомогенні місця міжволоконного матриксу
без чітких контурів колагенових волокон. Хондроблас-
ти набували видовженої форми. Ядра їх містили ди-
фузно розпушений хроматин та по одному центрально
розміщеному ядерцю. Перинуклеарний простір був
нерівномірно розширений. У цитоплазмі спостерігали-
ся окремі мітохондрії зі збережиними кристами та
дрібнозернистим матриксом. Навколо клітин виявляв-
ся просвітлений матрикс, який містив тонкі, повільно
посмуговані волокна. У драглистому ядрі міжхребце-
вих дисків щурів з'являлися поодинокі нотохордальні

Рис. 4. Ультраструктура драглистого ядра міжхребцевого
диска хвостового сегмента щура з модельованим дегенера-
тивно-дистрофічним ураженням хребта. 1 - ядро нотохор-
дальної клітини; 2 - деформована лакуна; 3 - ущільнений
матрикс.

Рис. 5. Ультраструктура зовнішнього шару фіброзного
кільця міжхребцевого диска хвостового сегмента щура з мо-
дельованим дегенеративно-дистрофічним ураженням хреб-
та та через 2 тижні після введення НПЗЗ. 1 - скупчення
фрагментованих колагенових волокон; 2 - прошарки проте-
огліканового матриксу.
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клітини з цілими ядрами та навколоклітинними лакуна-
ми. Вони мали видовженої форми ядра, розвинуті ядерця
з густим розпушеним еухроматином.

Через чотири тижні після введення ЗТП відмічаєть-
ся наявність більш організованих колагенових волокон.
Привертає увагу їх нерівномірна посмугованість з елек-
тронно-щільними ділянками. Відмічається розміщення
хондробластів паралельно ходу волокон. Навколо клітин
знаходилися скупчення коротких волоконних фраг-
ментів. У міжклітинному матриксі виявлялася велика
кількість дрібних гранул різної форми (рис. 7).

У драглистому ядрі міжхребцевих дисків щурів з'яв-
лялися поодинокі нотохордальні клітини з цілими ядра-
ми та навколоклітинними лакунами. Місцями спостері-
галися невеликі їх кластери зі збереженою цитоархі-

тектонікою. Відзначалася тенденція до збільшення
клітин, які не були занурені у міжклітинний матрикс.
Вони мали видовженої форми ядра, розвинуті ядерця,
що мали дрібногранулярну і фібрилярну частину та гу-
стий розпушений еухроматин. Діаметри колагенових
волокон та товщина фіброзних пластинок зовнішнього
шарів фіброзного кільця за два тижні статистичних змін
не зазнали, хоча відмічається тенденція до їх зростання
порівняно з попередніми термінами дослідження.

Згідно отриманих результатів ультрамікроскопічно-
го дослідження при ДДУХ (група І) в міжхребцевих дис-
ках спостерігається дезорганізація пучків волокон
фіброзного кільця. Дегенеративні зміни супроводжу-
ються достовірним зменшенням товщини фіброзних
пластинок та діаметрів волокон зовнішнього та внутрі-
шнього шарів у порівнянні з інтактними тваринами.
Дослідження фібробластів та нотохордаліних клітин
ядра виявило ознаки дегенеративних змін та загибелі
останніх.

В ІІ групі (ДДУХ + НПЗЗ) через два тижні ультра-
мікроскопічна картина міжхребцевих дисків візуально
відрізняється дещо меншою дезорганізацією волокон.
Проте, матрикс фіброзного кільця та колагенові волок-
на залишалися ущільненими. Діаметри колагенових
волокон та товщина фіброзних пластинок зовнішнього
та внутрішнього шарів фіброзного кільця були навіть
трохи меншими ніж у І групі. Інвагінації каріолеми та
дифузне розташований хроматин в ядрах хондробластів
свідчать про активність останніх на тлі дегенеративних
змін. Ущільнення та розпад на окремі грудочки ядер
нотохордальних клітин вказує на перевагу дегенератив-
них змін над регенеративними та загибель клітин в
подальшому. Через чотири тижні після введення НПЗЗ
діаметри колагенових волокон та товщина фіброзних
пластинок суттєво не змінилися. Зростання кількості
щілиноподібних пустот та безклітинних лакун, на фоні
зменшення нотохордальних клітин, вказує на прогре-
сування дегенеративного процесу у драглистому ядрі.

В ІІІ групі (ДДУХ + ЗТП) вже через два тижні спосте-
рігалися ознаки відтворення структури міжхребцевих
дисків, і цей процес ставав вираженим через чотири
тижні. Виявлялося розволокнення та розходження
фіброзних пластин зовнішнього шару фіброзного
кільця, але у меншому ступені, ніж у І та ІІ групах. Струк-
тура внутрішнього шару фіброзного кільця була добре
збережена: тріщин та щілинних розривів майже не
було. Через чотири тижні після введення ЗТП спостер-
ігалися більш організовані колагенові волокна. Навко-
ло хондробластів знаходилися скупчення коротких во-
локонних фрагментів, а в міжклітинному матриксі ви-
являлася велика кількість дрібних гранул різної форми
- ці процеси вказують на збільшення синтетичної ак-
тивності в цих клітинах. Окрім відтворення структури
волокон, відмічається збільшення діаметра колагено-
вих волокон та товщини фіброзних пластинок зовніш-
нього та внутрішнього шарів фіброзного кільця.

Рис. 6. Ультраструктура зовнішнього шару фіброзного
кільця міжхребцевого диска хвостового сегмента щура за
умов моделювання дегенеративно-дистрофічного уражен-
ня хребта та через 2 тижні після введення ЗТП. 1 - скупчен-
ня пучків колагенових волокон; 2 - прошарки протеогліка-
нового матриксу.

Рис. 7. Ультраструктура внутрішнього шару фіброзного
кільця міжхребцевих дисків хвостових сегментів щурів за
умов моделювання дегенеративно-дистрофічного уражен-
ня хребта та через 4 тижня після введення ЗТП. 1 - короткі
волоконні фрагменти; 2 - дрібні гранули.
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Висновки та перспективи подальших
розробок

1. При формуванні постійної асиметричної статич-
ної компресії-дістензії хвостового відділу хребта у щурів
у міжхребцевих дисках виявляються ознаки дегенерації
тканин та характерне зменшення діаметра колагенових
волокон та товщини фіброзних пластинок.

2. Через 2 тижні після застосування НПЗЗ на ульт-
рамікроскопічному рівні спостерігається ущільнення ко-
лагенових волокон фіброзного кільця на тлі збільшен-
ня товщини фіброзної пластинки; відмічаються деге-
неративні зміни в хондробластах та нотохордальних
клітинах. Через 4 тижні діаметр колагенових волокон
та товщина фіброзних пластинок фіброзного кільця
лишаються незмінними; дегенеративні процеси в но-
тохордальних клітинах прогресують.

3. Через 2 тижні після останнього введення ЗТП ви-
являється відтворення структури міжхребцевих дисків:
зменшення розволокнення та розходження фіброзних
пластин зовнішнього шару, добра поперечна посмуго-
ваність та зменшення розривів волокон внутрішнього
шару фіброзного кільця. Через чотири тижні відмічаєть-
ся більша організованість колагенових волокон;
збільшення діаметра колагенових волокон та товщини
фіброзних пластинок зовнішнього та внутрішнього
шарів фіброзного кільця. У клітинах фіброзного кільця
та драглистого ядра відмічається синтетична активність.

Застосований метод корекції дегенеративно-дист-
рофічного ураження хребта потребує додаткового
дослідження з метою з'ясування тривалості позитив-
ного ефекту та розробки схем введення збагаченої
тромбоцитами плазми.
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