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Аннотация
Апробация остеопластических материалов с изучением механизмов и разработкой методов остеорегенерации остается одним 

из актуальных направлений исследований в хирургической и ортопедической стоматологии, требующих комплексного подхода на раз‑
личных уровнях организации живых систем.

Цель исследования: оценка остеорегенерации в модели костного диастаза с использованием «БАК-1000» в комбинации с VEGF-
стимулированными МСК.

Материалы и методы. Самцы крыс породы Спрег-Доули (n = 45) были поделены на две группы: I — контрольная (n = 15) 
и опытные — II (n = 15) и III (n = 15). Создание модели остеоинтеграции включало два хирургических этапа: на первом этапе куль‑
тивировали МСК, на втором — проводили остеотомию (I — III группы), образовавшиеся дефекты заполняли имплантационным 
материалом (II, III группы) в комбинации с аутологичными МСК (только III группа).

Результаты. На 120‑е сутки после завершения второго этапа операции во II группе наблюдали низкую интенсивность ангио‑
генеза и остеогенеза с частичным локальным разрушением ячеисто-каналликулярного матрикса. В III группе отмечали умеренную 
остеорегенерацию и явления интенсивного ангиогенеза. Тем не менее, в обеих группах образование микрокристаллов желтого цвета 
послужило причиной развития признаков некробиоза.

Обсуждение. На основании проведенного исследования установлено, что во II и III группах в периимплантационной ткани дей‑
ствительно имела место резкая гиперплазия кровеносных сосудов, которая сочеталась по времени с начальными признаками остео‑
генеза. Выявленные негативные изменения периимплантационной области, вероятно, были связаны с биологическими свойствами 
имплантированного материала.

Выводы. Признаки выраженной остеорегенерации отсутствовали, а предложенную методику устранения костного дефекта 
с помощью «БАК-1000» в комбинации с VEGF-стимулированными МСК можно считать неэффективной.
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MORPHOLOGICAL AND FUNCTIONAL FEATURES OF OSTEOREGENERATION FOUR MONTHS 
AFTER IMPLANTATION OF «BAK-1000» IN COMBINATION WITH ANGIOSTIMULATED MSCS
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Annotation
Approbation of osteoplastic materials with the study of the mechanisms and development of methods of osteoregeneration remains one of the 

topical areas of research in surgical and orthopedic dentistry, requiring an integrated approach at various levels of organization of living systems.
The aim of the study was to evaluate osteoregeneration in a model of bone diastasis using «BAK-1000» in combination with VEGF-

stimulated MSCs.
Materials and methods. Male Sprague-Dawley rats (n = 45) were divided into two groups: I — control (n = 15) and experimental — II (n 

= 15) and III (n = 15). The creation of the osseointegration model included two surgical stages: at the first stage, MSCs were cultured; on the 
second stage, osteotomy was performed (groups I — III), the resulting defects were filled with implant material (groups II, III) in combination 
with autologous MSCs (only group III).

Results. On the 120th day after completion of the second stage of the operation in group II, a low intensity of angiogenesis and osteogenesis 
was observed with partial local destruction of the cellular canalicular matrix. Group III showed moderate osteoregeneration and intense 
angiogenesis. However, in both groups, the formation of yellow microcrystals caused the development of signs of necrobiosis.

Discussion. On the basis of the study, it was found that in groups II and III in the peri-implantation tissue, there was indeed a sharp 
hyperplasia of blood vessels, which was combined in time with the initial signs of osteogenesis. The identified negative changes in the peri-
implant area were probably associated with the biological properties of the implanted material.

Conclusions. There were no signs of pronounced osteoregeneration, and the proposed method for eliminating a bone defect using BAK-
1000 in combination with VEGF-stimulated MSCs can be considered ineffective.
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Введение
Одними из  наиболее важных проблем в  совре‑

менной хирургической и ортопедической стомато‑
логии по‑прежнему остаются изучение механизмов 
и разработка методов остеорегенерации. Причины 
возникновения дефектов кости различны, часто это 
связано с новообразованиями, воспалением или трав‑
мами оро-фациальной области.

Одним из  актуальных методов восстановления 
костной ткани после повреждения является стиму‑
ляция остеогистогенеза за счет одновременно про‑
текающих процессов пролиферации остеогенных 
клеток с  последующей их  дифференцировкой 
по остеобластическому пути и неоангиогенеза, клю‑
чевую роль в которых играют многочисленные фак‑
торы роста (VEGF, FGF, IGF, PDGF, TGF-β), а также 
костный морфогенетический протеин. По  данным 
специализированной литературы, эти биологически 
активные вещества высвобождаются клетками 
окружающих тканей, тромбоцитами и экстрацеллю‑
лярным матриксом в ответ на травматическое повреж‑
дение костной ткани [1–3].

После образования костного дефекта часто необ‑
ходимо применение различных остеоиндуктивных 
материалов, таких как октакальций-фосфатная кера‑
мика, синтетические аналоги костной ткани, арагонит. 
В нашем исследовании в качестве имплантата был 
выбран биосовместимый остеокондуктивный апати‑
тосиликатный композит БАК-1000. Известно, что его 
гранулированную форму используют для заполнения 
полостей апикальных кист после цистэктомии. Неко‑
торые авторы указали, что рассасывание большей 
части этого материала и  его замещение костной 
тканью происходило в течение одного года [4, 5].

В последнее время появляются данные о способ‑
ности мезенхимальных стволовых клеток (МСК) 
жировой ткани перемещаться в область повреждения, 
что  связывают с  физиологическими механизмами 
их мобилизации в условиях стресса, которые, однако, 
остаются малоизученными [6–8].

Некоторые авторы утверждают, что МСК высоко‑
пластичны и способны к дифференцировке в хондро‑
генном, адипогенном и / или остеогенном направле‑
ниях [9].

Таким образом, апробация остеопластических 
материалов до сих пор остается одним из актуальных 
направлений исследований в хирургической и орто‑
педической стоматологии, требующих комплексного 
подхода на различных уровнях организации живых 
систем.

Цель исследования: оценка остеорегенерации 
в модели костного диастаза с использованием «БАК-
1000» в  комбинации с  VEGF-стимулированными 
МСК.

Материалы и методы
Самцы крыс породы Спрег-Доули (возраст 13–15 

недель, n = 45) были поделены на  две группы: 
I —  контрольная (n = 15) и опытные — II (n = 15) 
и III (n = 15).

Дизайн эксперимента. Создание модели остеоин‑
теграции с использованием остеопластического мате‑
риала включало два хирургических этапа: на первом 
этапе в  паховой области резецировали жировую 
ткань, из которой культивировали МСК; на втором — 
в области диафиза бедренной кости проводили осте‑
отомию (I — III группы), образовавшиеся дефекты 
заполняли имплантационным материалом БАК-1000 
(II, III группы) в комбинации с аутологичными МСК 
(только III группа).

Животных всех групп выводили из эксперимента 
путем введения высоких доз анестетика через 120 
суток после второго хирургического этапа.

Имплантационный материал. Нерезорбируемый 
биоактивный апатитосиликатный композит «БАК-
1000» (регистрационное удостоверение 98 / 218 / 433, 
Россия) представлен алюминий-силикатной 
матрицей, обеспечивающей его ячеисто-каналлику‑
лярную структуру с распределенными в ней фосфа‑
тами кальция, главным образом гидроксиапатита (ГА) 
в различных пропорциях Ca / P. В состав материала 
входит силикатная матрица, волостанин (СаSiO3); 
гидроксиапатит (Са5(РО4) 3ОН); β-трикальцийфосфат 
(β-Са3(РО4) 2).

Стромальные клетки жировой ткани (СКЖТ). 
Клетки стромально-сосудистой фракции выделяли 
у крыс по стандартному протоколу из ткани подкож‑
ного жира брюшной области. Затем осуществляли 
2D- и 3D-культивирование. Полученные микросферы 
в количестве 3000 шт. помещали на остеопластиче‑
ский материал БАК-1000 и культивировали в полной 
ростовой среде в  течение 7 суток. Визуализацию 
морфологии клеток и  микросфер осуществляли 
с помощью фазово-контрастного микроскопа CKX41 
(Olympus, Япония), фоторегистрацию производили 
цифровой камерой Invenio3S (Olympus, Япония) 
в программе DeltaPix (Olympus, Япония).

Индукция васкулогенной дифференцировки. 
На  четвертом пассаже этапа 2D-культивирования 
в монослойную культуру СКЖТ в полную ростовую 
среду добавляли индуктор ангиогенеза  — фактор 
роста эндотелия сосудов (VEGF, 10 нг / мл).

Животные содержались в виварии в стандартных 
условиях. Все манипуляции осуществляли согласно 
Хельсинской декларации Всемирной медицинской 
ассоциации и Руководствам по проведению медико-
биологических исследований по уходу и использо‑
ванию лабораторных животных (ILAR, DELS), а также 
они были одобрены Локальным этическим комитетом.

Гистологическое исследование. Фрагменты кости 
с  имплантационным материалом после фиксации 
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в забуференном растворе формалина и декальцинации 
готовили по стандартному протоколу, окрашивали 
гематоксилином и эозином. Полученные гистологи‑
ческие микропрепараты анализировали в 10 полях 
зрения светового микроскопа при увеличении ×100 
с помощью системы видеомикроскопии (микроскоп 
Leica DM2000) и программного обеспечения Leica 
Application Suite, Version 4.9.0.

Результаты
В контрольной группе в области искусственного 

костного дефекта на первом месяце после второго 
этапа операции отмечали диффузное умеренное 
воспаление, степень которого снижалась ко второму 
месяцу на фоне костной регенерации.

На 120‑е сутки после завершения второго этапа 
операции во II группе наблюдали гистологическую 
картину умеренного остеогенеза с  образованием 
губчатой костной ткани, подверженной ремоде‑
лированию, которое подтверждалось появлением 
по  периметру костной ткани гигантских много‑
ядерных остеокластов. Локально обнаруживали 
участки сниженной клеточности, макрофагеальной 
инфильтрации или выраженного отека прилежащей 
ткани. Ячеисто-каналликулярный матрикс в  части 
срезов оказался сохранен, а в другой части разрушен 
и инфильтрирован микрочастицами желтого цвета. 
Таким образом, отмечали низкую интенсивность 
ангиогенеза и остеогенеза с частичным локальным 
разрушением ячеисто-каналликулярного матрикса 
(рис. 1а).

В то же время, в III группе сохранялись явления 
интенсивного ангиогенеза в периимплантационной 
зоне. По  всему периметру наблюдали многочис‑
ленные клетки, фагоцитировавшие кристалличе‑
ские частицы желтого цвета, которые мигрировали 
за пределы имплантационного материала и обнару‑
живались в стенках и просветах капилляров, нередко 
приводя к лизису контактирующих с ними сосуди‑
стых мембран. У всех животных выявили картину 
панваскулита, который сопровождался активной 
пролиферацией и  воспалительной инфильтрацией 
сосудистых стенок и свидетельствовал о развитии 
в них признаков некробиоза и некроза, и был связан 
с интенсивным отложением кристаллических микро‑
частиц (рис. 1б).

Обсуждение
В  проведенном исследовании остеогистогенез 

и  неоангиогенез изучали на  модели заживления 
искусственного костного дефекта. Этот процесс клас‑
сически включает в себя четыре стадии: воспаление, 
образование хрящевой мозоли, формирование тра‑
бекулярной кости, ремоделирование костной ткани. 
Именно на стадии формирования мягкой (хрящевой) 
мозоли образующиеся гипертрофированные хондро‑

циты и остеобластические прогениторы находятся 
в состоянии гипоксии, инициируя каскад гипокси-
индуцируемого фактора (HIF), который приводит 
к интенсификации ангиогенеза, синтезу протеинов 
межуточного вещества и  особенно аутокринных 
молекул VEGF-А, которые в совокупности с костным 
морфогенетическим белком (BMP) являются основ‑
ными синергетическими регуляторами процессов 
костной регенерации и ангиогенеза [10, 11].

Поскольку в представленной работе на поверх‑
ности имплантационного материала «БАК-1000» 
были адгезированы аутогенные МСК, обладающие 
специфическим ангиостимулирующим действием, 
необходимо было оценить интенсивность ангиоге‑
неза на основании данных гистоморфологического 
исследования.

На основании проведенного исследования уста‑
новлено, что во II и III группах на 120‑е сутки после 
второго этапа операции в  периимплантационной 
ткани действительно имело место резкое увеличение 
количества капилляров (гиперплазия). Явления анги‑
огенеза сочетались по времени с начальными призна‑
ками остеогенеза, что подтверждает существование 
корреляционной связи этих процессов.

В то же время, наблюдали расширение слоя осте‑
областов и появление участков гиперплазии осте‑
областических клеток, связанных со  стимуляцией 
и мультипликацией этих клеток в результате акти‑
вации каскадов факторов роста и активации процесса 
дифференцировки ангиостимулированных МСК 
в остеогенном направлении.

Выявленные негативные изменения периим‑
плантационной области, такие как воспалительная 
реакция, отек периваскулярных зон, а также апоптоз 
остеогенных и клеток сосудистой стенки с высокой 
долей вероятности могли быть связаны с химиче‑
скими свойствами силикат-содержащего матрикса 
БАК-1000, так как в других органах этот элемент 
вызывает широкий спектр местных и  генерализо‑
ванных повреждающих эффектов. Учитывая отсут‑
ствие исследований, специально посвященных 
действию апатитосиликатных частиц in situ, мы 
провели гистологическое исследование эффектов, 

а б

Рис. 1. Место имплантации на 120‑е сутки во II (А) и III (Б) 
группах. Окраска гематоксилином и эозином, увелич. ×100
Fig. 1. Place of implantation on the 120th day in II (A) and III (B) 

groups. Stained with hematoxylin and eosin, magn. ×100
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наблюдаемых в области инокулирования композита 
БАК-1000, и процессов, протекающих в результате 
его взаимодействия с окружающей тканью. Следует 
подчеркнуть, что описанные ниже характеристики 
присущипрежде всего наблюдениям в III группе.

В процессе анализа мы сочли необходимым под‑
разделить исследуемые структуры на две основные 
зоны:

а)	 «тело» имплантата, которое включало в себя 
сам материал имплантата, подвергающегося пре‑
формированию, поскольку наблюдаемые нами ярко-
желтые частицы в области «тела» имплантата и вне 
его имели микрокристаллическую форму и форми‑
ровали многочисленные сростки.

б)	 периимплантационная зона, включающая 
в себя тканевые структуры, окружающие импланта‑
ционный материал.

Обнаруженные микрокристаллические частицы 
желтого цвета активно фагоцитировались макрофа‑
гами, которые проявляли значительную двигательную 
активность, вероятно, связанную с действием синте‑
зируемых МСК соответствующих гуморальных фак‑
торов. Этот факт объясняет дислокацию этих про‑
дуктов разрушения силикатного матрикса из области 
имплантации в окружающую ткань. На основании 
наблюдаемых нами изменений и данных в  специ‑
ализированной литературе с высокой долей вероят‑
ности можно говорить о наличии корреляционной 
зависимости между стимуляцией МСК в ангиогенном 
и остеогенном направлениях и активацией макро‑
фагов [12, 13].

Еще  одним выявленным феноменом является 
индуцированная МСК сосудистая гиперплазия с пре‑
имущественным образованием сосудов капиллярного 
типа, сопровождающаяся интенсивным остеогенезом 

de novo со значительным расширением слоя остео‑
бластов в зоне регенерации костной ткани, связанным 
с активной пролиферацией клеток остеобластической 
линии вне тела имплантационного материала.

Как показало проведенное гистоморфологическое 
исследование, под воздействием аутогенных ангио‑
индуцированных МСК алюмосиликатный матрикс 
оказался подвержен разрушению в результате акти‑
вации системы макрофагов в ответ на активное фор‑
мирование ярко-желтых кристаллов, предположи‑
тельно кварца (цитрина), в результате разрушения 
силикатсодержащей матрицы БАК-1000. Эти  же 
частицы, вероятно, послужили причиной развития 
воспалительных реакций и отека периваскулярной 
области, хронизирующихся и ведущих к фиброзиро‑
ванию соединительнотканной основы во II группе. 
К 120‑м суткам эксперимента к этим процессам при‑
соединились явления панваскулита, также связанные 
с взаимодействием сосудистых стенок с кристаллами 
кварца.

Заключение
В результате проведенного исследования через 

четыре месяца после имплантации в  модели диа‑
стаза бедренной кости был выявлен «феномен транс‑
дукции» с генерацией многочисленных микрокри‑
сталлов, плотно упакованных и частично окруженных 
тонкой соединительнотканной капсулой и инвазиро‑
ванными макрофагами, в сочетании с выраженным 
панваскулитом окружающей ткани. При этом при‑
знаки выраженной остеорегенерации отсутство‑
вали, а предложенную методику устранения кост‑
ного дефекта с помощью «БАК-1000» в комбинации 
с  VEGF-стимулированными МСК можно считать 
неэффективной.
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