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Введение
Развитие научно-технического прогресса характеризуется ростом числа высококинетических травм, в том числе с обширным разрушением костной ткани в сочетании с повреждением мягких тканей, одним из компонентов которых является нарушение локального кровообращения. Это заставляет исследователей осуществлять поиск новых подходов к лечению травм и их последствий.  Одним из таких методов является поддержка остеогенеза реваскуляризированными надкостничными аутотрансплантатами [2,3], и использование синтетических материалов для устранения дефектов костной ткани. Наибольшее распространение и интерес исследователей привлекли материалы на основе гидроксиаппатита, ситаллов, трикальцийфосфата, а из природных материалов коралла. В настоящее время внимание к синтетическим материалам в качестве носителей или биоматрикса  связано с изучением влияния на остеорепарацию мезенхимальных стволовых клеток (МСК)  [4]. 
Материалы и методы

С целью изучения свойств ряда искусственных материалов и возможности использования их в качестве носителей для МСК, были проведены экспериментальные исследования. В соответствии с предъявляемыми требованиями, в работе исследовали три группы материалов - гидрокисаппатит, биостекло (биоситаллы), керамика + биоситалл. Эксперимент проводили в двух направлениях. На животных - сравнительное изучение способности к биоинтеграции гидроксиаппатита, биоситалла и керамики + биоситалла. In vitro изучали  адгезию МСК на поверхности и внутри исследуемых материалов. Материалы получены РХТУ им. Менделеева и ИПК РАН.

Плотность материалов  у ситаллов и керамики на основе ситаллов составляла (изг  = 100 - 160 Мпа, что сопоставимо  с прочностными  свойствами кости ((изг  = 120 – 180 Мпа). Пористость и размеры пор так же удовлетворяли предъявляемым требованиям – размеры пор от 50 до 500 мкм, пористость от 70% до 90%.

Работу проводили на 12 кроликах породы Шиншилла возрастом от 10 месяцев до 1 года.  В ходе операции обнажали наружную поверхность диафиза бедренной кости.  В кортикальной пластинке формировали каналы сверлом диаметром 3 мм по числу исследуемых образцов. В сформированные каналы внедряли калиброванные образцы с их самофиксацией за счет плотного прилегания к стенкам каналов. Рану ушивали послойно с восстановлением целостности структур. В послеоперационном периоде выполняли контрольные рентгенограммы в сроки 5-7 суток, 2, 4, 6, 8 месяцев, 1год. Из эксперимента животных выводили в сроки 2, 4, 6, 8 месяцев, 1 год. Декальцинацию проводили по стандартным методикам в растворе трилона-В. Гистологические шлиф-срезы толщиной 10 мкм производили через исследуемые образцы и окрашивали гематоксилином и эозином по Ван-Гизону. Оценивали гистологические срезы при увеличении х50; х100; х200 и х400. (Рис. 1,2)
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Рис.1  Макропрепарат бедренной кости кролика. На разрезе виден имплантированный материал, проросший новообразованной костной тканью и костным мозгом.
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Рис. 2 На микрофотографии в сроки 6 месяцев под увеличением х100 видно прорастание новообразованной костной (показано зеленой стрелкой) тканью материала керамика+биоситалл  (А),  Тот же препарат три увеличении х200 хорошо видны остеоциты, новообразованная кость (отмечено красной стрелкой).

Для исследования адгезии МСК, на материал высевали культивированные клетки и проводили исследование через 3 суток. Образцы промывали фосфатно-солевым буфером, фиксировали 2,5% раствором глютарового альдегида на фосфатно-солевом буфере в течении 24 часов и обезвоживали. Высушивание образцов проводили методом перехода критической точки жидкого СО2. Образцы покрывали слоем золота (10 нм) в аппарате EIKO IB 3 (Япония). Анализ полученных препаратов проводили в сканирующем электронном микроскопе S – 570 (Hitachi, Япония) при ускоряющем напряжении 15 кВ. (Рис. 3)


Рис. 3 Электронная микроскопия. Видна распластанная МСК

Клетки искали на поверхности образцов и в середине, для чего их разламывали и изучали поверхность разлома. 

Результаты

В процессе морфологических исследований наилучшие результаты были получены в группе материалов на основе керамики+биоситаллов. Уже к 2 месяцам выявляются островки новообразованной костной ткани с прорастанием сосудов внутри материала. К 4 месяцам выявляются цепочки остеобластов на границе старой и новообразованной кости. К 5 месяцам имплантированный материал полностью пронизан новообразованной костной тканью с сохранными остеоцитами и цепочками остеобластов.

Биоситаллы также проявили хорошую способность к биоинтеграции,  хотя в целом была выявлена меньшая способность к регенерации костной ткани на фоне формирования, но в меньшим количестве, островков новообразованной костной ткани ко 2 месяцу. К 4-му месяцу внутри материала наблюдали остеоциты и остеобласты, сосуды. По границе материала и новообразованной кости наблюдали гигантские клетки инородных тел. Отмечали прорастание соединительной ткани с участками сплавления коллагеновых волокон, предшествующих образованию кости. В 8,5 месяцев практически все свободное пространство заполнено  новообразованной костной тканью. 

В группе материалов на основе ГАП новообразованная кость выявлялась только к 4 месяцам.  К 8,5 месяцам, как и в предыдущих группах материалов, новообразованная костная ткань прорастала имплантированный материал.

При исследовании всех материалов ни в одном случае не выявлено образования плотной соединительно-тканной прослойки на границе материал - кость.

При исследовании адгезии МСК, на поверхности и внутри всех образцов наблюдали прикрепленные и распластанные клетки.
По современным представлениям, искусственный костнозамещающий материал должен обладать рядом дополнительных свойств: остеоиндукцией - запускать остеогенез, активно побуждая остеобласты и другие мезенхимальные клетки к формированию кости; остеокондукцией - служить матрицей для образования новой кости в ходе репаративного остеогенеза, обладать способностью направлять ее рост; остеопротекцией - заменять кость по механическим свойствам [1,5]; биодеградацией – способностью замещаться костью.  [6].

Совокупность всех этих свойств позволяет таким материалам обеспечивать  биоинтеграцию - врастание клеток и сосудов в структуры имплантата.

Так же немаловажным фактором являются прочностные характеристики  искусственных имплантируемых материалов, их пористость, размеры пор. Размеры пор не должны препятствовать проникновению клеток и прорастанию капилляров. 

В целом, полученные данные позволяют сделать выводы  о возможном применении искусственных материалов в качестве матрикса-носителя МСК для замещения дефектов костной ткани. По нашему мнению наиболее перспективными материалами являются биоситаллы и материалы на основе керамики+биоситалл, что подтверждается экспериментальными данными. Это в определенной мере согласуется с мировым опытом.
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