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РЕФЕРАТ
Поиск биоматериалов, замещающих костные дефекты, ведется на протяжении долгих десятилетий. Одним из вариан-
тов биомиметиков рассматривают ксеногенный эластиновый биоматериал (КЭБМ) как альтернативный источник ау-
тогенным и/или аллогенным трансплантатам. Важным звеном в успешной репарации костных дефектов является со-
кращение сроков ремоделирования, реабилитации, а также синхронизация скорости остеогенеза и биодеградации.
Цель. Изучение динамики замещения костных дефектов глазницы с использованием различных КЭБМ в эксперименте.
Материал и методы. Экспериментальное исследование по замещению костных дефектов глазницы выполнено у 90 
крыс. Животным формировали дефект верхнего края орбиты размером 7×4 мм. Опытной 1-й группе из 30 экспери-
ментальных животных в область сформированного дефекта трансплантировали аналогичный по размеру консерви-
рованный КЭБМ (кКЭБМ), который укрепляли швами; 2-ю группу составили 30 крыс, которым дефект закрывали мо-
дифицированным КЭБМ (мКЭБМ). В контроле (30 крыс) мягкие ткани животных послойно ушивали. Ткани для после-
дующих гистологических и иммуногистохимических исследований брали через 1, 3, 6 и 12 месяцев. 
Результаты. КЭБМ замещался костной тканью. В обеих опытных группах происходил периостальный, эндесмальный 
остеогенез. Однако кКЭБМ замещался не полностью. В частности, через 12 месяцев в реактивной зоне фиксирова-
лись участки незамещенного эластинового волокнистого матрикса. В то же время трансплантация мКЭБМ за счет по-
ристости данного биоматериала позволила уже через 6 месяцев заместить дефект стенки орбиты полноценным кост-
ным регенератом и, таким образом, в 2 раза уменьшить сроки заместительной регенерации. В контрольной группе в 
области дефекта был зафиксирован лишь незавершенный остеогенез ввиду дефицита костной ткани.
Заключение. Модифицированный КЭБМ адекватно выполняет опорную функцию и создает оптимальные условия 
для регенерации костной ткани, ускоряя ее за счет своей пористой структуры, и, следовательно, может быть рекомен-
дован для восстановления костных дефектов. 
Ключевые слова: ксеногенный эластиновый биоматериал, модифицированный биоматериал, регенерация, кост-
ная ткань, глазница, трансплантация, эксперимент
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ABSTRACT
The search for biomaterials that replace bone defects has been going on for many decades. One of the options for biomi-
metics is considered xenogenic elastin biomaterial (XEBM) as an alternative source of autologous and/or allogeneic trans-
plants. An important link in the successful repair of bone defects is the reduction of remodeling and rehabilitation periods, 
as well as the synchronization of the rate of osteogenesis and biodegradation.
Purpose. To study the dynamics of orbital bone defect replacement using various XEBM in the experiment.
Material and methods. Research on orbital bone defects replacement was conducted on 90 rats. Dimensions of the defects 
formed in the upper edge of the orbit were 7×4 mm. We transplanted and strengthened with sutures preserved XEBM of the 
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same size to 30 animals of 1st group. 30 rats of 2nd group had their defects repaired with modified xenogenic elastin-based 
biomaterial. In the control group (30 rats) soft tissues were sutured in layers. Tissues for histological and immunohistochem-
ical studies were taken are 1, 3, 6 and 12 months.
Results. XEBM was replaced by bone tissue. Periosteal, endesmal osteogenesis occurred in both experimental groups. How-
ever, preserved XEBM was not totally replaced. After 12 months of follow-up areas of unsubstituted elastin fibrous matrix 
were observed in the reactive zone. At the same time transplantation of XEBM allowed to replace the defect in the orbital 
wall with bone defect regenerator and significantly reduce the time (by 2 times) of regeneration. In the control group only 
incomplete osteogenesis was observed in the defect area due to the shortage of bone tissue. 
Conclusion. Modified XEBM adequately perform the support function and create optimal conditions for bone tissue regen-
eration, accelerating it due to its porous structure and, therefore, can be recommended for bone defects repair.
Key words: xenogenic elastin biomaterial, modified biomaterial, regeneration, bone tissue, eye socket, transplantation, ex-
periment
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АКТУАЛЬНОСТЬ

В клинической практике достаточно часто встреча-
ются повреждения костей черепа, включая стенки глаз-
ницы. В настоящее время для замещения костных дефек-
тов предпочитают использовать различные трансплан-
тационные материалы в контексте современного на-
правления – регенеративной медицины. В связи с этим 
были скорректированы подходы по заготовке транс-
плантатов, а разработанные инновационные методы 
их обработки позволили значительно уменьшить имму-
ногенность пересаженных тканей. При этом созданные 
банки и лаборатории аллогенных материалов нередко 
не справляются с требуемым объемом трансплантаци-
онных тканей, а в ряде случаев возникают проблемы в 
медико-технической и организационно-законодатель-
ной областях. Поэтому актуальной задачей на настоя-
щий момент времени стала частичная замена аллотранс-
плантатов на ткани ксеногенного происхождения [1].

В частности, биоматериалы (БМ) на основе ксено-
генного эластинового матрикса являются альтернати-
вой аутогенным и/или аллогенным трансплантатам в 
связи с их многочисленными ограничениями, такими 
как повреждение донорского участка, риск инфекции и 
дефицит донорского материала и т.д. [2]. В процессе ре-
паративного остеогенеза представляется необходимым 
не только разработать новые виды трансплантационных 
замещающих дефект БМ, но и создать условия для сокра-
щения сроков процесса заживления раны.

ЦЕЛЬ
 
Изучение динамики замещения костных дефектов 

глазницы с использованием различных ксеногенных 
эластиновых биоматериалов (КЭБМ) в эксперименте.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Эксперимент был проведен на 90 крысах (Wistar, сам-
цах), которым наносили дефект в костях верхней стен-
ки глазницы размером 7×4 мм физиодиспенсером KaVo 
INTRASURG 1000. 

В 1-й опытной группе из 30 животных в область 
сформированного дефекта трансплантировали анало-

гичный по размеру консервированный КЭБМ (кКЭБМ), 
который укрепляли швами; 2-ю группу составили 30 
крыс, которым дефект закрывали модифицированным 
КЭБМ (мКЭБМ). Трансплантируемые БМ фиксирова-
лись к краям дефекта шелковыми швами, кожная рана 
также ушивалась. В контроле мягкие ткани животным 
(30 крыс) ушивали послойно, без использования како-
го-либо трансплантата.

Аутопсийные ткани для последующих гистологиче-
ских и иммуногистохимических исследований заби-
рали через 1, 3, 6 и 12 месяцев. КЭБМ представлял со-
бой выйную связку (ligamentum nuchae) Bos taurus, L. 
1758. Согласно технологии обработки БМ, разработан-
ной во Всероссийском центре глазной и пластической 
хирургии, выйная связка крупного рогатого скота под-
вергалась физико-химической обработке по протоколу  
ТУ 42-2-537-87. Полученный децеллюляризированный 
БМ помещался для хранения (консервации) в 70% эта-
нол. Модификация состояла в том, что БМ, изготовлен-
ный по вышеуказанной технологии, подвергался гидра-
тации с последующей лиофилизацией, в результате чего 
приобретал губчатую структуру с формированием в нем 
пор – расширенных межволоконных промежутков. Это 
значительно облегчало инвазию рыхлой волокнистой 
ткани со всеми структурными элементами.

Следует отметить, что эксперимент проводили, со-
блюдая принципы Хельсинкской декларации и стандар-
ты надлежащей клинической практики. 

Для гистологических исследований ткани фиксиро-
вали в 10% растворе нейтрального формалина, обезво-
живали в серии спиртов возрастающей концентрации 
и заливали в парафин по общепринятой методике. Сре-
зы готовили на микротоме LEICA RM 2145 (Германия), 
окрашивали гематоксилином и эозином, по Ван Гизо-
ну, по Маллори. 

Для иммуногистохимического исследования парафи-
новые срезы толщиной 4 мкм окрашивали с помощью им-
муногистостейнера Leica Microsystems Bond (Германия). 
В качестве первых антител применяли c-kit, CD 68 в разве-
дении 1:300 (Santa Cruz Biotechnology, США). Для демаски-
ровки использовали непрямую стрептавидин-биотино-
вую систему детекции Leica BOND (Novocastra, Германия). 

Исследование и визуализацию препаратов проводили 
с использованием светового микроскопа Leica DMD 108 
(Германия). Статистическая обработка данных осущест-
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Рис. 1. Костный дефект через 12 месяцев (контроль). Окраска гематок-
силином и эозином

Fig. 1. Bone defect after 12 months (control). Stained with hematoxylin and 
eosin 

Рис. 2. Замещение консервированного ксеногенного эластинового биоматериала: а) скопления СD68+-клеток в перифокальной зоне через 3 меся-
ца. Гранулематозные клетки. Непрямой иммунопероксидазный метод выявления СD68 с докраской гематоксилином; б) незавершенный остеогенез 
спустя 12 месяцев после трансплантации. Новообразованная кость (НК). Окраска по Ван Гизону

Fig. 2. Substitution of preserved xenogenic elastin biomaterial: а) accumulations of CD68+ cells in the perifocal zone after 3 months. Granulomatous cells. 
Indirect immunoperoxidase method for the detection of CD 68 with additional staining with hematoxylin; б) incomplete osteogenesis 12 months after trans-
plantation. Newly formed bone (NK). Coloring according to van Gieso

влялась в программе Statistica 6.0 с применением двух-
факторного дисперсионного анализа и однофакторно-
го по Краскелу – Уоллесу, а сравнение некоррелирован-
ных результатов – по Манну – Уитни. При этом произ-
водился подсчет медианы (Ме) и квартилей (Q25; Q75).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Через 1 месяц после операции в контрольной груп-
пе, где ушивание раны осуществляли без использования 
БМ, наблюдались незначительные признаки оппозици-
онного остеогенеза со стороны перифокальной зоны 
интактной кости, причем без закрытия объемного де-
фекта. Даже спустя 12 месяцев после операции костная 
ткань не была сформирована, дефект раны зарастал во-
локнистой соединительной тканью (рис. 1). 

В 1-й опытной группе через месяц после трансплан-
тации кКЭБМ зафиксированы признаки разрастания 
рыхлой волокнистой соединительной ткани в межво-
локонных пространствах БМ. Новообразованная ткань 
характеризовалась наличием недифференцированных 
кровеносных капилляров. Наряду с этим встречались 
одиночные остеоиды. Через 3 месяца продолжалось за-
мещение кКЭБМ ретикулофиброзной тканью. Сам БМ 
подвергался биодеградации и фагоцитозу макрофагаль-
ными клетками (рис. 2 а). Со стороны интактной кости 
выявлялись признаки оппозиционного роста костных 
балок. Надкостница, представленная волокнистой со-
единительной тканью с наличием остеогенных и проге-
ниторных клеток, разрасталась по поверхности кКЭБМ. 

Таким образом, новообразованная кость постепен-
но инкрустировала БМ по окружности в виде костной 
капсулы. Наряду с этим, при данном сроке определялась 
остеонная структура кости с наличием костных пласти-
нок с наличием Гаверсовых каналов. В частности, через 
год в области кКЭБМ формировался регенерат из диф-

а б
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ференцированной костной ткани с такими структурны-
ми элементами, как костные лакуны с остеоцитами, сеть 
Гаверсовых и Фолькмановских каналов, заполненных 
рыхлой волокнистой соединительной тканью, полости 
с красным костным мозгом. Тем не менее в этом пери-
оде в реактивной зоне наблюдались и фрагменты неза-
мещенного трансплантата из-за незавершенной полно-
ценной регенерации (рис. 2 б). 

В связи с этим была разработана технология полу-
чения пористого вида трансплантата, изготовленного 
из аналогичного БМ – мКЭБМ. При исследовании пори-
стости кКЭБМ и мКЭБМ было обнаружено, что межволо-
конные промежутки в кКЭБМ занимали: медиана 3,4 (1,0; 

6,6); 75% значений менее 4,2. В мКЭБМ – медиана 11,5 
(6,4; 23,9); 75% значений больше 8,2; 25% – больше 12,8; 
p<0,0001. F=7,2; p<0,0001. По критерию Манна – Уитни: 
Z=5,5; p<0,0001(рис. 3).

Спустя месяц после пересадки мКЭБМ в операцион-
ной зоне визуализировались признаки активного вос-
становления ткани. Пересаженный БМ подвергался ин-
тенсивному лизису и резорбции многочисленными ма-
крофагами. На фоне биодеградации трансплантат за-
мещался волокнистой соединительной тканью в реак-
тивной зоне с появлением признаков аппозиционного 
и апикального роста костной ткани.

Через 3 месяца в зоне дефекта появлялась грубово-
локнистая ткань из остеоидов в виде удлиненных кост-
ных балок, которые отрастали от материнской кости, 
глубоко прорастая в поры трансплантата. Костные кал-
лусы находились в окружении рядов остеобластов и про-
гениторных c-kit+-клеток (рис. 4). 

Спустя 6 месяцев в операционном ложе модифици-
рованный трансплантат уже не визуализировался. Фор-
мировалась ретикулофиброзная костная ткань, костные 
балки утолщались и трансформировались в плотные 
костные пластины с системой Гаверсовых и Фолькма-
новских каналов. Визуализировались костные полости с 
красным костным мозгом. Новообразованная ткань по-
степенно трансформировалась в губчатую кость, кото-
рая заполняла весь объем дефекта верхней стенки глаз-
ницы, включая центральную область (рис. 5).

Таким образом, эксперимент показал, что КЭБМ, по-
лученный из выйной связки крупного рогатого скота, 
может замещаться костной тканью по типу периосталь-
ного и эндесмального остеогенеза. При этом модифици-
рованный трансплантат, обладающий пористой струк-
турой существенно (в 2 раза) уменьшал время полно-
ценной заместительной регенерации дефекта верхней 
стенки орбиты крысы.

Рис.  3.  Pазмер пор в БМ (поперечное сечение). По оси абсцисс:  
1 – кКЭБМ, 2 – мКЭБМ. По оси ординат – размер пор (мкм) 

Fig.  3.  Pore size in the biomaterial (cross section). On the abscissa axis:  
1 – cХEBM, 2 – mХEBM. The y-axis shows the pore size (µm)

Рис. 4. Ремоделирование мКЭБМ через 3 месяца: а) инфильтрация c-kit+-клетками (↑) костных балок (КБ). Непрямой иммунопероксидазный метод 
выявления с-kit с докраской гематоксилином; б) костные балки ретикулофиброзной ткани. Окраска по Маллори

Fig. 4. Remodeling of the modified xenogenic elastin biomaterial after 3 months: а) infiltration of c-kit+ cells (↑) of bone trabeculae (KB). Indirect immunoper-
oxidase method for detecting c-kit with additional staining with hematoxylin; б) bone beams of reticulofibrous tissue. Mallory coloring
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ОБСУЖДЕНИЕ

На сегодняшний день «золотым стандартом» остеоза-
мещающих трансплантатов являются собственные тка-
ни пациентов. Однако источники их получения в пол-
ноценном количестве резко ограничены. В связи с этим 
весьма актуальной проблемой остается поиск новых аль-
тернативых трансплантатов [3]. 

Коллагеновые мембраны природного внеклеточно-
го матрикса часто используются для процедур регенера-
ции кости. Некоторые недостатки, такие как быстрая де-
градация и сомнительные механические свойства, огра-
ничивают их клиническое использование. Эти мембра-
ны имеют гетерологичное происхождение и могут про-
исходить из разных тканей. Выйная связка крупного ро-
гатого скота, используемая для пластики костей глазни-
цы, представляет собой плотную волокнистую соедини-
тельную ткань с наличием большого количество эласти-
ческих волокон.

Результаты эксперимента наглядно демонстриру-
ют потенциальную возможность использования КЭБМ 
в качестве биомиметиков для полноценного замеще-
ния структуры костной ткани и замещения ее дефекта, 
в частности, верхней стенки глазницы.

Предъявляемые требования к трансплантатам вклю-
чают в себя такие характеристики, как композитность – 

дополнение для усиления индуктивного потенциала ка-
ким-нибудь фактором, например рекомбинантными 
костными морфогенетическими белками, факторами 
роста или стволовыми клетками [4].

Физико-химические свойства БМ, определяющие его 
биологическую инертность или активность, оказывают 
значительное влияние на связь трансплантата с окружа-
ющими тканями, остеогенез и характер замещения кост-
ного дефекта. В данном эксперименте в опытных группах 
после применения КЭБМ дефекты верхней стенки глазни-
цы крысы были заполнены костной тканью, в отличие от 
контрольной, где БМ не применялся. Следовательно, вза-
имодействия между молекулярно- клеточными процесса-
ми интактной кости и трансплантата были биосовмести-
мы. Вероятно, это может быть связано с физико-химиче-
ской обработкой или химическим составом эластиново-
го матрикса, использованного трансплантата.

Не менее важным компонентом является образова-
ние взаимодействий между продуктами биодеградации 
БМ и окружающей его костью в тканевом ложе. Роль ма-
крофагов в данном процессе неоспорима, т.к. они яв-
ляются первичным звеном в реагировании, распознава-
нии и регуляции клеточных коопераций. Именно макро-
фаги определяют тип протекания процесса замещения: 
остеоинтеграцию или инкапсуляцию [5]. После имплан-
тации КЭБМ отмечена высокая численность моноцитов/
макрофагов CD68+ и фибробластов, которые в ответ на 
хемоаттрактанты ‒ эластиновые пептиды, высвобожда-
ющиеся при эластолизе, мигрируют к трансплантату. От-
мечено, что КЭБМ не вызывал в ткани иммунное воспа-
ление, лимфоциты обнаруживались в единичном коли-
честве. Следовательно, эластиновый БМ обладал низкой 
иммуногенностью и не вызывал гиперэкспрессии вос-
палительной реакции. 

Третьим фактором могут служить упруго-деформа-
ционные свойства матрикса. Известно, что жесткость БМ 
может стимулировать пролиферацию и дифференциа-
цию малодифференцированных прогениторных клеток 
по остеогенной линии. Эластиновый матрикс обладает 
более жесткими и прочными механическими характери-
стиками по сравнению с коллагеновым, а его трехмерная 
структура оказывает влияние на клеточную ориентацию 
и дифференцировку цитоскелета [6]. Экспериментально 
показано, что жесткость коллаген-гликозаминогликано-
вых субстратов оказывает на стволовые клетки жировой 
ткани остеогенное дифференцировочное влияние неза-
висимо от наличия или отсутствия факторов роста [7, 8]. 

Образование остеоидов определяется сложным вза-
имоотношением локальных и системных факторов.  
Часто эктопическая кость образовывается при наличии 
трех факторов: индуцирующего агента, остеогенных пред-
шественников и определенного микроокружения. Над-
костница, содержащая остеогенные клетки, разрасталась 
и могла поддерживать пул остеопрогениторных клеток в 
реактивной зоне [9]. Помимо этого, мезенхимные стволо-
вые клетки с-kit, локализующиеся в периваскулярной зоне 
и в составе стенки гемокапилляров – перициты, также мо-
гут быть источником прогениторных клеток [10–12]. 

Остеогенез происходил эндесмально, причем как 
центростремительно, от краев интактной кости, так и 
центробежно из остеогенных островков, которые обра-

Рис. 5. Заполнение дефекта костной тканью (↑) через 6 месяцев после 
пересадки мКЭБМ. Окраска по Маллори

Fig. 5. Filling of the defect with bone tissue (↑) 6 months after transplanta-
tion of mХEBM. Mallory coloring
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зовывались клетками соединительной ткани в дефектах, 
под влиянием веществ, выделяющихся из трансплантата. 
В качестве действующего вещества, высвобождающего-
ся из эластина в результате деградации, рассматривают 
тропоэластин. Его механическая стабильность в хирур-
гическом ложе, высокая эластичность и биологическая 
активность позволяют рассматривать его в качестве био-
миметика в тканевой инженерии [13–15].

В контрольной группе (без применения БМ) костный 
дефект стенки глазницы заполнялся волокнистой соеди-
нительной тканью. Это объясняется отсутствием остео-
прогениторных клеток с определенным спектром ро-
стовых факторов, ослаблением реактивных фиброзиру-
ющих процессов и др.

КЭБМ служит матрицей для образования новой ко-
сти в процессе регенеративного процесса и заменяет ме-
ханические свойства кости. Однако в случае пересадки 
кКЭБМ в костном регенерате определялись зоны неза-
мещенного эластинового волокнистого матрикса, что 
не позволяет говорить о наличии завершенной полно-
ценной реституции дефекта и остеогенеза.

Различные имеющиеся в продаже коллагеновые мем-
браны имеют разное время деградации, которое иногда 
не позволяет обеспечить желаемые клинические резуль-
таты при регенерации кости [16]. Спустя 1 месяц по-
сле операции с модифицированным трансплантатом 
в зоне дефекта зафиксирована активная регенерация 
с формированием грубоволокнистой костной ткани и 
определенными отличительными признаками. В част-
ности, новообразованные коллагеновые волокна име-
ли вектор направленности, ориентированный парал-
лельно эластиновым волокнам. Костные балки в виде 
длинных костных каллусов отрастали от материнской 
кости и глубоко прорастали в межволоконные полости 
трансплантата. Оптимальный скаффолд-материал дол-
жен не только заполнять объемный дефект, но и быть 
пористым, чтобы обеспечить васкуляризацию, которая 
очень важна для роста костной ткани [17]. А использо-
ванный нами модифицированный трансплантат позво-
лил получить данный эффект.

Судя по наличию прогениторных c-kit+-клеток, кото-
рые обнаруживались в периваскулярных зонах гемока-
пилляров в непосредственной близости с костными тра-
бекулами, можно предположить, что ускоренному ремо-
делированию модифицированного трансплантата слу-
жит комплекс СD68‒c-kit-клеток, обеспеченный разрос-
шейся васкулярной сетью через поры. Через 6 месяцев 
фрагменты мКЭБМ уже не определялись, а костный ре-
генерат заполнял всю площадь дефекта орбиты.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Эксперимент показал, что мКЭБМ, использованный в 
качестве трансплантата для замещения костного дефек-
та стенки глазницы крыс, за счет своей пористой струк-
туры позволил существенно ускорить время его полно-
ценной заместительной регенерации. При этом, несмо-
тря на более высокую скорость резорбции трансплан-
тата, скорость остеогенеза – синтеза, пролиферации, 
миграции, индукции остеогенных клеток – оказалась 
адаптирована и сопряжена с деградацией данного БМ. 
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