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(54) спосоБ костной плдстики в экспвРимЁнтв
(57) Реферат: костную крошц в качестве индукгора остеогенной

!4эобретение относится к экспериментальной дифференцировки. [1ри этом используют 1 объем
медицине в области пластической и крошки на 4 объема гс:еточной фракции.

реконструкгивной хирургу|и, стоматологии, Ёепосредственно посло приготовления смесь
травматологии и ортопедии и может бь:ть вводят в область дефекга. €пособ по3воляет
использовано в случае необходимости костной качественно в короткие сроки полностью
пластики для регенерации костей. !ля этого восстановить костную ткань и опорно-механические
предварительно и3 жировой ткани подкожно- свойства кости 3а счет определенного соотношения
жирового олоя пугем аспирации, ферментативной компонентов в омеси' а та!о(е обеспечить
обработки и центрифугирования получают иммунологичесцю безопасность манипуляции 3а

фракцию фибробластоподобных кпеток. 3атем в счет использования агологичного материала. 1 ил.

полученную клеточную фракцию добавляют

(56) (продолжение):
ме3онхимальных стволовых клвток из жировой ткани ч€лов9ка и их характористика. - €[б', Россия, 2004
йехцународный симпозиум по 6иологии клотки в цльтро'€тволовыо клотки, рогвнорация, ш'|оточная

тврапия). кк2умАш5к! €. в| а!. 1[о цвв о[ бопе-папош{оЁуо6 1!бгоБ!ав|о!6 со!!з ап6 [гэз| 0опо
паггош !п !Бв !гва|пвп1 о[ Бопо 0о{всБ: ап охроЁпеп|а! э!ш6у., !п|.] 9га] йах!!!о!ас $шг9. 1997 Ёоб;
26(1):55_60' рэфорат.
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[1редлагаемое изобретение относится к медицине и может бь:ть использовано в
остеологии, пластической и реконотрукгивной хирургии, стоматологии, травматологиии
ортопедии.

( костно-пластичеоким операциям относятся вмешательотва, при которь!х дефекг кости
одномоментно замещают учаотком другой кости, либо создают условия д]1я постепенного
замещения дефекга вновь образованной костной тканью. !-1оказаниями к костной пластике
чаще всего являются последствия переломов коотей (ложные суставь!, дефекгь: костей,
травматический остеомиелит), врожденнь!е и приобретеннь!е деформации костей,
диотрофинеские поражения окелета, дефекгь: костей после радикальнь!х операций по
поводу опухолей и туберцлеза костей. 8 зависимости от биологичеокой харакгеристики
различают ?}1@-, алло-, ксено- и брефогеннь!е костнь!е трансплантать!. [1о типу питания
трансплантать: бь:вают кровоонабжаемьпе и некровоснабжаемь:е; по свя3и с донорским
ложем - свободнь:е и несвободнь!е (на питающей ножке).

Ёедоотатками переоадки некровоснабжаемь!х аутотрансплантатов являются нанесение
6ольному дополнительной травмь! в донорской зоне, ограниченнь:й объем костно-
пластического материала' его чувотвительность к инфекции, а та]о!(е относительно
медленное вживление трансплантата в воопринимающее ложе из-за ограниченного участия
его клеток в восотановительнь!х процёссах. йсключительная техническая оложность
операции по переоадке кровоснабжаемь:х аутотрансплантатов ограничивает применение
этого способа.

[1ри пластике на питающей ножке область пересадки кости ограничена, а расширеннь:й
доотуп для вь!деления и транспозиции такого лоскута сопряжен с дополнительной травмой.
Р!есвободная коотная пластика по 14лизарову имеет доотаточно широкий круг
противопоказаний и ограничений : неудовлетворительное состояние кожнь!х покровов в
области дефекга, остсопороз и маль!е размерь! костнь!х отломков, размерь!дефекга более
8-1 0 см, наличие оотеомиелита, недиоциплинированнооть и психологическая
неподготовленность 6ольного к длительному лечению даннь!м способом.

Аллотрансплантать! используют о6ь:чно в виде костной стружки или щебенки при

условии хорошего кровоснабжения воспринимающего ложа без раневой инфекции. 8
отличие от аутопластичеокого материала, клеточнь!е элементь! чужеродной кооти при
пересадке всегда погибают. [т/ертвая кость фактинески становится инороднь!м телом,
реакция на которое определяется ра3личиями в антигенной струкгуре белков, образующих
вещеотво траноплантата и ткани воспринимающего ложа, а та!о!(е состоянием иммунной
системь! организма (9а:с:ин в.д.' 197'1).

3а ближайший аналог принят способ замещения коотнь!х дефекгов пугем
аутотрансплантации остеогеннь!х клеток костного мозга' вь!ращеннь!х вне органи3ма
(Фоепян А'А. и соавт., 1987). ['!ластика костного дефекга даннь!м способом
предусматривает следующие этапь!: 1) полунение трепаната костного мозга из гребня
тазовой кости и передача его в лабораторию; 2) вь:деление и размножение в цльтурах
остеогеннь!х клеток в течение '1-1,5 месяцев; 3) обратная трансплантация вь!ращеннь!х в

цльтурах клеток в о6ласть дефекга кости больного, чей коотнь:й мозг 6ьпл использован
для культивирования.

Ёедостатки способа. Фперационная травма и болезненность донорской зонь:
ограничивают количеотво костного мо3га, которое может бь:ть получено, это растягивает
время культивирования для генерации терапевтической :с:еточной дозь!. 1радиционнь:е
споообь: цльтивиро вания ограничивают клиничесщю ценность клеток из-3а постепенной
потери ими в ходе размножения ех у!уо пролиферативного потенциала и спосо6ности к

дифференцировке. ймеются даннь!е о том, что при паосировании появляютоя
трансформированнь!е кпетки, способнь:е к канцерогенёзу !п у|уо.

3адачи изобретения: повь!шение качества регенерации кости с восстановлением ее
опорно-механических свойств, снижение травматичности и 6езопаоности способа,
сокращение сроков реабилитации.

6ущностью изо6ретения является то, что жировую ткань, полученную из подкожно-
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жирового слоя путем аспирации, подвергают ферментативной обработке раствором
коллагена3ь:, центрифугируют, в полученную фракцию фиброблаотоподобных клеток в
качестве индукгора остеогенной дифференцировки добавляют костную кРошц в пропорции
1:4 и непосредственно после приготовления вводят аутологичную смесь в облаоть костного

дефекга.
1ехническим результатом предлагаемого споооба является устранение дефекга кости.

[1ри отом в качестве источника пластического материала - остеогеннь!х клеток слркит не
костньпй мо3г, а избь:точная и легкодосцпная жировая ткань. 14звестно, что стромально-
ваокулярная фракция жировой ткани содержит истиннь|е (покоящиеся) мезенхимальнь!е
стволовь!е кпетки, которь!е имеют харакгеристики, аналогичнь!е свойствам стромальнь]х
клеток костного мозга: обладают вь:оокой пролиферативной активностью, способнь: к

самоподдержанию и мультилинейной (в том чиоле' остеогенной)дифференцировке (7ш1<

Р.А. е1 а1.,2092; й[ацпо н.,2003). 8 предлагаемом способе остеогенная трансформация
(пролиферация и дифференцировка) пересаженной :с:еточной фракции происходит !п у!уо
под влиянием комплекса естественнь!х остеоиндукторов, вь!деляемь:х костной крошкой.
[1ри осуществлении данного способа не проводят цльтивирование тканей, которое свя3ано
с риском инфицирования клетонной популяции, контаминации чР(ероднь!м материалом
животного происхождену,яи3 питательной оредь:, непредсказуемого изменения свойств
клеток (\л!ап9 }. е1а]', 2005). (онсистенция трансплантата в виде 3ама3ки обеспечивает
макоимальную площадь контакта о окружающими тканями, вь!соцю скорость
проникновения в него клеток воспринимающего ложа и создает уоловия для бь:строй
перестройки новообразованной кости в ооответствии с условиями механической нагрузки
(нет резорбируемого остова). 1аким образом, использование опособа позволяет сни3ить
травматичность операции, риск осложнений, сроки реабилитации, повь]сить в более
короткий период качество жизни больного.

€пособ осуществляют следующим образом. [1од местной анестезией вь:полняют
шприцевую липоаспирацию. )(ировую ткань интенсивно промь!вают стерильнь!м

физиологическим раствором от примеси крови и анестетика. [1щем ферментативной
диссоциации жировой ткани и центрифугирования вь|деляют стромальную фракцию с
преобладанием фибробластоподобньпх клеток. (остную крошц получают при обработке
края костного дефекга. 8 стромальную клеточную фракцию добавляют костную крошц в

пропорции 1:4 и этой смесью заполняют дефекг кости. Фиксацию ''трансплантата''
ооуществляют с помощью окружающих мягких тканей, проницаемь!х нере3орбируемь:х и

резорбируемь!х материалов.
,[аннь:й способ изучен окспериментально на модели дефекга нижнечелюстной кости у 8

морских свинок 8-'10 месячного возраста с маосой тела 600-800 грамм.
|-!ример 1. 8ид и возраст животного: морская свинка, 8 месяцев. 8ес до операции - 600

г. @писание опеРации: под внутрибрюшиннь!м тиопенталовь|м наркозом (40 мг на кг массь!
животного) и местной анестезией 40 мл 0,25'А раствором лидокаина с адреналином (1:

1000000) вь!полняли шприцевую липоаспирацию в области паховой жировой подушки в
объеме 5 мл. !-!олученнь:й липоаспират промь!вали физиологическим раствором и

подвергали воздействию 0,075о/о раствора коллагена3ь: ] типа (€о!|а9епаэе 1уре !,

Ёцков|о 8!о1ес[по|о9у, Ёгапсе) в стерильном фосфатном буфере (9ш!бессо'э р}:оэр[а1е
бц![еге0 эа|!пе ш!1[оц! €а & й9, '1[ эо!ц1!оп, э1ег!!е эо!ц{!оп, Ё|,ков|о 8!о1ес[по!о9у'
Ргапсе) в течение 30 минщ при 37'6. !ля удаления остаточной акгивности фермента
материал повторно промь!вали фосфатнь:м буфером и центрифугировали до получения 0,4
мл плотного осадка' [1од внррибрюшиннь!м тиопенталовь!м нарко3ом и местной
анеотезией 9,25о/о раствором лидокаина с адреналином (1:10000) после удаления шерсти в

подчелюстной области и антисептической обработки операционного поля делали разрез по

нижнему краю угла и тела нижней челюсти ртиной 2,5 см. !-!ослойно рассекали под'!ежащие
ткани до кости и обнажали тело и угол нижней челюсти. € обеих сторон кости отслаивали
мь!шць! и с помощью торцевой фрезь: создавали сквозной дефекг диаметром 5 мм. €права
дефекг оставляли нетронуть:м (контроль). €лева в область дефекга имплантировали

€тр.: 3
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полученную из липоаспирата клеточную фракцию, предварительно добавив в нее в
качестве индукгора остеогенной дифференцировки крошку из 114 чаоти резецированной
кости (опьгт). Рану ушивали послойно кетцтом 5-0 и полиамидом 4-0. 9ерез '12 недель
животное вь!водили из опь!та путем введения летальной дозь! тиопентала натрия. (остно-

5 мь!шечнь:й препарат нижней челюсти фикоировали в 10оА растворе нейтрального
формалина и проводили сравнительное макроскопическое' рентгенологическое и
гистологическое изучение. [1ри осмотре дефекг, в который бь:ли имплантировань!
аутологичнь:е фи6робластоподобнь:е клетки, бь:л заполнен твердой тканью, похожей на
кость, в то время как контроль был заполнен фиброзной тканью. Рентгенологически на

10 стороне опь!та область дефекга имела практически одинаковую плотность с окружающей
костью. [1ри микроскопии в ткани имплантированнь!х дефектов идентифицировань!
остеобласть!, остеоцить!' костнь:е трабецль! и кровеноснь!е сосудь!.

[1ример 2.8ид и возраст животного: морская овинка, '10 месяцев. 8ео до операции -

800 г. @писание операции: под внутри6рюшиннь!м тиопенталовь!м наркозом и местной
15 анестезией 40 мл 0,25о/о раствором лидокаина с адреналином (1:1000000) вь!полняли

шприцевую липоаопирацию в области паховой жировой подушки в объеме 5 мл.
|-!олуненнь:й липоаспират промь!вали физиологическим раствором и подвергали
воздействию 0,075о/о раствора коллагеназьп ! типа (6о!!а9епазе 1уре !, Ёшпов!о
8!о1ес[по|о9у, Ргапсе) в стерильном фосфатном буфере (9ш|бессо'з р[овр[а1е бш1[еге6

20 эа[!пе ш!1[оц{ 6а & й9, 1| во!ц1!оп, э{ег!!е во!ц1|оп, Ёшпов!о 8!о1есБпо!о9у, Ргапсе) в
течение 30 минут при 37'€.,[ля удаления остаточной акгивности фермента материал
повторно промь!вали фосфатнь:м буфером и центрифугировали до получения 0,6 мл
плотного осадка. [1од внутрибрюшиннь!м тиопенталовь!м наркозом и местной анестезией
делали разрез по нижнему краю нижней челюсти длиной 2,5 см, послойно рассекали

25 подлежащие ткани и в областиугла нижней челюсти торцевой фрезой ооздавали сквозной
дефекг диаметром 5 мм. 6права дефекг оставляли нетронуть!м (контроль). 6лева в
облаоть дефекта имплантировали полученную и3 липоаопирата клеточную фракцию,
предварительно добавив в нее в качестве индукгора остеогенной дифференцировки
крошщ из 1!4 чаоти резецированной кости (опь:т). Рану орошали анти6иотиком иушивали

30 послойно кетцтом 5-0 и полиамидом 4-0. 9ерез 10 недель животное вь!водили из опь!та
путем введения летальной дозь! тиопентала натрия. [!ри осмотре извлененной
нижнечелюотной кости на стороне опь!та отмечалось формирование кости в виде тонкой
плаотинь!, полностью 3акрь!вающей дефекг, в то время как на стороне контроля имелось
сквозное отверстие со сглаженнь!ми краями диаметром 5 мм' заполненное подтянутой

35 рубцом мь:шцей. Ё!а рентгенограмме уложеннь!х рядом симметричнь!х половин нижней
челюсти видна более вь!сокая плотность в области имплантированного дефекга, по
сравнению с контролем. !-!ри микроскопии оре3ов, окрашеннь!х гематоксилином и эо3ином,
по 8ан-[_изону и по (осоу область дефекга, где бь:ла вь!полнена имплантация, 3аполнена
зрелой костью неравномерной толщинь! с надкостницей, костнь|ми трабецлами и

40 кровеноснь!ми сосудами (см. чертеж, а). Ёа стороне контроля кость представлена в виде
двух лежащих на одной оои фрагментов, между которь!ми располагаетоя фиброзная ткань
(см. нертеж, б).

1аким образом, полученнь!е ре3ультать! демонстрируют целесообразность применения
предлагаемого споооба коотной пластики для уотранения дефектов кости. 6пособ

45 харакгеризуется малой травматичностью, иммунологической безупренностью, онкогенной
безопасностью, не требует оущественнь!х материальнь!х затрат и может бь:ть применен в
практической медицине.
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Формула изобретения
10 6пособ костной пластики в эксперименте, вклюнающий имплантацию

фибробластоподобных клеток, отличающийся тем, что жировую ткань, полученную из

подкожно-жирового слоя пгем аспирации' подвергают ферментативной обработке

раотвором коллагеназь:, центрифугируют, в полученную фракцию фибробластоподобнь!х
клеток в качестве индукгора остеогенной дифференцировки добавляют костную крошку в

15 пропорции 1 объем крошки на 4 объема клеточной фракции и непосредственно после
приготовления вводят алологичную смеоь в область костного дефекга.
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