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РЕГЕНЕРАЦИЯ АЛЬВЕОЛЯРНОЙ КОСТИ В УСЛОВИЯХ ВВЕДЕНИЯ ДЕКСАМЕТАЗОНА В ЭКСПЕРИМЕНТЕ
REGENERATION OF ALVEOLAR BONE UNDER DEXAMETHAZONE ADMINISTRATION IN EXPERIMENT
Кафедра стоматологии (зав. каф. д.м.н., проф. Соколова И.И.) Харьковского национального медицинского университета

г. Харьков

Работа выполнена в соответствии с планами научно-исследовательских работ Харьковского национального медицинского университета МОЗ Украины «Усовершенствование и разработка новых индивидуализированных методов диагностики и лечения стоматологических заболеваний у детей и взрослых».

Процесс репаративной регенерации костной ткани имеет определенные генетически обусловленные временные константы. Оптимальным по времени является первичное костное сращение. В случае формирования дефектов или переломов, консолидирующихся через образование сложного регенерата, в силу вступают иные временные константы [2, 3]. Существует ряд факторов, осложняющих течение репарации, среди них – заболевания костной ткани, в первую очередь, наиболее распространенное системное заболевание скелета – остеопороз [6, 7, 9]. Высокий процент осложнений при повреждениях челюстно-лицевой области может быть обусловлен распространенностью остеопороза [6]. Установлена различная степень нарушений процессов ремоделирования костной ткани под влиянием низких и высоких доз глюкокортикоидов у кроликов [12]. Естественно предположить, что процессы репаративной регенерации альвеолярной кости в условиях применения глюкокортикоидов будут нарушены во времени и пространстве. 
Цель исследования: изучить морфологические особенности течения посттравматической регенерации альвеолярной кости в условиях применения дексаметазона у крыс.
Материалы и методы исследования. Эксперименты выполнены на 60 белых лабораторных крысах-самцах. Животные были разделены на 2 группы - контрольную и опытную. Контрольная группа животных содержалась в обычных условиях на полноценном рационе питания. Опытной группе животных, содержащихся в таких же условиях и рационе питания, внутрибрюшинно вводили дексаметазон из расчета 1,56 мг/кг в течение 2 недель [12]. По истечении двух недель обеим группам крыс наносили травматическое повреждение нижней челюсти в виде перфорационного (сквозного дырчатого) дефекта диаметром 2 мм [2]. Оперативное вмешательство осуществляли под общим наркозом (аминазин 10 мг/кг, кетамин 50мг/кг) в условиях асептики и антисептики. Животных обеих групп выводили из эксперимента на 7, 14, 28 и 45 сутки с соблюдением требований Европейской конвенции о защите позвоночных животных, которые используются для исследовательских и других научных целей [4] и Закона України «Про захист тварин від жорстокого поводження» [5]. 
Гистологически исследования альвеолярной кости с участком травматического дефекта были выполнены в соответствии с общепринятыми методами, руководствуясь рекомендациями Саркисова Д.С., Перова Ю.Л., 1996 [8].  Морфометрию проводили по Автандилову Г.Г., 1990 [1]. Использовали окраску срезов гематоксилином и эозином, пикросириусом красным, что позволило определить степень зрелости коллагеновых волокон [10, 11], а также исследование окрашенных срезов в поляризованном свете для выявления ориентационной упорядоченности коллагеновых структур и начала образования грубоволокнистых костных трабекул.


Использованные измерения и параметры были приведены в соответствии с международной системой единиц, а полученные цифровые данные обрабатывали общепринятыми методами вариационной статистики.

Результаты и их обсуждение. Воздействие дексаметазона в терапевтических дозах в течение двух недель у крыс проявляется нарушениями организации всех структурных компонентов челюсти, с наиболее выраженными проявлениями в компактной и губчатой костях. 

Под влиянием дексаметазона в компактной кости формируются обширные полости резорбции, появляются трещины и щели, снижается плотность остеоцитов, нарушается организация матрикса за счет формирования очагов неравномерной оссификации. 

Воздействие дексаметазона на губчатую кость проявляется нарушением ремоделирования – структура трабекулярной сети изменена за счет формирования одиночных костных трабекул, утрачивающих связь с другими трабекулами. Имеет место снижения их ширины, неравномерность контуров, низкая плотность остеоцитов и остеобластов. Межтрабекулярные пространства расширены. Наблюдаемые изменения свидетельствуют о развитии остеопоротических нарушений в кости челюсти. 

Изменения в области периодонта под влиянием дексаметазона связаны с нарушением организации пучков коллагеновых волокон и прикреплением их к цементу зуба. Выявлено формирование деструктивных полостей с клеточным детритом. Кроме того, утрата целостности альвеолярной стенки приводит к разрастанию ткани периодонта в трещины и расширенные межтрабекулярные пространства. 

При исследовании области дефекта животных контрольной и опытной групп через 7 суток после повреждения в краевой части дефекта располагалась фиброретикулярная ткань с высокой плотностью клеток фибробластического дифферона, а также единичные грубоволокнистые костные трабекулы с крупными, ярко окрашенными остеобластами по краевой поверхности (рис. 1 а, б). В центральной области дефекта выявлялась грануляционная ткань с многочисленными кровеносными капиллярами и расширенными сосудами синусоидного типа. В грануляционной ткани обнаруживались низкая плотность фибробластов, единичные макрофаги и  лимфоциты. Местами в глубине дефекта располагаются небольшие очаги перестраивающегося кровяного сгустка.
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Рис. 1. Область дефекта. Фиброретикулярная и грануляционная ткани. Деструктивные изменения в отломке материнской кости. Контроль. 7 сутки. Гематоксилин и эозин. А). Ув. 100. Б). Фрагмент рис. А.  Фиброретикулярная ткань с высокой плотностью остеогенных клеток. Слой остеобластов на новообразованной костной трабекуле. Гематоксилин и эозин. Ув. 400.

Исследование области дефекта у контрольных и опытных животных в поляризованном свете позволило выявить некоторые отличия в структуре регенерата. Так, в фиброретикулярной ткани регенерата у контрольных животных при исследовании в поляризованном свете определялись структуры с зеленым свечением, обладающие эффектом двойного лучепреломления, что свидетельствует о начальных стадиях агрегации макромолекул волокнистого белка в протофибриллы. Кроме того, обнаруживались единичные неупорядоченно ориентированные тонкие волокна коллагена, имеющие слабополяризационный эффект. Ближе к краевым отделам дефекта располагались более зрелые коллагеновые волокна, дающие при окраске с пикросириусом красным красное свечение. Такие волокна формировали пучки со строгой ориентацией по отношению к своей оси. Это свидетельствует об упорядочении организации структуры коллагеновых волокон, начале формирования грубопучковых костных трабекул и подготовке к процессу минерализации. 

Для объективизации качественных отличий в структуре регенерата был проведен морфометрический анализ тканей, сформировавшихся в регенерате. Площадь дефекта на 7 сутки, составляла 84,36 + 1,67 усл. ед. Полученные  результаты представлены в таблице. 
Приведенные данные свидетельствуют о том, что площадь фиброретикулярной ткани у контрольных животных была в 2,17 раза больше чем территория грануляционной ткани.

В окружающей дефект материнской кости отмечены пустые лакуны остеоцитов, расширенные сосудистые каналы с некротическим содержимым, а также отдельные выражено базофильные цементные линии, трещины по линиям цементации, заполненные рыхлой соединительной тканью. На отдалении от дефекта материнская кость имела структурную организацию характерную для нормы. 

У животных опытной группы, в отличие от контрольных, в области дефекта сохранялись крупные очаги кровяного сгустка, в виде распадающихся эритроцитов и нитей фибрина (рис. 2 а, б.). В регенерате определялась грануляционная ткань и небольшие участки фиброретикулярной ткани. 

Грануляционная ткань характеризовалась низкой плотностью клеток. Фибробласты в ней были единичны, обнаруживались  
Таблица

Площадь тканей регенерата в разные сроки остеорепарации альвеолярной кости у крыс в условиях введения дексаметазона (М±m, %)
	Группа эксперимента

	Тип ткани


	Сроки исследований



	
	
	7 сутки

(n=6)
	14 сутки

(n=6)
	28 сутки

(n=6)

	Контроль
	Кровяной сгусток


	8,17+0,87
	-
	

	
	Грануляционная ткань


	25,17+1,45
	-
	-

	
	Фиброретикулярная ткань
	54,75+2,32

P1 <0,001
	37,75+ 2,36

P2 <0,001


	6,92+0,69

P2 <0,001

	
	Грубоволокнистые трабекулы


	9,46+0,87


	48,42+2,57

P2 <0,001
	-

	
	Костная ткань
	-
	-
	88,33 + 3,21

P2 <0,001

	Опыт
	Кровяной сгусток


	23,92+1,53

P<0,01
	-
	-

	
	Грануляционная ткань


	49,25+2.25

P <0,001
	18,75+1,39

P2 <0,001
	6,33+ 0,58

P2 <0,001



	
	Фиброретикулярная ткань
	22,75+1,37

P <0,001

P1 <0,001
	51,15+2,47

P <0,001

P2 <0,001
	39,34+2,49

P <0,001

P2 <0,01



	
	Грубоволокнистые трабекулы


	-
	24,25+1,78

P <0,001

P2<0,001
	-

	
	Костная ткань
	-
	-
	46,17+2,37

P <0,001

P2 <0,001


P – достоверность отличий показателей площади ткани опытных животных от контрольных

Р1 - достоверность отличий показателей площади фиброретикулярной ткани от площади грануляционной ткани в каждой экспериментальной группе.
Р2 - достоверность отличий показателей соответствующей ткани с предыдущим сроком наблюдения.

малодифференцированные клетки. Среди кровеносных сосудов преобладали синусоиды, имеющие расширенные просветы и неоформленные стенки. 
Выявленная в дефекте фиброретикулярная ткань характеризовалась высокой плотностью клеток фибробластического дифферона. Формирования молодых костных трабекул не было отмечено.

У животных опытной серии поляризационно оптического эффекта коллагеновых волокон в регенерате не отмечено, что свидетельствует о 
	 SHAPE  \* MERGEFORMAT 
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Рис.2. Область дефекта у животных, получавших дексаметазон. А). Перестраивающийся кровяной сгусток. Нити фибрина. Грануляционная и фиброретикулярные ткани. Опыт. 7 сутки. Гематоксилин и эозин. Ув. 100. Б) Фрагмент рис. А. Ув. 200.

замедлении формирования ориентационно упорядоченных структур коллагена как прообраза остеоида.
Проведенное морфометрическое исследование установило, что у опытных животных площадь дефекта составляла 85,64 + 2,07 усл.ед., а территория грануляционной ткани в дефекте опытных животных была в 2,16 раза больше, чем площадь фиброретикулярной ткани и превышала показатели контрольных животных в 1,96 раза (табл.). Показатели площади кровяного сгустка у опытных животных также были более высокими (в 2,93 раза.), чем у животных контрольной группы. При сравнении территории фиброретикулярной ткани установлено, что ее площадь у контрольных животных была в 2,41 раза меньше (см. табл.).

Прилежащая к области дефекта материнская кость у опытных животных была с выраженными деструктивными изменениями – обнаруживались трещины, щели, пустые лакуны без остеоцитов. 

На отдалении от зоны дефекта материнская кость также имела значительные нарушения структурной организации (рис. 3), связанные с развитием остеопоротических проявлений вследствие введения животным дексаметазона. В участке губчатой кости выявлялись расширенные каналы, резорбционные полости, трещины. В отдельных костномозговых пространствах обнаруживался клеточный детрит, как следствие гибели клеток костного мозга.


[image: image4]
Рис. 3. Участок кости тела нижней челюсти на отдалении от дефекта. Трещины. Неравномерная плотность остеоцитов. Гибель костного мозга в костномозговом пространстве. Опыт. 7 сутки. Гематоксилин и эозин. Ув. 100.
В зоне костных дефектов контрольных крыс через 14 суток после повреждения располагались новообразованные грубоволокнистые костные трабекулы с высокой плотностью остеобластов по краевой поверхности, а также очаги фиброретикулярной ткани остеобластического характера. В краевых отделах дефекта обнаруживались костные трабекулы пластинчатой структуры. Однако плотного контакта регенерата с материнской костью не отмечалось. Новообразованные костные трабекулы срастались с наружной частью кортекса, по периостальной части которого наблюдались аппозиционные напластования молодых костных трабекул.


Скопления остеобластов, формирующих остеоид, выявлялись очагово в фиброретикулярной ткани, а также по краям новообразованных костных трабекул. 

При исследовании участков фиброретикулярной ткани регенерата в поляризованном свете отмечено укрупнение минерализующихся коллагеновых фибрилл, формирующих пучки различной толщины и имеющих четкую осевую ориентацию вдоль силовых линий кости. Такие пучки при постановке реакции с пикросириусом красным были окрашены в красный свет и имели яркое свечение (двулучепреломление), что свидетельствует об их зрелости. Четкая ориентационная упорядоченность большей части коллагеновых структур, выступала как основа формирующихся грубоволокнистых костных трабекул. 

Выполненное морфометрическое исследование показало, что площадь костной ткани увеличилась по сравнению с предыдущим сроком в 5,12 раза и превышала показатели площади фиброретикулярной ткани у животных данной группы в 1,28 раза. По сравнению с предыдущим сроком наблюдения территория фиброретикулярной ткани уменьшилась в 1,45 раза (табл.). Площадь дефекта на этот срок наблюдения составляла 83,86+2,33 усл.ед.

Фрагменты материнской кости, прилежащие к области травматического повреждения, имели признаки посттравматической перестройки – обнаруживались расширенные сосудистые каналы, островки новообразованной костной ткани на костных трабекулах. В костном мозге межтрабекулярных пространств губчатой кости располагался красный костный мозг.

В опытной серии животных выявлено замедление репаративного остеогенеза, что проявлялось присутствием в зоне дефекта, в отличие от контрольных животных, наряду с фиброретикулярной тканью и новообразованными грубоволокнистыми костными трабекулами (рис. 4 а, б) крупных территорий грануляционной ткани. По-прежнему в области травматического повреждения присутствовали остатки перестраивающегося кровяного сгустка в виде небольших очагов, располагающихся в центральной части дефекта.
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Рис. 4. А). Участок дефекта в кости нижней челюсти выполненный фиброретикулярной тканью с единичными новообразованными костными трабекулами. Опыт. 14 сутки. Гематоксилин и эозин. Ув. 100. Б). Фрагмент рис. А. Фиброретикулярная ткань с высокой плотностью клеток. Немногочисленные остеобласты на новообразованной костной трабекуле. Ув. 400.

Отличительным от регенератов контрольных животных было также и то, что в фиброретикулярной ткани регенератов опытных животных все еще превалировали тонкие коллагеновые волокна зеленого цвета при окраске пикросириусом красным, не обладающие яркой рефракцией (двулучепреломлением) в поляризованном свете и не имеющие четкой ориентационной упорядоченности, что свидетельствует о замедлении процесса формирования органического каркаса костных трабекул.

Морфометрическое исследование подтвердило наличие отличительных особенностей структурной организации регенерата у опытных животных по сравнению с контролем. Так, было выявлено, что площадь грануляционной ткани по сравнению с предыдущим сроком уменьшилась в 2,63 раза (табл.), но все еще выявлялась, практически, на пятой части территории регенерата в то время как у животных контрольной группы грануляционная ткань уже не отмечалась. Площадь фиброретикулярной ткани относительно предыдущего срока увеличилась в 2,25 раза и в 1,35 раза превышала показатели в контроле. А территория новообразованной костной ткани в регенерате на этот срок оставалась меньшей в 1,99 раза, относительно контрольных животных. Площадь дефекта на этот срок не отличалась от предыдущего и равнялась 82,79 + 2,03 усл.ед.

В регенерате опытных животных, в отличие от контрольных, не было зафиксировано костных трабекул пластинчатой структуры. 

Материнская кость, окружающая дефект, характеризовалась аналогичными, отмеченным на 7 сутки, деструктивными изменениями. В кости выявлялись пустые лакуны без остеоцитов; трещины, заполненные грануляционной тканью; расширенные сосудистые каналы с «изъеденными» краями, заполненные фиброретикулярной тканью. Деструктивные изменения отмечались и в костных трабекулах губчатой кости на отдалении от дефекта. В костном мозге межтрабекулярных пространств губчатой кости определялся отек и очаговые воспалительные инфильтраты. Отдельные межтрабекулярные пространства были выполнены фиброретикулярной тканью.

Через 28 суток у животных контрольной серии эксперимента в области дефекта преобладала губчатая кость, трабекулы которой имели пластинчатую структуру и формировали мелкопетлистую сеть. Костные трабекулы характеризовались оформленными остеонными конструкциями с равномерными концентрическими линиями склеивания и остеоцитами, расположенными между ними. Лишь местами в глубине дефекта выявлялись очаги фиброретикулярной ткани с высокой плотностью остеогенных клеток.

Исследование регенератов в поляризованном свете выявили отличия в  группах контрольных и опытных животных. В регенератах контрольных животных зрелые остеонные конструкции определялись в периостальной области регенерата, а формирование зрелой губчатой кости в эндостальной области. Костные трабекулы были выполнены коллагеном 1 типа, характерным для зрелой костной ткани. 

Костные трабекулы периостальной области по свечению практически не отличались от материнской кости, что свидетельствует о зрелости костной ткани. В эндостальной области костные трабекулы, наряду с участками зрелой костной ткани с красным свечением, содержали очаги зеленого свечения, что характеризует незавершенность процессов костеобразования. 

При выполнении морфометрического исследования установлено, что территория дефекта не отличалась от предыдущего срока и составляла 82,07 + 2,13 усл. ед., а площадь костной ткани в регенерате расширилась по сравнению с предыдущим сроком и ее показатели были выше в 1,82 раза, а небольшие участки фиброретикулярной ткани занимали площадь в 5,46 раза меньшую чем на 14 сутки (табл.). 

В материнской кости вблизи дефекта выявлялись незначительные посттравматические изменения. На отдалении от дефекта костная ткань тела челюсти и альвеолярного отростка имела характерную для нормы структурную организацию. 

В регенерате опытных животных и на этот срок наблюдения все еще сохранялись обширные поля фиброретикулярной ткани с очагами грануляционной. Костная ткань была представлена молодыми костными трабекулами – местами грубоволокнистыми, местами – пластинчатой структуры. Преобладали в регенерате грубоволокнистые костные трабекулы, которые при окраске пикросириусом красным имели желто-зеленый цвет, а в поляризованном свете выявляли незначительное двулучепрелормление. Лишь на небольших участках костные трабекулы были окрашены в красный цвет и характеризовались яркой анизотропией (двулучепреломлением), выраженность которой не отличалась от материнской кости. Это свидетельствует о зрелости сформировавшихся костных трабекул, т.е. такие костные трабекулы имели пластинчатую структуру.

В фиброретикулярной ткани и на отдельных, вновь образованных, костных трабекулах обнаруживались скопления крупных базофильно окрашенных остеобластов. В поляризованном свете в фиброретикулярной ткани выявлялись неориентированные (хаотично расположенные) пучки коллагеновых волокон, в которых сочетались участки красного и зеленого свечения. 

При морфометрическом исследовании установлено, что площадь дефекта достоверно не отличалась от контроля и предыдущего срока наблюдения – 84,14 + 2,05 усл.ед., а территория костной ткани, по сравнению с контрольными животными и на этот срок наблюдения была в 1,91 раза меньше, а фиброретикулярной ткани в 5,68 раза больше (табл.). Относительно предыдущего срока показатели площади костной ткани у животных данной серии были в 1,9 раза выше, а фиброретикулярной ткани ниже в 1,3 раза.

В материнской кости вблизи дефекта, а также в губчатой кости тела челюсти сохранялись отмеченные на предыдущий срок деструктивные изменения. 


Через 45 суток регенерат в костном дефекте контрольных животных был представлен пластинчатой костной тканью. Однако граница сращения сформировавшейся кости в регенерате с материнской все еще определялась. 

В поляризованном свете костная ткань регенерата и материнская кость имели одинаковое двулучепреломление, что указывает на ее зрелость. Однако костная ткань в регенерате отличалась от материнской кости наличием сосудистых каналов, выполненных фиброретикулярной тканью. Периостальные костные напластования вблизи дефекта уменьшились, но все еще определялись у отдельных животных. 

Материнская кость вблизи дефекта имела незначительные посттравматические репаративные изменения. 

У животных опытной группы регенерат был узкий, представлен губчатой костной тканью, с расширенными межтрабекулярными пространствами, заполненными фиброретикулярной тканью с высокой плотностью остеоцитов на поверхности и остеобластов по краю трабекул. Определялись остатки костных напластований по периостальной части материнской кости вблизи дефекта.

При исследовании в поляризованном свете костные трабекулы регенерата имели значительно менее яркое свечение (двулучепреломление) и были окрашены в желто-красный цвет, а местами и желто-зеленый цвет, что свидетельствует о различной зрелости костных трабекул и более низкой зрелости по сравнению с костным регенератом контрольных животных.

Заключение. Проведенное исследование морфогенеза репаративной регенерации экспериментально воспроизведенного дефекта нижней челюсти на фоне остеопоротических изменений в кости показало, что регенерация костной ткани протекает по классическому типу вторичного заживления с характерной стадийностью процесса – воспалением, реорганизацией кровяного сгустка, дифференцировкой и пролиферацией клеток регенерата, формированием провизорных тканей – грануляционной и фиброретикулярной, перестраивающихся в костную ткань. Однако наличие остеопоротических нарушений в костной ткани сопровождается определенными изменениями в процессе остеорепарации. Наблюдается временной сдвиг в его течении, а именно замедление темпов остеорепарации. Это проявляется присутствием (до 14 суток) в регенератах опытных животных остатков кровяного сгустка, в то время как в контрольных животных он отсутствует. Со значительным замедлением перестраивается грануляционная ткань, очаги которой выявляются у животных опытной группы на 21 сутки, в то время как в регенерате контрольных животных грануляционная ткань на 14 сутки отсутствует. Обнаружено замедление процесса коллагенообразования и формирования зрелых пучков коллагеновых волокон при исследовании препаратов в поляризованном свете. У животных опытной серии замедлялось не только образование коллагеновых волокон, но и нарастание их массы в формирующемся регенерате. Ориентационная упорядоченность, которая характеризует фибриллообразование, формирование коллагеновых волокон и их пучков была нарушена, а их упорядоченность в фиброретикулярной ткани является основой начала образования грубоволокнистых костных трабекул и их минерализации, и в конечном итоге - дальнейшего формирования пластинчатой костной ткани. Нарушение процесса коллагенообразования возможно является одной из причин отставания формирования костной ткани в регенератах опытных животных. 

Данные, полученные при помощи морфометрического метода подтверждают отставание процесса костеобразования в дефектах животных опытной группы. Так, если у контрольных животных костная ткань в регенерате обнаруживалась уже на 7 сутки, то у животных опытной группы – только на 14 сутки. При этом ее территория на данный срок у опытных животных была в 2 раза меньше, чем у контрольных животных. На 21 сутки площадь костной ткани в контроле в 1,91 раза превышала показатели опытных животных. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что остеопоротические нарушения в нижней челюсти необходимо учитывать при разработке тактики хирургического лечения. Адекватная и своевременная профилактика остеопении и остеопороза будет способствовать стабилизации зубо-челюстной системы.
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