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Кісткова тканина – одна з тих, що найчастіше 

підлягає трансплантації й поступається першіс-
тю лише компонентам крові. «Золотим стандар-
том» досі вважають пересадку автологічної кіст-
ки, однак цей метод має певні недоліки, пов'яза-
ні з додатковим хірургічним втручанням. Альте-
рнатива – використання алогенної кістки, але в 
цьому разі є ризик імунологічного відторгнення 
донорської кістки і можливість інфікування реци-
пієнта. 

Перспективним напрямом заміщення 
об’ємних кісткових дефектів стало створення 
біоімплантатів на основі синтетичних біосуміс-
них матеріалів, імпрегнованих факторами росту, 
що стимулюють ремоделювання кістки, або за-
селення стовбуровими (мультипотентними) клі-
тинами. Найчастіше для заселення використо-
вують мезенхімальні мультипотентні стромальні 
клітини (ММСК) [1-3]. Здатність ММСК диферен-
ціюватися в кілька видів мезенхімальних тканин і 
продукувати ними фактори росту робить ці клі-
тини основними кандидатами при створенні тка-
нинно-інженерних конструкцій для регенератив-
ної медицини [4-6]. Джерелом ММСК можуть 
слугувати різні тканини, проте найчастіше в цій 
ролі використовують жирову тканину і кістковий 
мозок. 

У фізіологічних умовах підвищення рівнів фа-
кторів росту і цитокінів призводить до міграції  
ММСК до місця ушкодження й утворення нової 
кістки за рахунок остеогенного диференціюван-
ня. З іншого боку, ММСК беруть участь у регу-
ляції імунологічних реакцій, пов'язаних із проце-
сами ремоделювання кісткової тканини, і викли-
кають інгібування проліферації й продукування 
цитокінів антигенпрезентуючими клітинами і Т-
лімфоцитами [7]. Недиференційовані МMСК се-

кретують простагландин E2 (PGE2) і оксид азо-
ту, індукуючи таким чином імунодепресивні ефе-
кти, що розглядається як імовірний механізм за-
побігання відторгненню біоімплантата [8]. Здат-
ність диференціювання ММСК людини в остео-
бластний фенотип у поєднанні з біоактивними 
матриксами може бути використана для замі-
щення ушкоджених кісток пацієнта внаслідок 
травм, остеопорозу, вроджених вад розвитку кіс-
ток і злоякісних новоутворів  [9]. Заселення син-
тетичних матриксів  алогенних ММСК забезпе-
чує основу для формування неокістки, тоді як 
імуномодулюючі властивості МMСК дозволяють 
пригнічувати руйнівні впливи імунної відповіді 
хазяїна на імплантат [10]. 

Натепер накопичилися численні дані про 
вплив алогенних диференційованих ММСК на 
імунну систему хазяїна. Однак відсутність стан-
дартизованих доклінічних випробувань вимагає 
подальших досліджень для оцінки впливу ММСК 
на імунну відповідь реципієнта і формування 
кісткової тканини, щоб оцінити доцільність і без-
пеку використання цих клітин при відновленні 
дефектів кісток [11]. 

Мета: з’ясувати рівень експресії генів BGP, 
Col 1, VEGF у ролі показників відновлення і мі-
нералізації кістки при заміщенні кісткових дефе-
ктів тканинними еквівалентами кісткової тканини 
на основі мультипотентних мезенхімальних 
стромальних клітин із жирової тканини. 

Матеріали і методи дослідження 
Експеримент проведено на щурах лінії Вістар 

масою 200–250 г, яких було поділено на VI груп: 
І група (контрольна) – 15 інтактних тварин; ІІ 
група (порівняльна) – 22 щури, в яких віднов-
лення дефекту відбувалося під кров’яним згуст-
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ком; ІІІ група (25 тварин) – відновлення кістково-
го дефекту при застосуванні ММСК-ЖТ, що 
пройшли остеогенне диференціювання (ОД); IV 
група (28 тварин) – відновлення кісткового де-
фекту за допомогою ММСК-ЖТ з ОД + збагачена 
тромбоцитами плазма (ЗТП);V група (27 тварин) 
– відновлення кісткового дефекту за допомогою 
ММСК-ЖТ з ОД + „Колапанˮ;VI група (28 тварин) 
– відновлення кісткового дефекту за допомогою 
тканинного еквівалента кісткової тканини (ТЕК), 
що містив ММСК-ЖТ + ЗТП + „Колапанˮ. Модель 
кісткового дефекту формували в тім’яній ділянці 
черепа щурів. Далі в утворений дефект 
імплантували заготовлений матеріал (5х5 мм). З 
експерименту щурів виводили передозуванням 
наркозу нембуталу дозами 30-50 мг/кг маси в 
терміни 1, 2, 3 місяці. Для визначення мРНК за-
стосовували метод ПЛР зі зворотною транскри-
пцією (ОГ-ПЛР) у ділянці кількісної оцінки екс-
пресії генів до маркеру BGP-кістковий gla-
протеїн; VEGF- фактор росту судинного ендоте-
лію і Соl 1 (колаген 1 типу) [12]. Загальну РНК 
виділяли з кісткової тканини стандартним фе-
нол-хлороформ-гуанідинізотіоціонатним мето-
дом за допомогою набору реагентів „РНК-
Экстранˮ для виділення РНК із крові, тканин, ку-
льтур клітин кількома етапами згідно з рекомен-
даціями виробника. Отримані дані опрацьовува-
ли за допомогою програми «Bio-RadCFXManager 
3.0». Статистичне обчислення цифрових зна-
чень виконували на комп’ютері за стандартними 
статистичними методами [7], на основі яких були 
опрацьовані алгоритми обчислення введених у 
таблиці значень (операційна система «Linux», 
база даних «MySQα», мова програмування 
«Perl»). 

Результати дослідження  
та їх обговорення 

Рівень експресії генів BGP, Col 1, VEGF фра-
гментів кісткової тканини в ролі показників від-
новлення і мінералізації кістки показав, що в ін-
тактних тварин І групи була максимальна кіль-
кість копій кДНК, що кодує ген BGP – 8,126; міні-
мальне значення цього показника було встанов-
лено в щурів ІІ групи (спонтанне загоєння кістко-
вого дефекту) і у тварин V групи (відновлення кі-
сткового дефекту за допомогою комбінації  
ММСК-ЖТ + „Колапанˮ) – 5,496 і 5,624 відповід-
но, що було в 1,5 раза менше, ніж у групі інтакт-
них тварин, р<0,05. Водночас  у щурів ІІІ групи 
(відновлення дефекту за допомогою ММСК-ЖТ з 
ОД) і IV групи (відновлення кісткового дефекту 
за допомогою ММСК-ЖТ + ЗТП) кількість копій 
кДНК, що кодують ген BGP, становила 6,283 і 
6,824, що було в 1,3 раза і в 1,2 раза менше від-
носно даних у щурів контрольної групи, р>0,05. 
Слід зауважити, що в щурів VI групи, де для від-
новлення кісткового дефекту застосовували 
комбінацію ММСК-ЖТ + ЗТП + „Колапанˮ, кіль-

кість копій кДНК, що кодують ген BGP, станови-
ла 7,328, що було в 1,1 раза менше даних у ін-
тактних тварин, р>0,05. 

Центральним механізмом репарації кісткової 
тканини є формування кісткового матриксу, 
структурна основа якого – колагенові волокна, 
переважно представлені колагеном 1 типу. За 
результатами досліджень установлено, що на 30 
добу спостережень у інтактних тварин І групи кі-
лькість копій кДНК, що кодують ген Col1, дорів-
нювала 5,094. Дещо вищим було значення цього 
параметра у тварин ІІ групи (спонтанне віднов-
лення дефекту) – 5,525, у щурів ІІІ групи (ММСК-
ЖТ з ОД) – 5,728 і в IV групі (відновлення кістко-
вого дефекту комбінацією ММСК-ЖТ + ЗТП) – 
5,624, р>0,05. Найбільшу кількість копій кДНК, 
що кодують ген Col 1, визначали в щурів 
V(ММСК-ЖТ + „Колапанˮ) і VI груп (ММСК-ЖТ + 
ЗТП + „Колапанˮ) – 6,247, р>0,05 і 7,523, р–
р4<0,05, відповідно, що може зумовлюватися 
наявністю колагену в остеопластичному матері-
алі „Колапанˮ. Збільшення кількості копій кДНК, 
що кодують ген Col1 у групах тварин, де засто-
совувались ММСК-ЖТ у різних комбінаціях, у 
порівнянні з даними в інтактних тварин І групи, 
ймовірно пов’язане з початком формування во-
локнистої тканини і резорбції кісткових уламків. 

VEGF-фактор росту судинного ендотелію, що 
стимулює ріст судин, також є однією з критичних 
умов для регенерації кістки і безпосередньо 
стимулює міграцію й диференціювання первин-
них остеобластів, а також є медіатором остеоін-
дуктивних факторів TGF-β1, IGF, FGF-2. 

Крім цього, в умовах in vitro й in vivo застосу-
вання тканинних еквівалентів кісткової тканини 
обмежено недостатністю утворення судин, що, 
своєю чергою, викликає дефіцит поживних речо-
вин і призводить до утруднення утворення кіст-
кової тканини [13]. 

За результатами досліджень установлено 
(табл. 1), що в інтактних тварин І групи на 30 до-
бу спостережень була максимальна кількість ко-
пій кДНК, що кодують VEGF, – 1,600. При спон-
танному загоєнні кісткового дефекту (ІІ група) і 
при відновленні кісткового дефекту комбінацією 
ММСК-ЖТ + ЗТП (IV група) кількість копій кДНК 
цього гена була в 1,3 раза менше і коливалася 
від 1,240 до 1,190 відповідно, р>0,05.  

У тварин при імплантації в кістковий дефект 
ММСК-ЖТ з остеогенним диференціюванням (ІІІ 
група) і при застосуванні комплексу ММСК-ЖТ + 
ЗТП + „Колапанˮ кількість копій кДНК гена VEGF 
становила 1,000 і 0,960, що було в 1,6 і 1,7 раза 
менше, ніж у інтактних тварин І групи. Найменша 
кількість копій кДНК гена VEGF досліджена в 
щурів, де для відновлення кісткового дефекту 
застосовували комплекс ММСК-ЖТ + „Колапанˮ - 
0,700, що було у 2,3 раза менше порівняно з да-
ними в інтактних тварин.  
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Таблиця 1  
Кількість копій кДНК, що кодують гени BGP,Col 1, VEGF, регенеруючих кісткових фрагментів  

на 30 добу спостережень у групах експериментальних тварин 

Копії 
кДНК 

І група 
(контроль-

на) 

ІІ група (по-
рівняльна) 

ІІІ група 
(ММСК-ЖТ 

з ОД) 

IV група 
(ММСК-ЖТ 

+ ЗТП) 

V група 
(ММСК-
ЖТ+„Ко-
лапанˮ) 

VI група (ММСК-
ЖТ+ЗТП+ 
„Колапанˮ) 

BGP-ген 8,196±0,87 5,496±0,73°
° 6,283±0,80 6,824±0,82 5,624±0,74°° 7,328±0,75 

Col 1-ген 5,094±0,65 5,525±0,52 5,728±0,56 5,624±0,58 6,247±0,65 7,523±0,68 
°°,**,■■,∆∆ 

VEGF-ген 1,600±0,32 1,240±0,21 1,000±0,19 1,190±0,20 0,700±0,16°° 0,960±0,18 
Примітки: 1. °°р˂0,05 – достовірна різниця значень відносно даних у І групі;  

2. **р1˂0,05 – достовірна різниця значень відносно даних у ІІ групі; 
3. ■■р2˂0,05– достовірна різниця значень відносно даних у ІІІ групі; 
4. ∆∆р3˂0,05 – достовірна різниця значень відносно даних у IV групі 

За даними молекулярно-генетичного аналізу 
кількості копій кДНК, що кодують гени BGP, Col1 
таVEGF, регенеруючих кісткових ферментів уста-
новлено подальше зростання кількості їхніх копій 
на 60 добу спостережень. За результатами прове-
дених досліджень нами встановлено, що макси-
мальне збільшення кількості копій BGP-гена дос-
ліджувалось у ІІІ, IV і VI групах: 7,394; 7,935 і 8,000 
копій відповідно, р>0,05. Зростання кількості копій 
Col1-гена у фрагментах кісткової тканини черепа 
експериментальних тварин у цей термін спосте-
режень, яке було вище значень у інтактних тварин, 
свідчило про високе утворення колагену та було 
максимальним у тварин ІІІ групи, де імплантували-
ся ММСК-ЖТ, що пройшли остеогенне диферен-
ціювання, – 6,839 копій, р>0,05; у IV групі, де для 

заміщення кісткового дефекту застосовували ком-
бінацію ММСК-ЖТ + ЗТП, – 6,735 копій та в VI гру-
пі, де використовували ММСК-ЖТ + ЗТП + „Кола-
панˮ, – 7,634 копій, р<0,05. Найменшу кількість ко-
пій Col1 досліджували у фрагментах кісткової тка-
нини тварин V групи – 6,000, р>0,05. 

На 60 добу спостережень (табл. 2) досліджува-
ли збільшення кількості копій кДНК, що кодують 
ген VEGF, регенеруючих кісткових ферментів, сві-
дчило про продовження активного процесу суди-
ноутворення в досліджуваних зразках [14]. Приве-
ртало увагу те, що максимальна кількість копій 
цього гена досліджувалась у зразках кісткової тка-
нини тварин ІІ групи – 1,360 копій, IV групи – 1,390 
копій і VI групи – 1,350 копій, р>0,05. 

Таблиця 2  
Кількість копій кДНК, що кодують гени BGP,Col 1, VEGF, регенеруючих кісткових фрагментів  

на 60 добу спостережень у групах експериментальних тварин 

Копії 
кДНК 

І група (кон-
трольна) 

ІІ група (порі-
вняльна) 

ІІІ група  
(ММСК-ЖТ з 

ОД) 

IV група 
(ММСК-ЖТ + 

ЗТП) 

V група 
(ММСК-ЖТ + 
„Колапанˮ) 

VI група  
(ММСК-ЖТ +ЗТП+ 

„Колапанˮ) 
BGP-ген 8,196±0,87 6,507±0,82 7,394±0,90 7,935±1,06 6,735±0,84 7,634±0,88 
Col 1-ген 5,094±0,65 6,636±0,78 6,839±0,80 6,735±0,79 6,000±0,72 7,634±0,80°° 
VEGF-ген 1,600±0,32 1,360±0,22 1,280±0,20 1,390±0,23 0,980±0,18 1,350±0,22 

Примітка:°°р˂0,05 – достовірна різниця значень відносно даних у контролі. 
Рівень експресії генів BGP, Col 1 і VEGF фра-

гментів кісткової тканини у ролі показників відно-
влення і мінералізації кістки щурів після 90 діб 
спостережень представлено в табл.3. 

Через 3 місяці спостережень визначали зни-
ження рівня продукції BGP-гена у всіх досліджу-
ваних групах, що пов’язано з тим, що основна 
частка BGP експресується у фази формування 
кістки і бере участь у процесі мінералізації осте-
оїда, що, за даними наших досліджень, припа-
дало на 60-денний термін спостереження. Най-

більшу кількість копій BGP-гена на 90 добу спо-
стережень визначали в піддослідних тварин ІІ і 
ІІІ дослідних груп (6,280±0,70 і 6,380±0,72 відпо-
відно), кількість яких не відрізнялася статистич-
ною значущістю від даних у тварин контрольної 
групи, р˃0,05. При цьому, у тварин IV, V і VI груп 
кількість копій BGP-гена була в 1,5, 1,4 і 1,6 раза 
менше відносно даних у інтактних щурів, р˂0,05, 
та не відрізнялися статистичною значущістю між 
собою, р1 – р4˃0,05. 

Таблиця 3  
Кількість копій кДНК, що кодують гени BGP, Col 1 і VEGF, регенеруючих кісткові фрагменти  

на 90 добу спостережень у групах експериментальних тварин  

Копії  
кДНК 

І група (конт-
рольна) 

ІІ група (порі-
вняльна) 

ІІІ група 
(ММСК-ЖТ з 

ОД) 

IV група 
(ММСК-ЖТ + 

ЗТП) 

V група 
(ММСК-ЖТ + 
„Колапанˮ) 

VI група (ММСК-
ЖТ + ЗТП +  
„Колапанˮ) 

BGP-ген 8,196±0,87 6,280±0,70 6,380±0,72 5,525±0,65°° 6,000±0,67°° 5,000±0,63°° 
Col 1-ген 5,094±0,65 6,200±0,88 5,700±0,76 5,400±0,82 5,920±0,78 5,192±0,74 
VEGF-ген 1,600±0,32 1,250±0,21 1,180±0,19 1,260±0,22 1,000±0,17 1,200±0,21 

Примітка: °°р˂0,05 – достовірна різниця значень відносно даних у контролі. 
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Через 3 місяці досліджень визначали зни-
ження активності продукції гена Col 1, що вказу-
вало на завершення процесу резорбції кісткових 
уламків і наявність сформованої волокнистої 
тканини [15]. Привертало увагу те, що значення 
показника, який вивчали в усіх групах дослі-
дження, дорівнювали даним у інтактних тварин І 
групи, р˃0,05, і між собою, р1 – р4˃0,05, і колива-
лися від найменших значень у щурів VI групи – 
5,192±0,74,  до максимальних у тварин ІІ групи – 
6,200±0,88. 

Через 90 діб експерименту досліджували ви-
соку активність продукції VEGF-гена в піддослі-
дних тварин, яка дорівнювала даним у щурів ко-
нтрольної групи, р˃0,05. При цьому, максималь-
на активність продукції VEGF-гена визначалась 
у тварин IV, ІІ таVI груп і коливалася від 
1,200±0,21 копій у VI групі до 1,260±0,22 копій у 
IV групі дослідження. 

Висновки 
Отже, за даними молекулярно-генетичного 

аналізу кількості копій кДНК, що кодують гени 
BGP, Col1 і VEGF, найбільш позитивні зміни, які 
сприяли відновленню, мінералізації кістки та по-
вному закриттю дефекту, спостерігали  при за-
міщенні кісткових дефектів зразками IV і VI. 

Перспективи подальших досліджень 
Плануємо провести низку молекулярних, біо-

хімічних, гістологічних досліджень, щоб остаточ-
но довести доцільність використання ММСК-ЖТ 
у реконструктивній медицині. 
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Резюме 

Кісткова тканина є однією з тих, що найчастіше підлягає трансплантації й поступається першістю 
лише компонентам крові. «Золотим стандартом» досі вважають пересадку автологічної кістки, однак 
цей метод має певні недоліки, пов'язані з додатковим хірургічним втручанням. Альтернатива цьому – 
використання алогенної кістки, але в цьому разі є ризик імунологічного відторгнення донорської кістки і 
можливість інфікування реципієнта. Перспективним напрямом для заміщення об’ємних кісткових де-
фектів є створення біоімплантатів на основі синтетичних біосумісних матеріалів, імпрегнованих фак-
торами росту, що стимулюють ремоделювання кістки, або заселення стовбуровими (мультипотентни-
ми) клітинами. Найчастіше для заселення використовують мезенхімальні мультипотентні стромальні 
клітини. 

Ключові слова: мультипотентні мезенхімальні стромальні клітини жирової тканини, кістковий де-
фект, BGP-кістковий gla-протеїн, VEGF - фактор росту судинного ендотелію, колаген 1 типу. 
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Резюме 
Костная ткань является одной из тех, которая наиболее часто подвергается трансплантации и ус-

тупает первенство лишь компонентам крови. «Золотым стандартом» до сих пор считается пересадка 
аутологичной кости, однако этот метод имеет определенные недостатки, связанные с дополнитель-
ным хирургическим вмешательством. Альтернативой является использование аллогенной кости, но в 
этом случае возникают риск иммунологического отторжения донорской кости и возможность инфици-
рования реципиента. Перспективным направлением для замещения объемных костных дефектов яв-
ляется создание биоимплантатов на основе синтетических биосовместимых материалов, импрегни-
рованных факторами роста, которые стимулируют ремоделирование кости, или заселение стволовы-
ми (мультипотентными) клетками. Чаще всего для заселения используют мезенхимальные мультипо-
тентные стромальные клетки. 

Ключевые слова: мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки жировой ткани, кост-
ный дефект, BGP-костный gla-протеин, VEGF - фактор роста сосудистого эндотелия, коллаген 1 типа. 
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DYNAMICS OF INDICATORS OF MARKERS OF BONE METABOLISM 
IN BONE DEFECT REPLACEMENTFABRIC EQUIVALENTS OF BONE 
TISSUE ON THE BASIS OF MMSC-AT 
Bambuliak A.V., Perebujnis P.P., Tkachuk S.V., Javorskiy A.V. 
Higher state educational establishment of Ukraine “Bukovinian state medical university” Chernivtsi, Ukraine 

Summary 
Bone tissue is one of the most commonly transplantable and inferior to blood components only. The "gold 

standard" is still considered to be an autologous bone transplant, but this method has some drawbacks 
associated with additional surgery. The alternative is the use of allogeneic bone, but in this case there is a 
risk of immunological rejection of the donor bone and the possibility of infection of the recipient. A promising 
area for the replacement of volumetric bone defects is the creation of bioimplants based on synthetic 
biocompatible materials impregnated with growth factors that stimulate bone remodeling, or the settlement of 
stem (multipotent) cells. Most often, mesenchymal multipotent stromal cells are used for settlement. 

The aim of the study: to find out the level of expression of BGP, Col 1, VEGF genes as indicators of bone 
repair and mineralization by replacement of bone defects with tissue equivalents of bone tissue based on 
multipotent mesenchymal stromal cells from adipose tissue. 

Materials and methods.The experiment was conducted on the Wistar line rats, weighing 200-250 grams, 
which were divided into VI groups. A bone defect model was formed in the parietal section of the skull of rats. 
The formed defect implanted the harvested material. Reverse transcription PCR (OG-PCR) was used to 
quantify mRNA expression for the BGP-bone marker gla protein; VEGF is a vascular endothelial growth 
factor and Sol 1 (type 1 collagen). Total RNA was isolated from bone tissue by a standard phenol-
chloroform-guanidinisothiocyanate method using a set of RNA-Extra reagents to isolate RNA from blood, 
tissues, cell cultures in several steps according to the manufacturer's recommendations. The data obtained 
were processed using Bio-Rad CFX Manager 3.0.The obtained results are processed statistically. 

Research results and their discussion.The highest number of copies of the BGP gene, at 90 days of ob-
servations, was determined in experimental animals of the II and III experimental groups (6,280 ± 0,70 and 
6,380 ± 0,72, respectively), the number of which did not differ in statistical significance from the data in the 
animals of the control group, р˃0.05. However, in animals of IV, V and VI groups the number of copies of 
BGP-gene was 1.5, 1.4 and 1.6 times smaller in relation to the data in intact rats, p0.05, and did not differ in 
statistical significance , p1 - p4˃0.05. After 3 months of studies determined the decrease in the activity of the 
production of the gene Col 1. It was noted that the value of the parameter studied in all study groups was 
equal to the data in intact animals of group I, p0,05 and among themselves, p1 - p4 р0,05, and ranged from 
the lowest values in group VI rats - 5,192 ± 0,74, and maximum values in group II animals - 6,200 ± 0,88. Af-
ter 90 days of experimental studies, the high activity of VEGF gene production in experimental animals, 
which was equal to the data in control rats, p0,05 was investigated. The maximum activity of VEGF gene 
production was determined in animals of groups IV, II and VI and ranged from 1,200 ± 0,21 copies in group 
VI to 1,260 ± 0,22 copies in group IV. 

Conclusions.Thus, according to molecular genetic analysis of the number of cDNA copies encoding BGP, 
Col 1 and VEGF genes, the most positive changes that contributed to bone repair, mineralization, and 
complete closure of the defect were observed with the replacement of bone defects in IVa VI specimens. 

Keywords: multipotent mesenchymal stromal cells of adipose tissue,bone defect, BGP-bone gla-protein, 
VEGF - vascular endothelial growth factor, type 1 collagen. 

 


