Особливості впливу емалевих матричних протеїнів - «Emdogain» (Straumann) на культуру остеогенних клітин – попередників кісткового мозку ex-vivo.
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 Мета: 

    Дослідити  безпосередній вплив препарату «Emdogain»  на остеогенні клітини – попередники кісткового мозку ex vivo і оцінити його остеоіндуктивні властивості за показником ефективності клонування.
Матеріали і методи: 
     Клонування остеогенних клітин-попередників – колонієутворюючих одиниць фібробластів (КУОф) кісткового мозку проводили за методикою Фріденштейна О.Я. (1973), в модифікації Астахової В.С. (1982). Матеріалом для дослідження слугувала спонгіоза здухвинної  кістки  здорових пацієнтів поза осередками запалення та дегенеративно–дистрофічного ураження, забір якої проводився під час оперативного втручання з приводу  ортопедичної патології. 
Для вивчення безпосереднього впливу препарату «Emdogain» ex vivo  проводили 4 серії дослідів з клонування   КУОф кісткового мозку : І група - з  додаванням  травильного гелю «Pref Gel» у культуральний флакон  під час посадки кістково – мозкових клітин; ІІ група - з додаванням травильного гелю «Pref Gel» та «Emdogain»;  ІІІ група - з додаванням «Emdogain», IV група – без додавання жодних препаратів (контроль). Регенераторний потенціал кісткової тканини оцінювали за показником ефективності клонування КУОф кісткового мозку серед 105 ядровмісних клітин. Вирощено 9 експериментальних та 6 контрольних культур стромальних фібробластів. 

Результати:
     Бактеріально-грибковий проріст  не отримано в жодному випадку. У всіх випадках в групах І, ІІ ріст колоній стромальних фібробластів  не виявлений. Ефективність клонування КУОф дорівнювала 0.  Ріст колоній стромальних фібробластів в групі ІІІ спостерігався у всіх випадках.   Кількість колоній, які виросли у флаконах коливались від 127 до 157, середня кількість колоній  - 145. Ефективність клонування знаходилась в межах від 13,23 до 16,35 і в середньому склала 15,10±0,95 серед 105 ядровмісних клітин. В контрольній групі отримали ріст колоній  в усіх випадках, у флаконах виростало від 69 до 152 колоній остеогенних клітин – попередників кісткового мозку, середня кількість колоній – 120. Ефективність клонування знаходилась в межах від 7,19 до 15,83 і в середньому склала 12,48±1,24  серед 105 ядровмісних клітин. Слід зауважити, що ad oculus колонії контрольної і дослідної груп не відрізнялись між собою, але під впливом «Emdogain» виростало на 20,8% вірогідно більше колоній, з вищою питомою вагою багатошарових колоній.   
Висновки
Комбінація «Emdogain» з  «Pref-Gel» та «Pref-Gel» самостійно (групи І,ІІ) чинить негативний вплив на КУОф кісткового мозку, про що свідчить відсутність їх росту в культуральних флаконах ( ЕКУОф=0).
Під прямою дією препарату «Emdogain» вірогідно, на 20,8% порівняно з контролем, збільшується кількість колоній стромальних фібробластів кісткового мозку, зростає питома вага багатошарових колоній, що свідчить про його остеоіндуктивні властивості. 
Такі дані свідчать про універсальність застосування емалевих матричних протеїнів  - «Emdogain» при різних оперативних втручаннях на кістковій тканині (пародонтальна хірургія, імплантація, резективна хірургія), поєднання з різними допоміжними матеріалами (кістковими замінниками, мембранами).  

Розробка нових оперативних підходів щодо попередження потрапляння та довготривалого контакту ЕДТА з кістковою тканиною у разі втручань на пародонті природніх зубів, потребує подальшої розробки.    
Особенности влияния эмалевых матричных протеинов - «Emdogain» (Straumann) на культуру остеогенных клеток – предшественников костного мозга ex-vivo.
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Цель: 
Исследовать  непосредственное влияние препарата «Emdogain»  на остеогенные клетки – предшественники костного мозга ex vivo и оценить его остеоиндуктивные свойства по показателю эффективности клонирования.
Материалы и методы: 
Клонирование остеогенных клеток-предшественников – колониеобразующих единиц фибробластов (КОЕф) костного мозга проводили по методике Фриденштейна А.Я. (1973), в модификации Астаховой В.С. (1982). Материалом для исследования служила спонгиоза подвздошной кости здоровых пациентов вне очагов воспаления и  дегенеративно–дистрофического поражения, забор которой проводился во время оперативного вмешательства по поводу  ортопедической патологии. 
Для исследования непосредственного влияния препарата «Emdogain» ex vivo  проводили 4 серии исследований по клонированию КОЕф костного мозга: І группа - с  добавлением травильного геля «Pref Gel» в культуральный флакон во время посадки костно – мозговых клеток; ІІ группа - с добавлением травильного геля «Pref Gel» и «Emdogain»;  ІІІ группа - с добавлением «Emdogain», IV группа – без добавления препаратов (контроль). Регенераторный потенциал костной ткани оценивали по показателю эффективности клонирования КОЕф костного мозга среди 105 ядросодержащих клеток. Вырощено 9 экспериментальных и 6 контрольных культур стромальных фибробластов. 

Результаты:

 Бактериально-грибковый пророст не получено ни в одном случае. Во всех случаях в группах І, ІІ рост колоний стромальных фибробластов не выявлен. Эффективность клонирования КОЕф равнялась 0.  Рост колоний стромальных фибробластов в группе ІІІ наблюдался во всех случаях.   Количество колоний, которые выросли во флаконах колебалось от 127 до 157, среднее количество колоний - 145. Эффективность клонирования колебалась от 13,23 до 16,35 и в среднем составила 15,10±0,95 среди 105 ядросодержащих клеток. В контрольной группе получен рост колоний  во всех случаях, во флаконах выростало от 69 до 152 колоний остеогенных клеток – предшественников костного мозга, среднее количество колоний – 120. Эффективность клонирования колебалась от 7,19 до 15,83 и в среднем составила 12,48±1,24  среди 105 ядросодержащих клеток. Следует подчеркнуть, что ad oculus колонии контрольной и исследуемой групп не отличались между собой, но под влиянием «Emdogain» выростало на 20,8% вероятнее больше колоний, с бóльшим удельным весом многошаровых колоний.   

Выводы:
Комбинация «Emdogain» с «Pref-Gel» и «Pref-Gel» самостоятельно (группы І,ІІ) оказывает негативное влияние на КОЕф костного мозга, о чем свидетельствует отсутствие их роста в культуральных флаконах (ЭКОЕф=0).

Под прямым действием препарата «Emdogain» вероятно, на 20,8% по сравнению с контролем, увеличивается количество колоний стромальных фибробластов костного мозга, увеличивается удельный вес многошаровых колоний, что свидетельствует о его остеоиндуктивных свойствах. 

Такие данные показывают универсальность использования эмалевых матричных протеинов - «Emdogain» при разных оперативных вмешательствах на костной ткани (пародонтальная хирургия, имплантация, резективная хирургия), комбинация с разными вспомагательными материалами (костезамещающими, мембранами).  

Разработка новых оперативных подходов для предотвращения попадания и длительного контакта ЭДТА с костной тканью в случае вмешательств на парадонте природных зубов, требует дальнейших разработок.
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Aim: 
To investigate the direct action of “Amdogain” on osteogenous progenitor cells - colony-forming fibroblast units (CFFU) of human bone-marrow ex vivo and to evaluate its osteoinductive properties.  
Materials and methods:

 Cloning of CFFU of human bone-marrow was provided according to methodic of Fridenshtein O.Y. (1973) in modification of Astachova V.S. (1982). The cancellous iliac bone was taken from healthy patients out of inflammatory and degenerative-dystrophic lesions. The 4 experimental series of CFFU cloning of human bone-marrow were provided: 1 group – with adding of etching gel “Pref-Gel”; 2 group – with adding of “Pref-Gel” with “Amdogain”; 3 – with adding of “Amdogain” only and 4 – without adding of any preparations (control). The action was evaluated according to cloning effectiveness of CFFU of human bone-marrow among 105 nucleus-containing cells. 9 experimental and 6 control colonies were cultivated.  
Results:

 In 1 and 2 groups the growth of stromal fibroblasts wasn’t detected. The effectiveness of CFFU cloning=0. In 3 group in the mean 145 colonies of CFFU grew up with cloning effectiveness of 15,10±0,95.  In control group in the mean 120 colonies grew up.  The cloning effectiveness was 12,48±1,24 among 105 nucleus-containing cells. Ad oculus the colonies from control and investigated groups weren’t differ from each other.

Conclusions:

 “Pref-Gel” and combination of “Pref-gel” with “Amdogain” completely depresses proliferation and differentiation of CFFU in human bone-marrow ex vivo. “Amdogain” on 20,8% in comparison with control group, enhances amount of CFFU colonies in bone-marrow, increasing specific gravity of  multilayer colonies, giving evidence about its osteoinductive properties.  
These data demonstrated the universality of usage of enamel matrix proteins - «Emdogain» in different surgical procedures on bone tissue (periodontal surgery, implantation, resective surgery), combination with defferent additional materials (bone substitutes, membranes).

Development of different surgical techniques preventing longterm contact of bone tissue with EDTA during surguries on periodontal tissues of natural teeth needs further development.  
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