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Цель. Эллаговая кислота (ЭА), фенольный антиоксидант, полезна для здоровья 

костей и заживления ран. Ожидается, что комбинация EA и гидроксиапатита 

(HA) (EA-HA) усилит остеогенез. Целью данного исследования был анализ 

остеогенеза после применения EA-HA по количеству остеобластов и остеокластов 

в кости и экспрессии рецепторного активатора лиганда ядерного фактора каппа-β 

(RANKL), остеопротегерина (OPG) и белок остеокальцин (OCN). 
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Введение 

По мере прогрессирования заболеваний пародонта избыточная резорбция кости 

может привести к дефектам кости. Дефекты периодонтальной кости широко 

распространены в Индонезии, где заболеваемость увеличилась за последнее 

десятилетие [1,2]. По данным Riset Kesehatan Dasar, распространенность этого 

заболевания в 2007 г. составила 23,4%. В 2013 году этот показатель увеличился до 

25,9%, а самые последние данные за 2018 год свидетельствуют о распространенности 

57,6%. Это похоже на США, где 50% взрослого населения страдают от резорбции 

костей по мере прогрессирования заболеваний пародонта. Исследование 

Министерства здравоохранения Индонезии в 2011 году показало, что на дефекты 

костей и заболевания пародонта приходится 60% проблем со здоровьем полости рта в 

Индонезии. 

Прогрессирование костных дефектов в альвеолярный отросток может вызвать 

необходимость ношения полных съемных протезов, особенно если дефект находится 

в нижнечелюстной области переднего отдела, что встречается в четыре раза чаще, 

чем в альвеолярном отростке верхней челюсти [3].  Наиболее часто используемая 

терапия, особенно в случаях большого костного дефекта, заключается в 

использовании костного трансплантата. Этот трансплантат может быть 

аутотрансплантатом, аллотрансплантатом или ксенотрансплантатом [4]. Наиболее 

распространенным источником ксенотрансплантата, который представляет собой 

трансплантат, взятый от другого вида, является бычья кость, которая затем 

обрабатывается до получения чистого минерала гидроксиапатита (ГА). Этот материал 

является хорошим остеокондуктором с соотношением кальция и фосфата, 
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подходящим для использования человеком [5,6,7,]. ГК является одним из материалов, 

обычно используемых для костных трансплантатов, и его легко получить из костей, 

зубов или природных минералов. ГК представляет собой неорганическое соединение, 

содержащееся в костях и зубах человека. Фактически почти 95% зубной эмали 

представляет собой ГК в форме кристаллов ГК кальция. 8 Следовательно, ГК можно 

использовать в виде трансплантата или инертного каркаса для заживления костей, 

поскольку его химическая структура напоминает естественную кость. Кроме того, ГК 

обладает хорошей биосовместимостью, биоаффинностью, биоактивностью, 

свойствами остеоиндукции, остеокондукции и остеоинтеграции [5,9]. 

Повреждение костей запускает процесс заживления костей, который начинается 

с воспаления. Это воспаление увеличивает активность остеокластов, которые играют 

роль в резорбции кости. Ожидается, что подавление воспаления снизит активность 

остеокластов и, таким образом, увеличит скорость образования новой кости 

[5,9]. Можно считать, что включение таких факторов, как эллаговая кислота (ЭА), 

придает материалу костного трансплантата   противовоспалительные свойства. ЭА — 

это соединение, которое обычно содержится в гранатах наряду с другими 

полифенольными соединениями, такими как галлотаннин и антоцианин 

[11]. Соединения полифенолов являются наиболее важными биологически активными 

веществами для поддержания здоровья костей [12]. ЭА предотвращает образование 

свободных радикалов и обладает противовоспалительными, антиоксидантными, 

антиапоптотическими, антимутагенными и противовирусными свойствами [10]. Нет 

сообщений о влиянии комбинации EA и HA на процесс заживления костей. Поэтому 

необходимо изучить, влияет ли сочетание ЭА и ГК на процесс остеогенеза, связанный 

с костными дефектами. Влияние на остеогенез можно наблюдать через экспрессию 

биомаркеров роста костей, таких как активатор рецептора лиганда ядерного фактора 

каппа-β (RANKL), который связывается с цитокином остеопротегерином (OPG), 

продуцируемым остеобластами, и действует как рецептор-приманка для 

RANKL. Остеокальцин (OCN) является еще одним важным компонентом 

формирования костей. Это исследование позволит получить данные, которые будут 

полезны для развития будущих исследований в области биоматериалов и регенерации 

тканей. 

Материалы и методы 

Этический допуск. Этот протокол исследования был одобрен Комитетом по 

этике стоматологического факультета Университета Аирланга 

(431/HRECC.FODM/VII/2019). 

Материалы и антитела. Порошок ГК (BATAN, Джакарта, Индонезия); EA 

(90%, Xi'an Biof Bio-Technology, Шэньси, Китай); полиэтиленгликоль (PEG, 202398, 

Sigma-Aldrich); поликлональное антитело против RANKL (ab216484, 

Abcam); поликлональное антитело против OPG (ab73400, Abcam); моноклональное 

антитело против OCN (ab13418, Abcam). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7906838/#JR_8
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Приготовление ГК и EA-HA. HA и EA-HA были преобразованы в форму геля 

для облегчения нанесения на костные дефекты. Гель ГК готовили путем смешивания 

ГК с ПЭГ в соотношении 1:0,25. EA-HA готовили путем смешивания порошка HA и 

порошка EA в соотношении 97:3. 

Животные. Тридцать здоровых самцов крыс Wistar (Rattus norvegicus) весом от 

200 до 250 г каждый были получены из биомедицинской лаборатории медицинского 

факультета Университета Аирлангга. Крыс разделили на шесть групп по пять 

животных и адаптировали, кормили и снабжали водой в соответствии со 

стандартными протоколами диеты и ухода за животными. 

Модель костного дефекта. Перед созданием костного дефекта все животные 

находились на голодании в течение 12 часов при сохранении свободного доступа к 

воде. Анестезию проводили с использованием 100 мг/кг гидрохлорида кетамина 

(Ketalar, Warner Lambert, Ирландия) и 4 мг/кг ксилазина (X1126, Sigma-Aldrich). 

Дефект кости был создан в латеральной части бедренной кости, в 50 мм от сустава 

между большеберцовой и бедренной костями, в виде 1-сантиметрового разреза 

алмазным круглым бором 0,84 мм (801G; 018, Mesinger, Германия). При этом 

образовался дефект размером 2 мм в диаметре и 2 мм в глубину. При создании 

костного дефекта кость орошалась физиологическим раствором. После сверления 

группы костных дефектов лечили, как описано в Таблица 1 . После обработки 

дефекты ушивали нейлоном (Nylus nylon, нерассасывающийся шовный материал, 

Lotus хирургический, Индия) и местно на рану наносили сульфат гентамицина в дозе 

2–4 мг/кг каждые 24 часа. Животных умерщвляли через 7 или 14 дней лечения и 

иссекали бедренную кость для дальнейшего анализа. 

Анализ остеобластов и остеокластов. Гистологическую оценку проводили 

путем окрашивания гематоксилин-эозином и подсчета количества остеобластов и 

остеокластов под микроскопом при 100-кратном увеличении. Подсчеты проводились 

одним оператором в пяти полях зрения. 

Экспрессия RANKL, OPG и OCN. Гистологическую оценку проводили после 

иммуногистохимического окрашивания путем подсчета количества макрофагов, 

экспрессирующих RANKL, OPG или OCN, под микроскопом при 400-кратном 

увеличении. Подсчеты проводились одним оператором в пяти полях зрения. 

Статистический анализ. Данные были проанализированы с использованием 

одновыборочного критерия Колмогорова-Смирнова для распределения данных 

и критерия Левена для однородности данных. Для оценки экспрессии RANKL, 

OPG и OCN между группами использовали однофакторный дисперсионный 

анализ с наименьшей значимой разницей в качестве апостериорного 

теста. Результаты считались значимыми при p <0,05. 

Результаты исследования 

Количество остеобластов и остеокластов. Гистологическая визуализация 

остеобластов и остеокластов показана на рисунок 1 . Количество остеобластов в 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7906838/table/TB_1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7906838/figure/FI-1/
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группе EA-HA было выше, чем в группе HA на 7-й день ( p = 0,028), и выше, чем в 

группе ПЭГ, на 14-й день ( p = 0,017; 0. Количество остеокластов в группе EA-HA 

было ниже, чем в группе HA ( p = 0,001) или группе ПЭГ ( p = 0,000) как на 7, так и 

на 14 день. 

Экспрессия белка RANKL. Экспрессия RANKL в группе EA-HA была ниже, 

чем в группе HA ( p = 0,001) или PEG ( p = 0,000) как на 7-й, так и на 14-й день (по 

сравнению с группой HA, p = 0,000; по сравнению с группой PEG). 

Экспрессия белка OPG. Экспрессия OPG в группе EA-HA была выше по 

сравнению с группой HA ( p = 0,042; p = 0,018) или группой PEG ( p = 0,001; p = 

0,000) на 7-й и 14-й день соответственно. 

Экспрессия белка OCN. Экспрессия OCN в группе EA-HA была выше, чем в 

группе HA ( p = 0,000; p = 0,004) или группе ПЭГ ( p = 0,016; p = 0,000) на 7-й и 14-й 

день соответственно. 

Обсуждение. Регенерация костного дефекта путем остеогенеза начинается с 

воспаления, которое характеризуется образованием тромбов и фиброзной 

ткани. 14 Макрофаги, нейтрофилы и полиморфноядерные клетки продуцируют 

цитокины и факторы роста, такие как фактор некроза опухоли-α, трансформирующий 

фактор роста-β, фактор роста фибробластов, фактор роста тромбоцитов и 

инсулиноподобный фактор роста, которые наряду с коллагеном стимулируют 

миграцию мезенхимальных клеток. После того, как воспаление прекратилось, 

следующая стадия регенерации включает в себя формирование внеклеточного 

матрикса и кости. Белковые медиаторы, экспрессируемые во время этой фазы, 

включают костный морфогенетический белок, OCN и коллаген. Коллаген образует 

матрицу, вокруг которой происходит отложение и рост кристаллов ГК. В последней 

фазе ремоделирования преобладают OCN, различные цитокины и коллаген I типа. Во 

время воспалительной фазы свободные радикалы на основе кислорода образуются 

фагоцитирующими клетками, такими как моноциты, макрофаги и нейтрофилы, 

расположенными на поверхности кости. 18 Эти свободные радикалы усиливают 

образование остеокластов и резорбцию кости, что препятствует реминерализации 

костного дефекта или места удаления зуба. 19 В нашем исследовании лечение 

костного дефекта ГА-ЭА влияло на воспалительную фазу регенерации. Это 

наблюдалось как торможение процесса резорбции кости; количество остеокластов в 

группе лечения EA-HA было ниже, чем в контрольных группах. Возможно, ЭА 

ингибирует резорбцию кости за счет уменьшения продукции провоспалительных 

цитокинов, запускающих дифференцировку остеокластов. ЭА ингибирует выработку 

цитокинов за счет снижения транскрипции NF-kB, что приводит к усилению апоптоза 

остеокластов. Процесс остеогенеза неотделим от молекулярной триады рецепторного 

активатора ядерного фактора каппа (RANK), RANKL и OPG. RANKL имеет два 

рецептора, RANK и OPG, которые имеют решающее значение для ремоделирования 

кости. RANKL является регулятором образования и активации остеокластов. В кости 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7906838/#JR_14
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7906838/#JR_18
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7906838/#JR_19
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RANKL экспрессируется остеобластами и связывается с RANK на 

остеокластах. Связь RANK-RANKL ускоряет дифференцировку предшественников 

гемопоэтических остеокластов в зрелые остеокласты. OPG, продуцируемый 

остеобластами, действует как рецептор-приманка, который конкурирует с RANK за 

связывание RANKL и, таким образом, ингибирует дифференцировку остеокластов, 

подавляет активацию матрикса остеокластов и индуцирует апоптоз остеокластов. Чем 

больше OPG связывается с RANKL, тем сильнее подавляется процесс резорбции и 

тем быстрее может протекать остеогенез. Наши результаты показывают, что 

экспрессия RANKL и количество остеокластов снижались под действием EA-HA, в 

то время как экспрессия OPG и OCN и количество остеобластов увеличивались. ЭА 

оказывает стимулирующее действие на пролиферацию остеобластов и фибробластов 

и не токсичен для костеобразующих клеток. Он также увеличивает пролиферацию 

стромальных клеток костного мозга человека (клеток-предшественников 

остеобластов) и ингибирует остеокластогенез за счет снижения экспрессии 

устойчивой к тартрату кислой фосфатазы, уменьшения количества RANKL, который 

связывается с остеокластами, и ингибирования резорбции путем предотвращения 

высвобождения спиральные пептидные цепи. Снижение экспрессии RANKL с 

помощью EA-HA эффективно увеличивает экспрессию OPG. Остеобласты, которые 

являются клетками, секретирующими OPG, всегда прямо пропорциональны 

экспрессии OPG, и это условие также подтверждается в этом исследовании 

количеством остеобластов. 

ГК является потенциальным материалом для костных трансплантатов с 

составом, аналогичным составу человеческой кости, с хорошей биосовместимостью и 

остеокондуктивными свойствами При нанесении на костный дефект или лунку после 

экстракции ГК образует биологический апатитовый слой. Этот слой создает среду, 

способствующую рекрутированию и индуцированию пролиферации клеток-

предшественников остеогенеза и их дифференцировки в зрелые остеобласты. ЭА 

обладает противовоспалительной, антибактериальной и антиоксидантной 

активностью и ускоряет заживление костей за счет увеличения количества 

остеобластов. Комбинация EA-HA продуцировала наибольшее количество 

остеобластов в группах с костными дефектами. 

ЭА имеет полифенольные компоненты, которые в основном состоят из 

пуникалагина и проявляют противоопухолевую активность. Концентрации EA от 1 до 

3% проявляют противовоспалительную и противораковую активность в клетках рака 

легких, предстательной железы и головного мозга. Эллагитанниновый компонент ЭА 

обладает антиоксидантным, антибактериальным и противовоспалительным 

действием, нетоксичен для нормальных клеток и ускоряет заживление ран.  OCN 

продуцируется остеобластами и связывает ГК в костном матриксе. Это основной 

молекулярный маркер формирования и регенерации кости. Антиоксидантные 

эффекты EA уменьшают окислительный стресс в остеобластах и стимулируют их 
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активность, тем самым увеличивая продукцию OCN. Группа, получавшая EA-HA, 

демонстрировала самую высокую экспрессию OCN и наибольшее количество 

остеобластов. Это согласуется с предыдущими сообщениями о том, что EA 

увеличивает экспрессию OCN и остеопонтина. ЭА также способен ингибировать 

резорбцию кости путем ингибирования продукции цитокинов и белков, запускающих 

дифференцировку остеокластов. EA ингибирует продукцию цитокинов путем 

ингибирования транскрипции NF-kB. Этот процесс увеличивает дифференцировку 

остеобластов и остеоцитов, увеличивает апоптоз остеокластов и подавляет 

образование остеокластов, тем самым подавляя резорбцию кости. 

Выводы. Терапевтическое применение ГК и ЭА для лечения костных дефектов 

увеличивает количество остеобластов и экспрессию OCN и OPG в кости, при этом 

уменьшая количество остеокластов и экспрессию RANKL. 
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