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ингибируют экспрессию Runx2, Osterix в остеобластах, усилива-
ют экспрессию RANKL и OPG в остеобластах и эпителиальных 
клетках [2]. Данные эффекты могут оказывать влияние на долго-
временную стабильность имплантатов. Один из способов повы-
шения биосовместимости металлов — это модификация состава 
и структуры их поверхности. Нами для улучшения остеоинтегра-
тивных свойств поверхность пористых титановых имплантатов 
была модифицирована углеродсодержащими алмазоподобными 
пленками, полученными методом импульсного дугового распыле-
ния графитовой мишени.

Исходя из вышесказанного, цель данного исследования — оце-
нить биосовместимость композитов «пористый титан — алмазо-
подобное покрытие» (ПTi(а-С)) в эксперименте. 

Материалы и методы 
Эксперимент in vitro выполнен с использованием 7 половозре-

лых кроликах стадного разведения, in vivo на 33-х кроликах. Все 
манипуляции с животными выполняли в соответствии с требова-
ниями гОСТ Р ИСО 10993.2-99. 

In vitro оценивали способность к колониеобразованию и жиз-
неспособность миелокариоцитов, культивируемых в присут-

УДК 591.84:616-092.9

Макарова Э.Б., Захаров Ю.М., Осипенко А.В., Кудрявцева И.П. , Рубштейн А.П., Корч М.А. 
ОСОБЕННОСТИ ФОРМИРОВАНИЯ КОСТНОЙ ТКАНИ  

НА ТИТАНОВЫХ МАТРИЦАХ С АЛМАЗОПОДОБНЫМ ПОКРЫТИЕМ 
IN VITRO И IN VIVO

ФгбУ «УНИИТО им. В.Д. Чаклина, г. Екатеринбург, Российская Федерация; 
Южно-Уральский государственный медицинский университет,

г. Челябинск, Российская Федерация;
гбОУ ВПО Уральский государственный медицинский университет, г. Екатеринбург, Российская Федерация;

Институт физики металлов УрО РАН, г. Екатеринбург, Российская Федерация 

Резюме. Цель данного исследования — оценить биосовме-
стимость композитов «пористый титан — алмазоподобное по-
крытие» (ПTi(а-С)) в эксперименте. Эксперимент выполнен на 
40 кроликах. In vitro выявлено отсутствие токсического влияния 
ПTi(а-С) на миелокариоциты кроликов. In vivo ПTi(а-С) обладает 
способностью активировать остеогенез особенно на ранних сро-
ках наблюдения (4–16 недель после операции) по сравнению с по-
ристым титаном без покрытия. Происходит увеличение количе-
ства остеогенных клеток, количества клеток, экспрессирующих 
щелочную фосфатазу в прооперированном сегменте кости. В ре-
зультате при имплантации ПTi(а-С) образуется функционально 
более зрелая и прочная костная ткань. 

Ключевые слова: титан, алмазоподобная пленка, костная 
ткань, регенерация

Распространенность титана и его сплавов в качестве материа-
лов для изготовления костных имплантатов определяется его вы-
сокой коррозионной стойкостью и биотолерантностью [1]. Одна-
ко титан в тканях организма подвергается коррозии [2], его ио-
ны в клинически значимых концентрациях снижают жизнеспо-
собность остеобластов, остеокластов, эпителиальных клеток [3], 
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ствии ПTi и ПTi(а-С). Цитотоксичность композита ПTi(а-С) оце-
нивали по активности в супернатанте миелокариоцитов лактат-
дегидрогеназы (ЛДг), после инкубации миелокариоцитов кроли-
ка с образцами ПTi и ПTi(а-С). Культивирование миелокариоци-
тов осуществляли в стандартных условиях: использовали 2 ти-
па полной культуральной среды: для культивирования прилипаю-
щей фракции миелокариоцитов (I тип) — RPMI-1640 (ФгУ гНЦ 
«Вектор»), 20% эмбриональной телячьей сыворотки (HyClone), 
L-глютамин 30 мг/100мл среды (Sigma), гентамицин — 5 мг/100 
мл среды [4], плотность посева 5-6х106/мл живых клеток. Для 
функциональной оценки кроветворных клеток (II тип) — полу-
жидкая синтетическая готовая среда MethoCult™, содержащая 
эритропоэтин, рекомбинантные человеческие цитокины — фак-
тор стволовых клеток (rhSCF), колониестимулирующие факто-
ры — гранулоцитарно-макрофагальный (rhGM-CSF), гранулоци-
тарный (rhG-CSF), интерлейкины – ИЛ-3, -6 (rhIL-3, rhIL-6), плот-
ность посева 1х104/мл живых мононуклеаров костного мозга. 
Культивирование проводили в CO2 инкубаторе CELL 48 в течение 
3–32 суток, при абсолютной влажности, 37оС, 4% СО2. 

In vivo кроликам в большеберцовые и бедренные кости имплан-
таровали цилиндрические ПTi(а-С), предварительно насыщен-
ные аутологичными миелокариоцитами, увеличенными в количе-
стве культивированием в течение 14 суток (ПTi(а-С)МК). Контро-
лем являлись ПTi, насыщенный аутологичными миелокариоцита-
ми, увеличенными в количестве культивированием в течение 14 
суток (ПTiМК) и интактные кролики. Подробная характеристика 
имплантатов и методы их получения, методики оперативного вме-
шательства и насыщения имплантатов миелокариоцитами описа-
ны ранее [5]. Сроки выведения животных из эксперимента 2, 4, 
16, 52 недели после операции. 

В эксперименте in vivo изучали морфологию костной ткани, 
проводили ее механические испытания. Прочность костной ткани 
на разрыв в интерфейсе «костное ложе – имплантат» изучали по 
оригинальной методике [5] на универсальной испытательной ма-
шине FP 100/1 и выражали в % от прочности интактной костной 
ткани. Для изучения новообразованной в поровом пространстве 
костной ткани титановую матрицу вытравливали методом глубо-
кого травления по Миргазизову [6]. Костную ткань исследовали 
методом сканирующей электронной микроскопии (на микроско-
пе QUANTA 200) или методом световой микроскопии на тонких 
срезах после декальцинации (в растворе BiodecR), обезвоживания 
в спиртах и окрашивания гематоксилином и эозином. Для объек-
тивизации результатов осуществляли измерение площади зрелой 
новообразованной в порах имплантата костной ткани, при помо-
щи аппаратно-программного комплекса ВидеоТесТ-Мастер «Мор-
фология» 4.0. Подсчитывали количество остеогенных клеток на 
100 мкм2 гистологического препарата, гистохимически выявляли 
активность щелочной фосфатазы (щФ) в клетках остеоцитарно-
го ряда с использованием набора реагентов фирмы Bio-Optica и 
определяли объемную долю профилей клеток остеоцитарного ря-
да с активностью щФ. Ввод изображений осуществляли на циф-
ровом модуле VIDI-CAM при увеличении 400. Анализ изображе-
ний выполнен с использованием программного обеспечения «Ви-
деоТесТ Мастер-Морфология 5.2.». 

В периферической крови методом иммуноферментного анали-
за с использованием наборов Cloud-Clone Corp Organism Species: 
Oryctolagus cuniculus (Rabbit) по прилагаемым к наборам протоко-
лам с использованием контролей определяли концентрации кост-
ного морфогенетического белка-2 (КМб-2) и инсулиноподобного 
ростового фактора-1 (IGF-1). 

Результаты описаны с применением статистических характери-
стик - медиана (Ме) и квартили (Q25; Q75). Для выявления раз-
личий между двумя группами количественных признаков приме-
няли непараметрические критерии для зависимых (тест Уилкоксо-
на) и независимых (тест Манна-Уитни) групп с использованием 
технологии множественной проверки гипотез на основе поправки 
бонферрони. Статистическую гипотезу считали подтвержденной 
при уровне значимости р≤0,05 [7]. 

Исследования, выполненные in vitro, показали, что жизнеспо-
собность клеток при инкубации миелокариоцитов с образцами 
ПTi(а-С) имела тенденцию к увеличению по сравнению с ПTi. 
Морфология прилипающих миелокариоцитов кроликов, в лун-

ках без образцов или с ПTi (контроли), а также в присутствии 
ПTi(а-С) не различалась: большая часть клеток имела типичную 
фибробластоподобную морфологию. Преобладали плотно упа-
кованные расположенные параллельно веретеновидные клетки. 
Культуры не останавливали рост при достижении конфлюэнтного 
монослоя, образуя многослойные тяжистые структуры. При куль-
тивировании на пористых титановых образцах на 3 сутки преиму-
щественно в порах титановых матриц были выявлены кроветвор-
ные клетки и стромальные элементы, часть из них располагались 
морфологически однородными группами клеток – эритроидных и 
гранулоцитарно-макрофагальных, что позволяет предполагать их 
формирование путем дифференциации КОЕэ и КОЕгм. Методом 
сканирующей электронной микроскопии было выявлено образую-
щееся внеклеточное вещество, к 17-21 суткам часть пор была пол-
ностью заполнена компонентами внеклеточного матрикса. На 32-
е сутки количество клеток в поверхностных порах при культиви-
ровании миелокариоцитов на ПTi(a-C) была значимо выше 166% 
(80; 200), чем на ПTi. 

В исследованиях in vivo внедрение ПTi(а-С)МК демонстриро-
вало более высокую и более долговременную активность процес-
сов остеогенеза по сравнению с ПTiМК. При внедрении ПTi(а-С)
МК через 4 недели после операции было выявлено значимое уве-
личение количества остеогенных клеток, клеток, экспрессирую-
щих щФ, увеличивалась объемная доля профилей клеток остео-
цитарного ряда, экспрессирующих щФ, в прилежащем к дефек-
ту сегменте костной ткани по сравнению с их представительством 
в интактной костной ткани и в костной ткани животных, с вне-
дренными ПTiМК. В результате площадь внутреннего порово-
го пространства, занятая зрелой костной тканью, при внедрении 
ПTi(а-С)МК, превышала площадь зрелой костной ткани при вне-
дрении ПTiМК и составляла через 4 недели — 57% (51; 62), через 
52 недели — 68% (65; 69) (р˂0,05), по сравнению с ПTiМК: 54% 
(45; 68) и 59% (33; 60), соответственно. Прочность костной ткани 
на разрыв в интерфейсе «костное ложе — имплантат» также бы-
ла значимо выше при имплантации ПTi(а-С)МК по сравнению с 
ПTiМК на ранних сроках наблюдения: через 4 недели — 58 % (43; 
69), 16 недель — 71 % (68; 72); при имплантации ПTiМК: через 
4 недели — 40,5 % (38.8;41), 16 недель — 47 % (44; 48), соответ-
ственно. К 52 неделям после операции прочность костной ткани 
не отличалась от интактной у животных с ПTiМК и ПTi(а-С)МК.

При внедрении ПTi(а-С)МК было отмечено лучшее состояние 
костного ложа на ранних сроках, характеризующееся меньшей 
выраженностью дистрофических, некротических процессов, ра-
рефикации прилежащей костной ткани, а на поздних сроках (52 
недели после операции) – менее выраженными склеротически-
ми изменениями новообразованной костной ткани. При полуколи-
чественной оценке местной реакции на внедрение имплантатов, 
(учитывающей выраженность воспалительной реакции, васкуля-
ризацию, фиброз, жировую инфильтрацию, наличие травматиче-
ского некроза и инородных веществ (гОСТ ISO 10993-6-2011)), 
среднее количество баллов через 4 недели после операции при 
внедрении ПTi(а-С)МК составило — 0,5 (0; 1,0), ПTiМК — 1,0 
(1,0; 2,0). Наиболее часто выявляемые признаки отличались при 
внедрении ПTiМК и ПTi(a-C)МК. При внедрении ПTiМК наибо-
лее часто выявляли — ограниченные некротические участки кост-
ной ткани (в 41,2%) и ограниченную по протяженности фиброз-
ную прослойку между костным ложем и имплантатом (в 30,8%), 
по условиям данного эксперимента через 4-е недели после им-
плантации у 11,8% на ПTiМК выявлено легкое раздражающее 
действие. При имплантации ПTi(a-C)МК были минимальные про-
явления реакции сосудистого звена в (41,2%); редкие скопления 
от 2 до 5 плазматических клеток (33,3%). Соединительнотканые 
элементы в интерфейсе «костное ложе – имплантат» отмечены 
в 8,3%, что было расценено нами как морфологический признак 
лучшей остеоинтеграции ПTi(a-C)МК. На внедрение ПTi(a-C)МК 
у 1 из 12-и кроликов выявлено местное легкое раздражающее дей-
ствие. В динамике местная реакция на имплантаты уменьшается 
при внедрении обоих типов имплантатов: через 16 недель — 1,0 
(0; 1,0), 0 (0; 0); 52 недели — 0 (0; 0,5), 0 (0; 0) при внедрении 
ПTiМК и ПTi(a-C)МК соответственно.

Механизмы регуляции репаративной регенерации костной тка-
ни опосредуются системными (гормональными, нейроэндокрин-
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ными факторами, витаминами) и локальными (ростовые факто-
ры, цитокины, костные морфогенетические белки) факторами. 
При внедрении ПTiМК концентрация КМб-2 (локального росто-
вого фактора) в периферической крови увеличивалась через 4 не-
дели до 194,1% (р≤0,043) и нормализовалась к 16-и неделям по-
сле операции. Концентрация IGF-1 изменялась статистически не 
значимо. В регуляции репаративной регенерации при внедрении 
ПTi(a-C)МК были задействованы, как локальный ростовой фактор 
(КМб-2), так и системный гормональный, что отличает данную 
серию от животных, с ПTiМК. Концентрация IGF-1 у кроликов с 
ПTi(a-C)МК была повышена в течение 16 недель после операции 
с максимумом изменений через 4 недели — 405% (р≤0,017), по 
сравнению с уровнем до операции. Аналогична динамика концен-
трации КМб-2. Через 4 недели после операции она возрастает до 
319,4% (р≤0,017) по сравнению с уровнем до операции и значимо 
превышает аналогичный показатель в группе с ПTiМК более чем 
в 2 раза. Участие системных регуляторов остеогенеза, более выра-
женное увеличение концентрации локальных факторов, индуци-
рующих остеогенез, косвенно подтверждает большую напряжен-
ность процессов репаративного остеогенеза.

Таким образом, помимо остеокондуктивности и способности в 
течении репаративного этапа противостоять формированию сое-
динительной ткани, стремящейся быстро заполнить пространство 
дефекта кости, пористый титан с алмазоподобной обладает спо-
собностью активировать остеогенез. 
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Makarova E. B, Zakharov Yu. M., Osipenko A.V., 
Kudryavtseva I. P., Rubshtein A. P, Korch, M.A.

FEATURES OF BONE TISSUE FORMATION 
ON TITANIUM MATRIX WITH DIAMOND-

LIKE COATING IN VITRO AND IN VIVO
FGBU Ural Scientific Research Institute of Traumatology and 

Orthopaedics named after V.D.Chaklin, Yekaterinburg;
South Ural State Medical University, Chelyabinsk;

Ural State Medical University, Yekaterinburg;
The Institute of Metal Physics named after M.N. Miheev of Ural 

Branch of RAS, Yekaterinburg, Russian Federation

Abstract. The purpose of this study was to evaluate the 
biocompatibility of composites «porous titanium — diamond-like 
coating» (PTi(a-C)) in the experiment. The experiment was performed 
on 40 rabbits. In vitro revealed no toxic effects of PTi(a-C) on the 
mielokaryocytes of rabbits. In vivo PTi(a-C) has the ability to activate 
bone formation especially in the early observation periods (4–16 
weeks) as compared with porous titanium without any coating. There 
is an increase in the number of osteogenic cells, the number of cells 
that expressed alkaline phosphatase in the operated bone segment. As 
a result, when implantation PT(a-C) a more mature and functionally 
strong bone was formed. 

Keywords: titanium, diamond-like film, bone tissue, regeneration
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прессию генома, способны присоединяться к ДНК клеток и опти-
мизировать их работу (рисунок 1).

Рисунок 1. Олигопептид взаимодействует с ДНК, изменяя рабо-
ту генома клетки [4].

Это лежит в основе анаболического эффекта олигопептидов и 
может быть использовано с геропрофилактической целью, так как 
в организме при старении анаболизм снижается [2, 3]. Особенно-
стью олигопептидов является адресная ориентированность в от-
ношении отдельных видов клеток [3], механизм такой тропности, 
по-видимому, отчасти объясняется их высоким содержанием в со-
ответствующих клетках. Однако, в литературе отсутствует инфор-
мация о том, насколько глобальны изменения, происходящие при 
этом в хроматине клеток, могут ли они служить мерилом биоло-
гического возраста пациента.

геропротекторная терапия особенно актуальна при патологии 
ЦНС, т.к. возрастные изменения нарушения функционирования 
головного мозга, связанные с конкретной патологией, приводят к 
ускоренному старению [1, 5]. Показана способность глу-асп-арг 
увеличивать устойчивость нейронов головного мозга животных к 
гипоксическому стрессу [6]. Адресно-клеточно-ориентированное 
геропрофилактическое действие пептидов может быть в первую 
очередь опосредовано метаболическими или клеточными реак-
циями. Однако, объективные данные о состоянии биологическо-
го возраста пациентов под влиянием клеточно-ориентированных 
геропрофилактических средств отсутствуют. Недостаточно рас-
шифрованы, помимо воздействия на геном клетки, другие воз-
можные механизмы их действия как средств геропрофилактики. 
Эта важная для геронтологии, превентивной гериатрии и клиники 
тема остается недостаточно разработанной. В частности, отсут-
ствуют такие важные сведения, как влияние на базовый метабо-
лизм и динамику клеточных популяций организма, в частности — 
разных видов стволовых полипотентных клеток. Перорально ис-
пользуемые геропрофилактические средства у человека, лишен-
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Резюме. Одним из перспективных направлений в геропрофи-
лактике является адресное клеточно-ориентированное воздей-
ствие. была оценена клеточно-метаболическая составляющая ге-
ропрофилактического механизма действия олигопептидов лизил-
глутамил-аспарагина (лиз-глу-асп) и глутамил-аспаригил-аргинин 
(глу-асп-арг) для коррекции биологического возраста у 59 пациен-
тов с паспортным возрастом от 41 до 75 лет, имеющих полимор-
бидную патологию в стадии ремиссии. Олигопептиды векторно 
ориентированы на клетки сосудов центральной нервной системы 
(ЦНС) — лиз-глу-асп и нейроны —глу-асп-арг. биохимически-
ми, физиологическими, морфологическими методами под контро-
лем исследования биологического возраста показано, что олиго-
пептиды лиз-глу-асп и глу-асп-арг обладают некоторым гиперли-
пидемическим и гиперпротеинемическим метаболическими эф-
фектами, улучшают деятельность ЦНС и других жизненно важ-
ных органов, что приводит к снижению биологического возраста, 
реализуя через цитопротекторные механизмы (судя по динамике 
CD34+). Наибольшую геропрофилактическую эффективность вы-
явило комплексное использование одновременно обоих олигопеп-
тидов. Они могут применяться как геропрофилактические сред-
ства нейро-вазо-протекторного типа. Механизм геропрофилакти-
ческого действия олигопептидов сопровождается метаболически-
ми адаптивными перестройками в организме белково-липидного 
анаболического и аэробно-катаболического характера. Воздей-
ствие олигопептидов и стволовых клеток на ЦНС, возможно, осу-
ществлялось непосредственным или опосредованным через гема-
тоэнцефалический барьер ангио-, нейро- клеточным механизмом. 

Ключевые слова: олигопептиды, клетка, метаболизм, поли-
морбидность, биовозраст, превентивная гериатрия

Актуальность
Одним из перспективных направлений в геропрофилактике яв-

ляются адресные клеточно-ориентированные воздействия. Они 
в большей степени нацелены на причину патологического про-
цесса, состояния или заболевания, чем на коррекцию патогенеза 
или симптоматики, а потому — более эффективны. Среди потен-
циально возможных средств геропрофилактики обращают на се-
бя внимание олигопептиды, векторно ориентированные на клетки 
сосудов центральной нервной системы (ЦНС) (лизил-глутамил-
аспарагин: лиз-глу-асп) и нейроны — аргинил-глутамил-
аспаригин (арг-глу-асп) [1,2,3]. Олигопептиды увеличивают экс-


