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Í. Þ. Êîâàëüêî è äð.
Áèîñîâìåñòèìîñòü íàíîêåðàìèêè íà îñíîâå äèîêñèäà öèðêîíèÿ ñ êóëüòèâèðóåìûìè êëåòêàìè

Ïðåäñòàâëåíû äàííûå ïî êóëüòèâèðîâàíèþ êëåòîê ïîñòîÿííîé òðàíñôîðìèðîâàííîé êëåòî÷íîé ëè-
íèè ÑÍÎ-K1 (êëåòêè ÿè÷íèêà êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà) è äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà íà ñèíòåçèðî-
âàííîì áèîêåðàìè÷åñêîì ìàòåðèàëå íà îñíîâå t-ZrO2 ñîñòàâà (ZrÎ2)0.92(Y2O3)0.03(ÑeO2)0.05 ñ âûñîêîé
ñòåïåíüþ òåòðàãîíàëüíîñòè. Çàäà÷à ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â èññëåäîâàíèè áèîñîâìåñòèìîñòè ñèíòåçèðî-
âàííîãî êåðàìè÷åñêîãî ìàòåðèàëà íà îñíîâå äèîêñèäà öèðêîíèÿ ñ êëåòêàìè â êóëüòóðå è âëèÿíèÿ åãî íà
èõ æèçíåñïîñîáíîñòü. Äåéñòâèå òåñòèðóåìîãî êåðàìè÷åñêîãî ìàòåðèàëà íà êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè îöå-
íèâàëè ïî èçìåíåíèþ èõ ìîðôîëîãèè (ìåòîäàìè ñâåòîâîé è ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè) è
ïðîëèôåðàöèè (ïóòåì ïîäñ÷åòà â êàìåðå Ãîðÿåâà è ôîòîêîëîðèìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì). Ðåçóëüòàòû ïðî-
äåìîíñòðèðîâàëè áèîñîâìåñòèìîñòü ìàòåðèàëà íà îñíîâå t-ZrO2 ñ êóëüòèâèðóåìûìè êëåòêàìè, ÷òî ïî-
çâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü ñîõðàíåíèå åãî ñâîéñòâ in vivo ïðè èìïëàíòàöèè â îðãàíèçì ÷åëîâåêà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: áèîêåðàìèêà íà îñíîâå t-ZrO2, æèäêîôàçíûé ñèíòåç, êëåòêè ÑÍÎ-K1, ïðîëè-
ôåðàöèÿ, ìîðôîëîãèÿ, áèîñîâìåñòèìîñòü.

Èññëåäîâàíèÿ, ðàçðàáîòêà è ïðîèçâîäñòâî áèîêåðà-
ìè÷åñêèõ ìàòåðèàëîâ ñîñòàâëÿþò ñóùåñòâåííûé ñåãìåíò
ñîâðåìåííîãî ðûíêà íàóêîåìêèõ òåõíîëîãèé. Àíàëèç
îòå÷åñòâåííîé (Âåðåñîâ è äð., 2000; Çàõàðîâ, 2009; Ëåáå-
äåíêî è äð., 2010) è çàðóáåæíîé (Piconi, Maccauro, 1999;
Chevalier et al., 2007) íàó÷íîé ëèòåðàòóðû ïîçâîëÿåò êîí-
ñòàòèðîâàòü, ÷òî â ïîñëåäíåå äåñÿòèëåòèå ñôîðìèðîâàëñÿ
íîâûé ðàçäåë íàóêè — áèîìàòåðèàëîâåäåíèå. Îñíîâíàÿ
çàäà÷à ýòîãî íàïðàâëåíèÿ çàêëþ÷àåòñÿ â ðåøåíèè ïðîáëå-
ìû ïîëó÷åíèÿ áèîìàòåðèàëîâ íà îñíîâå îêñèäíûõ íàíî-
êåðàìè÷åñêèõ êîìïîçèöèé äëÿ ðàçëè÷íûõ îòðàñëåé ìåäè-
öèíû, â ÷àñòíîñòè äëÿ ñòîìàòîëîãèè.

Ñïåêòð âîçìîæíûõ ðåøåíèé ñ ïðèìåíåíèåì êåðàìèêè
â ñîâðåìåííîé âîññòàíîâèòåëüíîé ñòîìàòîëîãèè äîâîëüíî
øèðîê. Îáúåìû òðåáóåìûõ ìàòåðèàëîâ ïîñòîÿííî ðàñòóò.
Îäíîé èç âàæíûõ çàäà÷ â îáëàñòè áèîìàòåðèàëîâåäåíèÿ
ÿâëÿåòñÿ ñîçäàíèå òàêîãî èìïëàíòàòà, êîòîðûé áûë áû
áèîñîâìåñòèì ñ êëåòêàìè òêàíè, áûë ëåãêèì è äîëãîâå÷-
íûì, íå ïîäâåðãàëñÿ àãðåññèâíîìó âîçäåéñòâèþ îðãàíèçìà.

Êàê èçâåñòíî èç ðàáîò ðÿäà àâòîðîâ (Ìèõàéëèíà
è äð., 2010; Âàôèí è äð., 2011), êåðàìèêà èç äèîêñèäà
öèðêîíèÿ ïîëíîñòüþ áèîñîâìåñòèìà, íå âûçûâàåò àëëåð-
ãèè è íå ïîäâåðæåíà êîððîçèè; åå ìîæíî ïðèìåíÿòü ïðè
ñîçäàíèè èìïëàíòàòîâ ëþáîé ñëîæíîñòè è êîíôèãóðàöèè
äëÿ ÷åëþñòíî-ëèöåâîé õèðóðãèè. Êðîìå òîãî, ïîëíîñòüþ
îòñóòñòâóåò ïðîöåññ ðåöåññèè äåñíû, ïðè êîòîðîì òêàíü
äåñíû âîêðóã êîðîíîê àòðîôèðóåòñÿ è îòõîäèò, îáíàæàÿ
îñíîâàíèå çóáà (Ðîãîæíèêîâ è äð., 2012).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íà îòå÷åñòâåííîì ðûíêå êåðàìèêà
íà îñíîâå äèîêñèäà öèðêîíèÿ ïðåäñòàâëåíà ëèøü çàðó-

áåæíûìè ïðîèçâîäèòåëÿìè èç ßïîíèè, Ãåðìàíèè, ÑØÀ,
Èçðàèëÿ è äð. Ïîýòîìó îñòðî ñòîèò âîïðîñ ïî ñîçäàíèþ
îòå÷åñòâåííîãî ìàòåðèàëà, íå óñòóïàþùåãî ïî ñâîèì õà-
ðàêòåðèñòèêàì èìïîðòíûì àíàëîãàì.

Íà÷èíàÿ ñ 80-õ ãîäîâ ÕÕ â., äëÿ ìèíèìèçàöèè êîëè-
÷åñòâà ïîäîïûòíûõ æèâîòíûõ èëè ïîëíîé èõ çàìåíû äëÿ
èçó÷åíèÿ òîêñè÷íîñòè ðàçëè÷íûõ ïðåïàðàòîâ è ñîåäèíå-
íèé èñïîëüçóþò àëüòåðíàòèâíûå áèîëîãè÷åñêèå ìîäåëè.
Îäíîé èç òàêèõ ìîäåëåé ÿâëÿþòñÿ êóëüòèâèðóåìûå êëåò-
êè (Äÿäèùåâ è äð., 1998; ×åðâîíñêàÿ, 1998). Êóëüòóðû
êëåòîê ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ â êà÷åñòâå áèîëîãè÷åñêèõ
òåñò-ñèñòåì âñå ÷àùå èñïîëüçóþòñÿ èññëåäîâàòåëÿìè
ââèäó èõ äîñòóïíîñòè, âîçìîæíîñòè êîíòðîëÿ è áîëüøåé
âîñïðîèçâîäèìîñòè ïî ñðàâíåíèþ ñ òåñò-ñèñòåìàìè
in vivo. Ê òîìó æå íåìàëîâàæíóþ ðîëü èãðàåò ñîêðàùå-
íèå âðåìåíí*ûõ è ýêîíîìè÷åñêèõ çàòðàò (Botham et al.,
1996; Åðîïêèí, Åðîïêèíà, 2003). Äðóãîå ïðåèìóùåñòâî
êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê — âîçìîæíîñòü ïðèæèçíåííîãî
âèçóàëüíîãî íàáëþäåíèÿ ïîä èíâåðòèðîâàííûì ìèêðî-
ñêîïîì ñîñòîÿíèÿ êëåòîê â òå÷åíèå âñåãî ýêñïåðèìåíòà
(Combes, 2001).

Âñå ìàòåðèàëû, èñïîëüçóåìûå â ìåäèöèíå, äîëæíû
ïðîõîäèòü òîêñèêîëîãè÷åñêèå èñïûòàíèÿ äî íà÷àëà èõ
ïðàêòè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ. Èõ ïåðâàÿ ôàçà íà ýòàïå ðàç-
ðàáîòêè ìàòåðèàëîâ — èññëåäîâàíèå áàçîâîé (îáùåé) öè-
òîòîêñè÷íîñòè. Âçàèìîäåéñòâèå êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê
â ýêñïåðèìåíòàõ in vitro ñ îáðàçöàìè ìàòåðèàëîâ ëèáî ñ
êàêèì-òî àãåíòîì ñâèäåòåëüñòâóåò î âëèÿíèè òåñòèðóåìî-
ãî ìàòåðèàëà èëè àãåíòà íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê è
ÿâëÿåòñÿ êðèòåðèåì îöåíêè öèòîòîêñè÷åñêîãî âîçäåéñò-
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âèÿ íà êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè. Ìåòîä êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê ïîçâîëÿåò ÷åòêî îïðåäåëèòü ïðîÿâëåíèå îáùåãî
öèòîòîêñè÷åñêîãî âëèÿíèÿ òåñòèðóåìîãî ìàòåðèàëà èëè
êàêîãî-ëèáî äðóãîãî àãåíòà íà ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâ-
íîñòü êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê (Áëèíîâà è äð., 2002; Âî-
ðîíêèíà è äð., 2003; Àëåêñàíäðîâà è äð., 2015). Ýòî ìî-
æåò âûðàæàòüñÿ â èçìåíåíèè ìîðôîëîãèè êëåòîê, ïðèñóùåé
äàííîìó êëåòî÷íîìó òèïó, è â ñíèæåíèè ôóíêöèîíàëüíîé
àêòèâíîñòè êëåòîê, â ÷àñòíîñòè â íåäîñòàòî÷íîé àäãåçèè
ê ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ñîñóäà, îòñóòñòâèè ìèãðà-
öèè è ñíèæåíèè ïðîëèôåðàöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëü-
íûì âàðèàíòîì.

Êàê áûëî ïîêàçàíî â ñïåöèàëüíûõ èññëåäîâàíèÿõ ïî
òîêñèêîëîãèè, îöåíêà îáùåé öèòîòîêñè÷íîñòè âåùåñòâ
îïðåäåëÿåòñÿ ïî ñîñòîÿíèþ êëåòî÷íûõ êóëüòóð, èõ ðîñòó
è æèçíåñïîñîáíîñòè. Àíàëèç äàííûõ, ïîëó÷åííûõ â òà-
êèõ èññëåäîâàíèÿõ, ïîêàçàë, ÷òî ïðåäïî÷òèòåëüíåå èñ-
ïîëüçîâàòü êóëüòóðû êëåòîê æèâîòíûõ è ÷åëîâåêà (Waku-
ri et al., 1993; Êàðêèùåíêî, 2006).

Äèîêñèä öèðêîíèÿ, ñòàáèëèçèðîâàííûé â òåòðàãî-
íàëüíîé ìîäèôèêàöèè t-ZrO2, ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê ïåðñ-
ïåêòèâíûé ìàòåðèàë äëÿ ðåñòàâðàöèîííîé ñòîìàòîëîãèè,
ïîñêîëüêó îáëàäàåò êîìïëåêñîì óíèêàëüíûõ ôèçèêî-ìå-
õàíè÷åñêèõ ñâîéñòâ, â ÷àñòíîñòè õèìè÷åñêîé è ñòðóêòóð-
íîé ñòàáèëüíîñòüþ, âûñîêîé óñòîé÷èâîñòüþ ê òðåùèíàì,
òâåðäîñòüþ è ïðî÷íîñòüþ, à òàêæå îáëàäàåò ñâåòîïðîíè-
öàåìîñòüþ, ñõîäíîé ïî ïîêàçàòåëÿì ñ íàòóðàëüíûìè òêà-
íÿìè çóáà. Â îòëè÷èå îò ìåòàëëà (íàïðèìåð, çîëîòà) ïðè
èçãîòîâëåíèè êîðîíîê è ìîñòîâèäíûõ ïðîòåçîâ òîëùèíà
êàðêàñà èç äèîêñèäà öèðêîíèÿ íå áóäåò ïðåâûøàòü
0.4 ìì, ÷òî ïîçâîëèò ïðîâîäèòü ìèíèìàëüíóþ îáòî÷êó
çóáîâ.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — ïðîâåðêà áèîñîâìåñòèìî-
ñòè ñèíòåçèðîâàííîãî êåðàìè÷åñêîãî ìàòåðèàëà íà îñíî-
âå äèîêñèäà öèðêîíèÿ ñ êóëüòèâèðóåìûìè êëåòêàìè, âëè-
ÿíèÿ åãî íà ïðîëèôåðàöèþ è ìîðôîëîãèþ êëåòîê.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ñ è í ò å ç ê å ð à ì è ÷ å ñ ê î ã î ì à ò å ð è à ë à ñ î ñ ò à -
â à (ZrÎ2)0.92(Y2O3)0.03(ÑeO2)0.05. Ýòîò ìàòåðèàë ñèíòåçèðî-
âàí íàìè æèäêîôàçíûì ìåòîäîì õèìè÷åñêîãî îñàæäåíèÿ
ãèäðîêñèäîâ öèðêîíèÿ è èòòðèÿ èç àçîòíîêèñëûõ ðàñòâî-
ðîâ ñîëåé âîäíûì ðàñòâîðîì àììèàêà. Ñïåêàíèå íàíî-
äèñïåðñíûõ ïîðîøêîâ íà îñíîâå t-ZrO2 â âèäå ñïðåññî-
âàííûõ êîìïàêòîâ ïðîâîäèëè â èíòåðâàëå òåìïåðàòóð

1100—1350 °Ñ. Ïîäðîáíàÿ òåõíîëîãèÿ ïîëó÷åíèÿ ýòîãî
êåðàìè÷åñêîãî ìàòåðèàëà îïèñàíà íàìè ðàíåå (Ìîðîçîâà
è äð., 2012, 2014). Äëÿ íàãëÿäíîé èëëþñòðàöèè îäíîé èç
âàæíåéøèõ õàðàêòåðèñòèê ìàòåðèàëà íà ðèñ. 1 ïîêàçàíà
èññëåäîâàííàÿ íàìè ìèêðîñòðóêòóðà êåðàìèêè íà îñíîâå
òåòðàãîíàëüíîãî òâåðäîãî ðàñòâîðà íà îñíîâå t-ZrO2. Êàê
âèäíî íà ðèñ. 1, ìàòåðèàë ÿâëÿåòñÿ õîðîøî çàêðèñòàëëè-
çîâàííûì è î÷åíü ïëîòíûì, îòêðûòàÿ ïîðèñòîñòü íå ïðå-
âûøàåò 1 %, ñðåäíèé ðàçìåð êðèñòàëëèòîâ t-ZrO2 —
70 íì.

Ê ë å ò î ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û. Ìîäåëüíûìè òåñò-îáúåê-
òàìè ñëóæèëè êóëüòóðû êëåòîê äâóõ ëèíèé — ïîñòîÿí-
íîé ÑÍÎ-K1 è êëåòêè êîæè ÷åëîâåêà, âûäåëåííûå è
êóëüòèâèðóåìûå äàëåå. Êëåòêè ïîñòîÿííîé òðàíñôîð-
ìèðîâàííîé êëåòî÷íîé ëèíèè ÑÍÎ-K1 (êëåòêè ÿè÷íèêà
êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà) ïîëó÷åíû èç êîëëåêöèè êëåòî÷-
íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã). Òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòî÷íûå ëèíèè ÿâëÿþòñÿ
ñòàíäàðòíûìè ïî ñâîèì ôóíêöèîíàëüíûì ñâîéñòâàì è
ïîýòîìó èñïîëüçóþòñÿ äëÿ ïåðâè÷íîãî ñêðèíèíãà öèòî-
òîêñè÷íîñòè. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå F12, ñî-
äåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè ïëîäîâ êî-
ðîâ. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ëóíêàõ 48-ëóíî÷íîé ïëà-
òû. Êîëè÷åñòâî ñðåäû â êàæäîé ëóíêå ñîñòàâëÿëî
500 ìêë, äîçà ïîñåâà êëåòîê íà 1 ëóíêó — 100 êëåòîê â
25 ìêë ïèòàòåëüíîé ñðåäû, âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëå-
òîê — 7 ñóò.

Äåðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû ÷åëîâåêà âûäåëÿëè èç
êîæè, ïîëó÷åííîé â ðåçóëüòàòå ïëàñòè÷åñêîé îïåðàöèè.
Ïîñëå âûäåëåíèÿ èç òêàíè ôèáðîáëàñòû êóëüòèâèðîâàëè
â ïèòàòåëüíîé ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé 10 % FBS, â òå-
÷åíèå íåñêîëüêèõ ïàññàæåé, çàòåì ñîõðàíÿëè èõ â àòìî-
ñôåðå æèäêîãî àçîòà. Â ïðîöåññå âûïîëíåíèÿ ýêñïåðè-
ìåíòà êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â 48- è 96-ëóíî÷íûõ ïëàí-
øåòàõ. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â 96-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ â
êîíòðîëüíûå ëóíêè (12 øò.) âíîñèëè ïî 50 êëåòîê â
250 ìêë ïèòàòåëüíîé ñðåäû. Â ýêñïåðèìåíòàëüíûå ëóíêè
(24 øò.) âíîñèëè ïî 50 êëåòîê â 50 ìêë ñðåäû, à çàòåì äî-
áàâëÿëè 200 ìêë ñðåäû, â êîòîðîé íå ìåíåå 2 íåä íàõî-
äèëñÿ èññëåäóåìûé ìàòåðèàë â ôîðìå òàáëåòêè.

Ï î ä ã î ò î â ê à î á ð à ç ö î â ò å ñ ò è ð ó å ì î ã î ì à -
ò å ð è à ë à ä ë ÿ è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ å ã î ö è ò î ò î ê ñ è ÷ -
í î ñ ò è. Îáðàçöû êåðàìèêè ïðåäâàðèòåëüíî ñòåðèëèçîâà-
ëè àâòîêëàâèðîâàíèåì â äåèîíèçîâàííîé âîäå â òå÷åíèå
20 ìèí ïîä äàâëåíèåì â 1 àòì. Ñòåðèëüíûé îáðàçåö ýêñ-
ïîíèðîâàëè â òå÷åíèå íå ìåíåå 2 íåä â ÑÎ2-èíêóáàòîðå
ïðè 37 °Ñ (óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê) â ðîñòîâîé

892 Í. Þ. Êîâàëüêî è äð.

Ðèñ. 1. Âíåøíèé âèä (à) è ìèêðîñòðóêòóðà (á) êåðàìèêè íà îñíîâå t-ZrO2.



ïèòàòåëüíîé ñðåäå F12 äëÿ êëåòîê ÑÍÎ-K1 èëè DMEM
äëÿ äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ñ öåëüþ îïðåäåëåíèÿ â
ýòèõ óñëîâèÿõ ýêñòðàêöèè êîìïîíåíòîâ êåðàìèêè â ïèòà-
òåëüíóþ ñðåäó, ñïîñîáíûõ îêàçûâàòü öèòîòîêñè÷åñêîå
âîçäåéñòâèå íà êëåòêè. Îáå ñðåäû ñîäåðæàëè 10 % FBS.

Î ö å í ê à â î ç ä å é ñ ò â è ÿ ê å ð à ì è ÷ å ñ ê î ã î ì à -
ò å ð è à ë à í à ê ë å ò ê è. Îöåíèâàëè ïî äâóì ïàðàìåò-
ðàì — ìîðôîëîãèÿ (êà÷åñòâåííûé) è ïðîëèôåðàöèÿ (êî-
ëè÷åñòâåííûé) êëåòîê. Ìîðôîëîãèþ êëåòîê îöåíèâàëè
äâóìÿ ñïîñîáàìè — ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèåé (ïðèæèçíåí-
íûå íàáëþäåíèÿ ïîä èíâåðòèðîâàííûì ìèêðîñêîïîì â
ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê) è ñêàíèðóþùåé ýëåêò-
ðîííîé ìèêðîñêîïèåé ôèêñèðîâàííûõ êëåòîê.

Ñ ê à í è ð ó þ ù à ÿ ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ.
Êëåòêè ðàññåâàëè â 4-ëóíî÷íîé ïëàòå ñ äèàìåòðîì ëóíîê
1 ñì. Â 2 ëóíêè ïîìåùàëè ïî îäíîé «òàáëåòêå» òåñòèðóå-
ìîãî ìàòåðèàëà è íà èõ ïîâåðõíîñòü âûñåâàëè ïî
1000 êëåòîê â 100 ìêë ïèòàòåëüíîé ñðåäû (ýêñïåðèìåíò).
Â 2 äðóãèå ëóíêè âíîñèëè òàêîå æå êîëè÷åñòâî êëåòîê, íî
áåç òåñòèðóåìîãî ìàòåðèàëà (êîíòðîëü). ×åðåç 2 ñóò íà-
áëþäåíèÿ çà êëåòêàìè êîíòðîëüíîãî âàðèàíòà, óáåäèâ-
øèñü, ÷òî îíè íîðìàëüíî ðàñòóò, êëåòêè íà òàáëåòêå ôèê-
ñèðîâàëè â ðàñòâîðå ãëóòàðàëüäåãèäà äëÿ ñêàíèðóþùåé
ìèêðîñêîïèè. Â êà÷åñòâå âòîðîãî êîíòðîëÿ áûëà âûïîë-
íåíà ñêàíèðóþùàÿ ìèêðîñêîïèÿ ïîâåðõíîñòè òàáëåòêè
áåç êëåòîê. Èñïîëüçîâàëè ìèêðîñêîï GSM-35.7 (ßïîíèÿ).

Ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í à ÿ î ö å í ê à ï ð î ë è ô å ð à ö è è
ê ë å ò î ê. Èñïîëüçîâàëè ñïîñîáû ïîäñ÷åòà ÷èñëà êëå-
òîê — â êàìåðå Ãîðÿåâà è ôîòîêîëîðèìåòðè÷åñêèé ìå-
òîä. Ïîäñ÷åò êëåòîê ÑÍÎ-K1 âûïîëíÿëè â êàìåðå Ãîðÿå-
âà ÷åðåç 7 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Êëåòêè îòêðåïëÿëè îò
ïîâåðõíîñòè êàæäîé ëóíêè ñìåñüþ ðàñòâîðà òðèï-
ñèí—âåðñåí (â ñîîòíîøåíèè 1 : 1) è â îáðàçîâàâøèõñÿ
ñóñïåíçèÿõ ñ÷èòàëè èõ ÷èñëî â êàìåðå Ãîðÿåâà. Ôîòîêî-
ëîðèìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì îöåíèâàëè ïðîëèôåðàöèþ
äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè, îêðà-
øèâàëè ãåíöèàí-âèîëåòîì, çàòåì êðàñèòåëü ýêñòðàãèðî-
âàëè è îïðåäåëÿëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ðàñòâîðà. Äëÿ
îïðåäåëåíèÿ ÷èñëà êëåòîê ïðåäâàðèòåëüíî ñòðîèëè êà-
ëèáðîâî÷íóþ êðèâóþ äëÿ äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ,
êóëüòèâèðóåìûõ áåç âîçäåéñòâèÿ òåñòèðóåìîãî ìàòåðèà-
ëà. Ïîñåâ êëåòîê ïðîâîäèëè ïî ñëåäóþùåé ñõåìå: â ïåð-
âóþ è âòîðóþ ëóíêè 96-ëóíî÷íîé ïëàòû âíîñèëè ïî
15 000 êëåòîê â 100 ìêë ñðåäû. Ïåðâàÿ ëóíêà, â êîòîðóþ
áûëî âíåñåíî 15 000 êëåòîê, îñòàâàëàñü êîíòðîëüíîé áåç
èçìåíåíèÿ. Â ñëåäóþùèå ëóíêè (ñ 3-é ïî 12-þ) âíîñèëè
òîëüêî ïî 50 ìêë ñðåäû áåç êëåòîê, çàòåì èç 2-é ëóíêè çà-
áèðàëè 50 ìêë ñðåäû ñ êëåòêàìè è ïåðåíîñèëè â 3-þ, çà-
òåì òàêæå 50 ìêë ñðåäû ñ êëåòêàìè, âçÿòîé èç 3-é ëóíêè,
ïåðåíîñèëè â 4-þ è ò. ä., îñóùåñòâëÿÿ ïîñëåäîâàòåëüíûé
ïåðåíîñ êëåòîê âïëîòü äî 12-é ëóíêè, óìåíüøàÿ âñÿêèé
ðàç â î÷åðåäíîé ëóíêå êîëè÷åñòâî êëåòîê â 2 ðàçà. Ïîñëå
àäãåçèè êëåòîê ê ïîâåðõíîñòè ëóíêè (÷åðåç 1 ÷ ïîñëå ïî-
ñåâà) ñðåäó óäàëÿëè, à âñå ïðèêðåïèâøèåñÿ êëåòêè àêêó-
ðàòíî ïðîìûâàëè ñáàëàíñèðîâàííûì ñîëåâûì ðàñòâîðîì
PBS, ôèêñèðîâàëè 70%-íûì ýòèëîâûì ñïèðòîì (100 ìêë)
â òå÷åíèå 15 ìèí, ïîñëå ÷åãî îêðàøèâàëè 0.1%-íûì ðàñò-
âîðîì ãåíöèàí-âèîëåòà (100 ìêë) â òå÷åíèå 15—20 ìèí.
Èçëèøêè íåïîãëîùåííîãî êëåòêàìè êðàñèòåëÿ óäàëÿëè,
ëóíêè ïðîìûâàëè ïðîòî÷íîé âîäîé. Ïëàòû îñòàâëÿëè äî
ïîëíîãî âûñûõàíèÿ ëóíîê. Íà ñëåäóþùèé äåíü äîáàâëÿ-
ëè â êàæäóþ ëóíêó ïî 100 ìêë 10%-íîãî ðàñòâîðà óêñóñ-
íîé êèñëîòû, â ðåçóëüòàòå ÷åãî â òå÷åíèå 15—20 ìèí ïðî-
èñõîäèë ëèçèñ êëåòîê, è èç íèõ ýêñòðàãèðîâàëèñü îêðà-
øåííûå áåëêè. ×èñëî êëåòîê, àäãåçèðîâàâøèõ íà

ïîâåðõíîñòè ëóíîê, îïîñðåäîâàííî îöåíèâàëè ïî îïòè÷å-
ñêîé ïëîòíîñòè ãåíöèàí-âèîëåòà, ñâÿçàííîãî ñ êëåòî÷íû-
ìè áåëêàìè, èñïîëüçóÿ èììóíîõèìè÷åñêèé àíàëèçàòîð
«Ôëþîðîôîò» (ÎÎÎ ÑÊÁ «Íàó÷àíàëèòïðèáîð»). Èçìåðå-
íèÿ ïðîâîäèëè ïðè äëèíå âîëíû 570 íì. Íà îñíîâàíèè
ïîëó÷åííûõ äàííûõ ñòðîèëè êàëèáðîâî÷íóþ êðèâóþ
(ðèñ. 2), ïî êîòîðîé ñ ó÷åòîì êîëè÷åñòâà êëåòîê â ëóíêàõ
è ñîîòâåòñòâóþùåé ýòîìó êîëè÷åñòâó âåëè÷èíû îïòè÷å-
ñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâîðîâ ñóäèëè î êîëè÷åñòâå êëåòîê â
êîíòðîëüíîé è ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ëóíêàõ.

Â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ âàðèàíòàõ ïîñëå êóëüòèâèðîâà-
íèÿ êëåòîê â òå÷åíèå 7 ñóò â ñðåäå, êîíòàêòèðîâàâøåé ñ
òåñòèðóåìûì ìàòåðèàëîì íà îñíîâå t-ZrO2, êëåòêè òàêèì
æå îáðàçîì ôèêñèðîâàëè, îêðàøèâàëè è ýêñòðàãèðîâàëè
îêðàøåííûå áåëêè, çàòåì îïðåäåëÿëè îïòè÷åñêóþ ïëîò-
íîñòü ñ ïîìîùüþ àíàëèçàòîðà «Ôëþîðîôîò». Ïî çíà÷å-
íèÿì îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè íà êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé
îïðåäåëÿëè ÷èñëî êëåòîê â ýêñïåðèìåíòàëüíîì âàðèàíòå.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ê ë å ò ê è ë è í è è Ñ Í Î - K 1. Ïðè âèçóàëüíîé îöåíêå
ïîä èíâåðòèðîâàííûì ìèêðîñêîïîì ñîñòîÿíèå êëåòîê
ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êàê â êîíòðîëå (â ñòàíäàðòíîé ñðå-
äå), òàê è â ñðåäå, êîíòàêòèðîâàâøåé ñ òåñòèðóåìûì ìà-
òåðèàëîì â òå÷åíèå 7 ñóò, íå ðàçëè÷àëîñü. Ñîõðàíÿëàñü
òèïè÷íàÿ äëÿ ýòèõ êëåòîê ìîðôîëîãèÿ (ðèñ. 3). Ýòî ìîæåò
ñëóæèòü ñâèäåòåëüñòâîì îòñóòñòâèÿ íåãàòèâíîãî âëèÿíèÿ
òåñòèðóåìîãî ìàòåðèàëà íà êëåòêè.

Òàêîå æå çàêëþ÷åíèå ìîæíî ñäåëàòü èñõîäÿ èç îöåí-
êè ïðîëèôåðàöèè ýòèõ êëåòîê. Â êîíòðîëüíîì âàðèàíòå
(ñòàíäàðòíîå êóëüòèâèðîâàíèå â ðîñòîâîé ñðåäå) â òå÷å-
íèå 7 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â 24-ëóíî÷íîé ïëàòå ñðåäíåå
÷èñëî êëåòîê ÑÍÎ-K1 â îäíîé ëóíêå ñîñòàâëÿëî 155 � 20
(150, 145 è 170 â îòäåëüíûõ ëóíêàõ). Â ýêñïåðèìåíòå
(êóëüòèâèðîâàíèå â ñðåäå, êîíòàêòèðîâàâøåé â òå÷åíèå
7 ñóò ñ òåñòèðóåìûì ìàòåðèàëîì) ñðåäíåå ÷èñëî êëåòîê
íà 1 ëóíêó ÷åðåç 7 ñóò ñîñòàâèëî 166 � 28 (190, 150, 150,
150, 240 è 120). Íåêîòîðîå ïðåâûøåíèå êëåòîê â ýêñïåðè-
ìåíòå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ ìå-
òîäè÷åñêèìè ïîãðåøíîñòÿìè.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ñðåäíåå ÷èñëî êëåòîê íà 1 ëóíêó ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ
â òå÷åíèå 7 ñóò â êîíòðîëå è ýêñïåðèìåíòå ñðàâíèìû äðóã
ñ äðóãîì. Äîñòîâåðíîé ðàçíèöû íå îáíàðóæåíî. Ìîæíî
ïðåäïîëàãàòü, ÷òî â òåñòèðóåìîì ìàòåðèàëå íà îñíîâå
t-ZrO2 îòñóòñòâóþò êîìïîíåíòû, íåãàòèâíî âëèÿþùèå íà

Áèîñîâìåñòèìîñòü íàíîêåðàìèêè íà îñíîâå äèîêñèäà öèðêîíèÿ ñ êóëüòèâèðóåìûìè êëåòêàìè 893

Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (OD) ýêñòðàãèðî-
âàííîãî ðàñòâîðà êðàñèòåëÿ îò ÷èñëà êëåòîê. Êàëèáðîâî÷íàÿ

êðèâàÿ.



894 Í. Þ. Êîâàëüêî è äð.

Ðèñ. 3. Ïðèæèçíåííûå ôîòîãðàôèè êëåòîê ÑÍÎ-K1 (à, á) è äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ (â, ã) â êîíòðîëüíîé ñðåäå (à, â) è â ñðåäå
ïîñëå 7-ñóòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ â íåé ìàòåðèàëà íà îñíîâå t-ZrO2 (á, ã). Ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

Ñòðåëêè ïîêàçûâàþò ôèáðîáëàñòû. Îá.: 10�.

Ðèñ. 4. Ïîâåðõíîñòü ìàòåðèàëà íà îñíîâå t-ZrO2 áåç êëåòîê (à) è ñëîé äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ íà ýòîé ïîâåðõíîñòè ÷åðåç 2 ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ (á). Ñêàíèðóþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

Óâåë.: 1500�. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.

Ðåçóëüòàòû èçìåðåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè äëÿ îöåíêè ïðîëèôåðàöèè äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ

Óñëîâèÿ Çíà÷åíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (OD) â ëóíêå
Ñðåäíåå çíà÷åíèå

OD

Êîíòðîëü 0.21 0.22 0.31 0.25 0.21 0.20 0.21 0.18 0.22 0.18 0.20 0.19 0.21 � 0.05
(10 000)à

t-ZrO2 0.23 0.16 0.21 0.24 0.24 0.24 0.23 0.17 0.26 0.17 0.24 0.24 0.21 � 0.04
(10 000)à

0.24 0.28 0.29 0.29 0.26 0.23 0.32 0.15 0.23 0.18 0.21 0.21

à Â ñêîáêàõ óêàçàíî ñðåäíåå ÷èñëî êëåòîê íà ëóíêó, îïðåäåëåííîå ïî êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé.



æèçíåäåÿòåëüíîñòü êëåòîê, è ÷òî ìàòåðèàë èíåðòåí ïî îò-
íîøåíèþ ê êëåòêàì è íå ïîäàâëÿåò æèçíåñïîñîáíîñòü è
ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê, ïîýòîìó áåçîïàñåí ïðè âçàèìî-
äåéñòâèè ñ æèâûìè êëåòêàìè.

Ä å ð ì à ë ü í û å ô è á ð î á ë à ñ ò û, êàê è êëåòêè
CHO-K1, êóëüòèâèðóåìûå â ëóíêàõ 96-ëóíî÷íîé ïëàòû
â ïèòàòåëüíîé ñðåäå, êîíòàêòèðîâàâøåé ñ òåñòèðóåìûì
ìàòåðèàëîì, ìîðôîëîãè÷åñêè íå îòëè÷àëèñü îò êëåòîê,
âûðîñøèõ â êîíòðîëå (ðèñ. 3). Îá îòñóòñòâèè èíãèáèðî-
âàíèÿ ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ, êóëüòèâèðóåìûõ íà òåñòèðóå-
ìîì ìàòåðèàëå, ñâèäåòåëüñòâóþò ðåçóëüòàò ñêàíèðóþùåé
ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè ïîâåðõíîñòè ìàòåðèàëà áåç
êëåòîê è ñôîðìèðîâàííûé ìîíîñëîé êëåòîê â òå÷åíèå
2 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ íà òàáëåòêå èç ýòîãî ìàòåðèàëà
(ðèñ. 4).

Ïðîëèôåðàöèþ ôèáðîáëàñòîâ, êóëüòèâèðóåìûõ â òå-
÷åíèå 7 ñóò, îöåíèâàëè ôîòîêîëîðèìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì
ïî îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ýêñòðàãèðîâàííîãî èç íèõ êðà-
ñèòåëÿ (ñì. òàáëèöó). ×èñëî êëåòîê îïðåäåëÿëè ïî êàëèá-
ðîâî÷íîé êðèâîé (ðèñ. 2). Êàê âèäíî èç äàííûõ òàáëèöû,
÷èñëî êëåòîê, âûðîñøèõ â ïèòàòåëüíîé ñðåäå, êîíòàêòè-
ðîâàâøåé ñ òåñòèðóåìûì ìàòåðèàëîì, ñîîòâåòñòâóåò ÷èñ-
ëó êëåòîê, âûðîñøèõ â êîíòðîëå. Ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëü-
ñòâóþò îá îòñóòñòâèè íåãàòèâíîãî âëèÿíèÿ êîìïîçèòíîãî
ìàòåðèàëà íà æèçíåäåÿòåëüíîñòü íîðìàëüíûõ äåðìàëü-
íûõ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà.

Èòàê, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïî âçàèìîäåéñòâèþ
êîìïîçèòíîãî ìàòåðèàëà íà îñíîâå t-ZrO2 ñ êëåòêàìè
ñòàíäàðòíîé òðàíñôîðìèðîâàííîé ëèíèè ÑÍÎ-K1 è ñ
íîðìàëüíûìè äåðìàëüíûìè ôèáðîáëàñòàìè êîæè ÷åëî-
âåêà ïîêàçàëè, ÷òî ýòîò ìàòåðèàë íå îêàçûâàåò íåãàòèâíî-
ãî âëèÿíèÿ íà æèçíåñïîñîáíîñòü è ôóíêöèîíàëüíóþ àê-
òèâíîñòü êëåòîê. Ñëåäîâàòåëüíî, îí èíåðòåí, íåòîêñè÷åí
è áåçîïàñåí äëÿ æèâûõ êëåòîê, ò. å. áèîñîâìåñòèì. Ìîæ-
íî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî áèîñîâìåñòèìîñòü áóäåò ñîõðàíÿòü-
ñÿ è ïðè èìïëàíòàöèè åãî â îðãàíèçì ÷åëîâåêà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-0068).
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The data on cell culture continuous transformed cell line CHO-K1 (Chinese Hamster Ovary cells) and hu-
man dermal fibroblasts synthesized at Bio-ceramic material of the composition of (ZrO2)0.92(Y2O3)0.03(SeO2)0.05

(t-ZrO2) to a high degree of tetragonal. Objective studies was to determine the biocompatibility of the synthesi-
zed ceramic material based on zirconium dioxide with the tissues of a living organism, its effect on the viabili-
ty, proliferation, cell morphology and preservation of a living organism. The action of the test ceramic material
for cultured cells was determined by change of cell morphology by means of light and scanning electron mic-
roscopy, and quantification of cell proliferation by counting the number of cells after culturing in a Goryaev
chamber and calorimetric method. Thus, the in vitro biocompatibility of the material is proved based on t-ZrO2

with the cells of a living organism and is made a bet on the conservation of its properties and when implanted in
the human body.

K e y w o r d s: bioceramics based on t-ZrO2, liquid phase synthesis, cultured cells, cell proliferation, mor-
phology, biocompatibility.
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