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Основные положения
• В работе использованы титановые подложки с различными композитными покрытиями. Зада-

чей исследования было изучить методику и оценить влияние покрытий на индукцию остеогенной 
дифференцировки в интерстициальных клетках аортального клапана человека.

ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ КОМПОЗИТНЫХ ПОКРЫТИЙ ТИТАНОВОГО 
МАТРИКСА НА ОСТЕОГЕННУЮ ДИФФЕРЕНЦИРОВКУ 

ИНТЕРСТИЦИАЛЬНЫХ КЛЕТОК АОРТАЛЬНОГО КЛАПАНА ЧЕЛОВЕКА

Актуальность

Кальцинирующий аортальный стеноз занимает третье место среди сердеч-
но-сосудистых заболеваний и поражает до 10% населения к 80 годам жизни. 
Единственным доступным лечением аортального стеноза является протези-
рование аортального клапана. В связи с этим крайне важным представляется 
разработка таких искусственных материалов для протезов аортального кла-
пана, которые были бы максимально биосовместимы, химически инертны, 
не тромбогенны, не вызывали иммунных реакций и не имели проостеоген-
ного эффекта. 

Цель
Изучение влияния различных композитных покрытий на титановой основе 
на индукцию остеогенных процессов в интерстициальных клетках аорталь-
ного клапана человека и анализ методики экспресс-диагностики искусствен-
ных материалов имплантатов.

Материалы 
и методы

В исследовании изучены титановые образцы с тремя различными покрыти-
ями. Произведено культивирование интерстициальных клеток аортального 
клапана на изучаемых материалах; с помощью метода ПЦР в реальном вре-
мени проанализирован уровень изменения экспрессии остеогенных марке-
ров RUNX2, COL1a1, ALP под влиянием остеогенных стимулов, а также вы-
полнены окраска ализариновым красным и спектрофотометрический анализ 
окраски для определения количества кальцификатов в клетках. Оценены ме-
тоды получения РНК, проведен спектрофотометрический анализ образцов, 
культивируемых на искусственных материалах.

Результаты

Выбран оптимальный способ выделения РНК за счет использования по-
ли-а-хвоста и отработан протокол абсорбции кальцификатов с композит-
ных материалов. Отмечено разнонаправленное изменение экспрессии генов 
RUNX2, ALP, COL1A1 в клетках, культивируемых на титановых образцах с 
покрытиями, по сравнению с контрольными образцами. Интенсивность экс-
прессии различалась в зависимости от типа покрытий, эти данные коррели-
ровали с интенсивностью окраски ализарином. Таким образом, разные типы 
покрытий по-разному влияли на процессы остеогенной дифференцировки в 
клетках. 

Заключение
Длительность экспресс диагностики составила 21 день и включала в себя 
исследование экспрессии генов маркеров остеодифференцировки на времен-
ной точке 96 ч и окраску ализариновым красным на 21-й день с момента за-
пуска остеодифференцировки. Различные полимерные покрытия влияли на
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Background

Currently, the only medical treatment for aortic stenosis is aortic valve replacement. At 
the same time, calcific aortic stenosis is the third most prevalent cardiovascular disease 
that affects up to 10% of the population by the age of 80. In this regard, it is important 
to develop materials for aortic valve prostheses that would be highly biocompatible, 
chemically stable, non-thrombogenic, non-immunogenic and non-osteogenic.

Aim
To assess the impact of composite coatings of titanium bases on osteogenic 
differentiation of valve`s interstitial cells and to analyze the methods of express 
diagnostics of artificial implant materials.

Methods

The study examined titanium samples with three different coatings. The interstitial 
cells of the aortic valve were cultured on the studied materials. Using the PCR-
RT method, the level of changes in the expression of osteogenic markers RUNX2, 
COL1a1, ALP under the influence of osteogenic stimuli was analyzed. To determine 
the level of calcification in cells, we stained the samples with alizarin red and conducted 
spectrophotometric analysis. Several RNA isolation methods were evaluated. 

Results

The most optimal RNA isolation method involves the use of a poly(A) tails. 
Moreover, we developed a protocol for the absorption of calcium from composite 
materials. We noted multidirectional changes in the expression of RUNX2, ALP, and 
COL1A1 genes in cells cultured on coated titanium samples compared to controls. 
The intensity of expression differed depending on the type of coatings; these data 
correlated with the intensity of staining with alizarin. Thus, different types of 
coatings affect the processes of osteogenic differentiation in cells in different ways.

Conclusion

The duration of express diagnostics was 21 days and included the study of gene 
expression of osteodifferentiation markers at a time point of 96 hours and staining 
with alizarin red on day 21 from the start of osteodifferentiation. It has been 
established that polymer coatings affect osteogenic differentiation, however, all 
the studied coatings cannot be recommended for valve prostheses, it is advisable 
to use them to enhance osteogenic processes.

Keywords Calcium phosphate coatings • Composites • Artificial aortic valves • Aortic valve 
interstitial cells • RUNX2 • Osteogenic differentiation
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Highlights
• The study involves experiments with titanium substrates with various composite coatings. The aim 

of the study was to assess different methods of diagnostics of artificial implant materials and evaluate the 
effect of coatings on osteogenic differentiation in interstitial cells of the human aortic valve.

остеогенную дифференцировку. Установлено, что все исследованные покры-
тия не могут быть рекомендованы для протезов клапанов, их целесообразно 
применять для усиления остеогенных процессов.
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клапаны • Интерстициальные клетки аортального клапана • RUNX2 • Остео-
генная дифференцировка
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Введение
На сегодняшний день в мире лидирует смерт-

ность от сердечно-сосудистых заболеваний, среди 
которых третье место занимает кальцинированный 
аортальный стеноз [1]. При аортальном стенозе 
происходит активная кальцификация ткани аор-
тального клапана. На текущий момент единствен-
ный способ продлить жизнь пациенту с аорталь-
ным стенозом – выполнить протезирование клапа-
на сердца [2–5].

В норме аортальный клапан состоит из трех 
створок. Каждая створка включает три слоя: эндо-
телиальные клетки (ЭК), интерстициальные клетки 
(ИК) и снова ЭК. Согласно результатам исследова-
ний, что минерализации подвергаются в основном 
ИК аортального клапана человека [6, 7]. Однако и 
ЭК створок клапана принимают активное участие в 
минерализации [8–11]. 

Минерализация и прогрессирующий фиброз 
клапана схожи с атеросклеротическим процессом. 
Заболевание развивается в несколько этапов: начи-
нается с разрушения эндотелиального слоя, реорга-
низации матрикса клапана, его утолщения, которое 
сопровождается стерильным воспалением, и за-
вершается кальцификацией тканей и потерей эла-
стичности, вследствие чего нарушается кровоток 
и образуется аортальный стеноз с клиническими 
проявлениями [12–16]. Молекулярные основы аор-
тального стеноза изучают давно, при этом понима-
ния, как именно проходит процесс патологической 
кальцификации, пока нет. Ранними молекулярными 
признаками кальцификации зачастую считаются 
активность алкалиновой фосфатазы (ALP) и акти-
вация экспрессии генов, характерных для остеоб-
ластов: RUNX2 и BMP2 [17–19]. Поздним маркером 
становится накопление кальция, которое определя-
ют окраской специфическим красителем – ализари-
новым красным [20].  

Первая замена клапана произведена в 1952 г.
Чарльзом Хуфнагелем – им же разработанным 
протезом [21]. С 1960-х гг. создано до 70 моделей 
искусственных клапанов [22, 23]. Протезы клапа-
нов могут иметь как искусственную, так и биоло-
гическую природу, однако в большинстве клапа-
нов используется металлическая основа, произ-
водимая из титана и его сплавов [24]. С момента 
первой разработки протезы были значительно 
усовершенствованы, что привело к широкому рас-
пространению протезирования аортальных клапа-
нов [25, 26]. Биопротезные и механические кла-
паны имеют различные ограничения (необходи-

мость антикоагулянтной терапии, гемолиз крови, 
небольшой срок службы биологических клапанов 
и прочее) [27]. Это заставляет исследователей ис-
кать возможность обхода данных ограничений и 
рассматривать способы улучшения протезов кла-
панов. Поэтому весьма важным является изучение 
вновь синтезированных, дополнительно обрабо-
танных искусственных материалов, которые были 
бы максимально биосовместимы, не тромбоген-
ны, не имели проостеогенного эффекта в случае 
клапанных протезов, и, возможно, могли бы со-
держать в себе лекарственные препараты.

Материал протезов, помимо того что может 
быть каркасом для адгезии таргетных клеток, мо-
жет оказывать регулирующее влияние на диффе-
ренцировку адгезированных клеток или стимули-
ровать отложение кальциевых депозитов в клетках 
или в уже образованной интиме. В таком случае 
предварительное тестирование перспективных 
материалов in vitro с таргетными клетками (эндо-
телиальные, интерстициальные и т. д.) в отноше-
нии их возможной остеогенной дифференцировки 
и активности, а также управляемой дифференци-
ровки на поверхности материалов представляется 
важной задачей для нужд тканевой инженерии и 
медицинского материаловедения. В данной работе 
изучено взаимодействие интерстициальных кле-
ток аортального клапана с тремя типами образцов 
с различными покрытиями на основе фосфатов 
кальция. 

ИК клапана культивировали на поверхности 
образцов в среде, содержащей индукторы диффе-
ренцировки, и в контрольной среде без факторов 
остеогенной дифференцировки. Экспрессия генов 
– проостеогенных маркеров в экспериментальных 
культурах – оценена методом ПЦР в реальном 
времени. Терминальные стадии дифференциров-
ки (18–21 день) анализировали при помощи окра-
ски ализариновым красным. Эта работа позволила 
установить влияние различных типов покрытий 
на способность клеток вступать в остеогенную 
дифференцировку, а также изучить методику 
проверки потенциальных остеогенных свойств 
композитных материалов и их покрытий. Также 
результаты этих экспериментов позволили ран-
жировать исследуемые образцы по их способно-
сти/неспособности индуцировать и поддерживать 
остеогенную дифференцировку интерстициаль-
ных клеток аортального клапана, что имеет при-
кладное значение для потенциальных разработок 
различных имплантатов.

Список сокращений
ИК – интерстициальные клетки аортального 

клапана человека
ЭК – эндотелиальные клетки аортального 

клапана человека
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импульсов – 200 Гц, длительность импульса – 100 
мкс, время формирования покрытий – 15 мин.

Поверхность образцов группы № 2 представ-
ляла собой композитное покрытие, состоящее из 
пористого кальций-фосфатного слоя, сформиро-
ванного с помощью микродугового оксидирования, 
с последующей пропиткой полимерной матрицей. 
В качестве материала полимерной матрицы ис-
пользовали поли(ε-капролактон) (Mw = 80 000 г/
моль, Sigma, США) и поливинилпирролидон (К-90, 
BASF, Германия). В соотношении 85/15 (по массе) 
готовили раствор полимеров в 1,1,1,3,3,3-гексаф-
торпропан-2-оле (99%, Sigma, США) концентра-
цией 1 масс., %. Раствор готовили в течение 24 ч 
при перемешивании. 500 мкл полученного раство-
ра наносили на одну из сторон титанового диска с 
кальций-фосфатным покрытием. Образцы с нане-
сенным раствором хранили в парах растворителя 
в течение 24 ч для высушивания покрытия. Затем 
образцы переворачивали и нанесение покрытия по-
вторяли со второй стороны. После 24 ч высушива-
ния образцы помещали с вакуумный шкаф VD 115 
(Binder, Германия) при комнатной температуре и 
давлении 0,08 МПа на 12 ч для удаления остаточ-
ного растворителя.

Поверхность образцов группы № 3 представ-
ляла собой композитное покрытие на основе каль-
ций-фосфатного слоя с полимерной матрицей, 
модифицированной в TiN плазме методом магне-
тронного напыления на постоянном токе. Моди-
фицирование образцов заключалось в распылении 
химически чистой (99,99%) мишени из титана (Ti) 
в атмосфере азота (N2). Параметры модификации 
задавались следующими: рабочее давление в ка-
мере 0,7 Па (газ N2 99,99%), сила тока 0,2 А, рас-
стояние от магнетрона до мишени 40 мм, площадь 
магнетрона 240 см2 и время модифицирования 1 
мин. Максимальная температура камеры в течение 
всего процесса составляла 39 °С.

Индукция остеогенной дифференцировки в 
клетках ИК

После культивирования достаточного количе-
ства клеток для эксперимента (около 7 × 104 кле-
ток/см2) клетки 3–5-го пассажа подвергали осте-
огенной дифференцировке. Для этого в клетках, 
предварительно посеянных на искусственные 
материалы, меняли среду, содержащую факторы 
индуцирующие остеогенную дифференцировку: 
DMEM (Gibco, США) с добавлением 10% HyClone 
– Research Grade Fetal Bovine Serum (Cytiva, США), 
2 мМ L-глутамина (Invitrogene, США), 100 ед/мл 
пенициллина/стрептомицина (Invitrogene, США), 
50 мкг/мл аскорбиновой кислоты, 0,1 мкМ дексаме-
тазона и 10 мМ β-глицерофосфата (Sigma, США). 
Для оценки экспрессии генов длительность куль-
тивирования составляла 96 ч с момента индукции, 

Материалы и методы
Клеточные культуры
Для экспериментов использовали ИК аортально-

го клапана человека, полученные из тканей створок 
аортального клапана, которые были предоставле-
ны ФГБУ «НМИЦ им. В.А. Алмазова» Минздрава 
России. Фрагменты аортального клапана извлека-
ли при плановых операциях по замене аортально-
го клапана от пациентов с кальцифицированным 
аортальным стенозом, забор производил медицин-
ский персонал ФГБУ «НМИЦ им. В.А. Алмазова» 
Минздрава России. 

С помощью коллагеназы II типа, растворенной в 
среде для культивирования, происходило разруше-
ние межклеточных связей в ткани клапана (2 мкг/
мл; [28]). В раствор с коллагеназой II помещали 
промытую створку, инкубировали в водяной бане 
(37 °С в течение 15 мин), далее путем механическо-
го встряхивания отделяли ЭК клапана и после суток 
содержания створок клапана в инкубаторе при 37 
°С при 5% СО2 производили механическое разде-
ление ИК, их промывку PBS и посев для дальней-
шего роста на фласк или чашку Петри. Среда для 
культивации состояла из 83% DMEM – Dulbecco`s 
modified Eagle`s medium (Gibco, США), 15% FBS 
– fetal bovin serum (Gibco, США), 1% пенициллин/
стрептомицин (Invitrogene, США), 1% L-глутамин 
(Invitrogene, США). После 2–3 пассажей клетки ис-
пользовали для экспериментов.

Исследуемые образцы
ИК клапана культивировали на поверхности 

трех различных типов образцов. Образцы представ-
ляли собой титановые диски марки ВТ6 (Ti6Al4V) 
диаметром 10 мм и толщиной 1 мм с различными 
покрытиями. На поверхность образцов группы № 
1 методом микродугового оксидирования наносили 
пористое кальций-фосфатное покрытие. Форми-
рование кальций-фосфатных покрытий проведено 
на установке «Комплекс микродугового оксидиро-
вания», разработанной в лаборатории плазменных 
гибридных систем НОЦ Б.П. Вейнберга ИЯТШ 
ТПУ. Перед нанесением покрытий поверхность 
образцов подвергалась химическому травлению в 
водном растворе азотной и плавиковой кислот, взя-
тых в объемных отношениях HNO3 : HF : H2O = 1 : 
2,5 : 2,5, при температуре 15–20 °C в течение 10–15 
сек. с последующей нейтрализацией в 1% водном 
растворе гидроксида натрия и многократной про-
мывкой дистиллированной водой. В качестве элек-
тролита применяли пересыщенный раствор CaO 
(х. ч., ООО «Компонент-Реактив», Россия) в 10% 
растворе H3PO4 с 10 г/л диспергированного ги-
дроксиапатита (х. ч., Fluidinova, Португалия). Па-
раметры процесса микродугового оксидирования 
были следующими: напряжение – 320 В, скорость 
нарастания напряжения – 3 В/с, частота следования 
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для окраски требовалось культивирование в тече-
ние 18–21 дня. Контрольными были клетки, в кото-
рых не запускалась остеогенная дифференцировка. 

Выделение РНК и ПЦР в реальном времени
Уровень экспрессии генов, характерных для 

остеогенной дифференцировки, измеряли с помо-
щью ПЦР в реальном времени. Выделение РНК 
производили через 96 ч после запуска остеодиф-
ференцировки, изучали экспрессию генов RUNX2, 
GAPDH, COL1A1 (с помощью SiberGreen) и ALP (с 
помощью TaqMan).

Выделение РНК из клеток, которые культивиро-
вались на искусственных материалах, происходило 
с помощью магнитных частиц (Dynabeads mRNA 
DIRECT Kit, Invitrogen, США). После подготовки 
магнитных частиц в соответствии с протоколом 
производителя промытые PBS материалы с клет-
ками переносили в новый планшет с лизирующим 
буфером и немного потряхивали, чтобы клетки 
открепились от них. Омыв материалы лизатом из 
лунок данный раствор переносили в новые 1,5 мл 
пробирки, где и производили абсорбцию магнит-
ными частицам по протоколу производителя. Полу-
чив пробу искомой РНК, проверяли ее количество 
и качество на спектрофотометре Nanodrop (Thermo 
Fisher Scientific, США) и в 1,5% агарозном геле на 
электрофоретическом приборе (BioRad, США) при 
силе тока 80мА.

Обратную транскрипцию осуществляли с по-
мощью набора для ревертирования («Евроген», 
Россия), предварительно обрабатывали образцы 
ДНКазой в расчете на одну реакцию: 1 мкг РНК, 1 
ед.а. ДНКазы, 1 мкл 10х буфера с MgCl2 и водой. 
После инкубации (30 мин при 37 °С) действие ДН-
Казы инактивировали 1 мкл ЭДТА (0,5 М, pH 8,0) 
(65 °С в течение 10 мин). В одной реакции обрат-
ной транскрипции задействованы следующие ком-
поненты: выравненное по концентрации РНК до 8 
мкл, 1 мкл рандомных праймеров, 4 мкл 5х буфера 
(First str. buffer), 2 мкл воды из набора, 2 мкл 10 мМ 
нуклеотидтрифосфатов dNTP, 2 мкл 20 мМ дитио-
треитола (DTT) и 1 мкл M-MLV revertase (Moloney 
Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) 100 
ед.а. обратной транскриптазы. Инкубация в ампли-
фикаторе (Verity, AppliedBiosystems) – 1 ч при 42 °С 
и 10 мин при 70 °С. Приготовленную кДНК храни-
ли при –20 °С.

Экспрессии генов исследовали с помощью ам-
плификатора (LightCycler® 480, Roсhe, Швейца-
рия) PCR-real time для RUNX2, GAPDH, COL1A1 
с помощью красителя SYBR («Евроген», Россия) и 
ALP с помощью TaqMan («Евроген», Россия). Со-
став 1 пробы при использовании SYBR Green: 7 
мкл воды МQ, 0,5 мкл обратного и прямого прайме-
ров, 2,5 мкл 5х буфера с флуоресцентным красите-
лем (qPCRmix-HS SYBR) и 2,5 мкл (разбавленной 

до 100 мкл водой) кДНК матрицы. Состав 1 пробы 
при использовании TaqMan состоял из 7 мкл воды 
МQ, 0,5 мкл специфического зонда, 2,5 мкл буфе-
ра (qPCRmix-HS ROX) и 2,5 мкл (разбавленной 
до 100 мкл водой) кДНК матрицы. Анализ прово-
дили в установке 7 500 Real-TimePCRSystem (Life 
Technologies, США) в 96-луночных оптических 
платах (Applied Biosystems, США) по следующему 
протоколу: 5 мин при 95 ºС, 45 повторяющихся ци-
клов – 15 сек. при 95 ºC, 30 сек. при 60 ºC и 30 сек. 
при 70 ºС, завершался процесс этапом проверки 
специфичности ПЦР продукта. 

Обработку данных экспрессии проводили с 
помощью 2–ΔΔCT метода, в модификации «относи-
тельное околичествление» и относительно «гена 
домашнего хозяйства» GAPDH. Для анализа экс-
прессии генов в работе использовали праймеры, 
полученные в компании «Синтол» (Россия). После-
довательности праймеров могут быть предоставле-
ны по запросу.

Окраска ализариновым красным и спектро-
фотометрическая оценка

Подтверждали произошедшую остеогенную 
дифференцировку окрашиванием ализариновым 
красным – Alizarin Red (Sigma, США), который 
прочно связывается с кальцификатами [20]. Окра-
ску производили на 19–21-й день остеодифферен-
цировки. После окрашивания клеток на образцах 
из искусственных материалов оценку количества 
кальцификатов проводили с помощью спектраль-
ного сканирования с функциями спектрофотоме-
трии на мультимодальном ридере Thermo Scientific 
Varioskan LUX (Финляндия, США). Для этого окра-
шенные кальцификаты растворяли в 10% уксусной 
кислоте и полученный раствор измеряли на спек-
трофотометре, откалиброванном на 426 нм. В ка-
честве контроля использовали уровень абсорбции 
уксусной кислоты. Обработку данных производили 
с помощью Microsoft Excel, GraphPad Prism.

Анализ данных
Обработку данных, полученных методом ПЦР 

в реальном времени, производили с помощью 
программ Microsoft Excel (расчеты, таблицы) и 
GraphPad Prism (таблицы, графики). Результаты 
представлены в виде среднего значения биологи-
ческих и технических повторов. Указаны ошибки 
среднего значения для каждого проанализирован-
ного образца.

Информация о соблюдении этических норм 
при проведении исследования

Протоколы клинических исследований утверж-
дены комитетом по этике ФГБУ «НМИЦ им. В.А. 
Алмазова» Минздрава России и соответствовали 
принципам Хельсинкской декларации ВМА пере-
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смотра 2013 г. От всех пациентов получено пись-
менное информированное согласие на участие в 
генетическом исследовании и биопсию ткани.

Результаты
Исследованные образцы разнонаправленно 

влияют на интенсивность остеогенной дифферен-
цировки в ИК в зависимости от типа покрытия

Для оценки влияния кальций-фосфатных по-
крытий на индукцию остеогенных процессов ИК 
культивировали на трех разных типах образцов в 
контрольных условиях и в условиях остеогенной 
дифференцировки. Образцы групп № 2 и № 3, с ком-
позитным покрытием с полимерной матрицей, по-
казали меньшую концентрацию соединений каль-
ция в клетках, в отличие от образцов группы № 1, 
в которых отмечена большая кальцификация даже 
в клетках, не подвергнутых остеогенной стимуля-
ции (рис. 1). Последнее, по-видимому, обусловле-
но отсутствием на образцах группы № 1 верхнего 

полимерного слоя, препятствующего выходу ионов 
кальция и фосфора из покрытия, нанесенного мето-
дом микродугового оксидирования. Эти ионы спо-
собствуют запуску процесса кальцификации.

Все исследованные образцы влияют на экс-
прессию генов маркеров остеогенной дифферен-
цировки RUNX2, ALP, COL1A1

RUNX2 – классический общепринятый маркер 
остеогенной дифференцировки [14]. Его экспрес-
сия снижена в ИК при культивировании на по-
верхности образцов группы № 3, другие группы 
образцов показали рост экспрессии по сравнению 
с недифференцированным контролем. ALP (алкали-
новая фосфатаза) – ранний маркер кальцификации. 
Образцы групп № 2 и № 3 продуцировали его низ-
кую экспрессию по сравнению с группой № 1, од-
нако по сравнению с контрольными клетками экс-
прессия была выше. Повышенная экспрессия гена 
COL1A1, отвечающего за образование коллагена 

1-го типа (α1), прослежива-
лась в клетках соедини-
тельной ткани, в том числе 
в костях, сухожилиях и т. д. 
Для образцов групп № 1 и 
№ 3 наблюдалась обратная 
зависимость экспрессии в 
индуцированных и не инду-
цированных к остеогенной 
дифференцировке клетках 
по сравнению с контролем. 
Пониженные значения экс-
прессии имели образцы 
группы № 2 (рис. 2).

Обобщая полученные 
данные, можно сделать сле-
дующие выводы: образцы 
группы № 1, по сравнению 
с другими группами, превы-
шали данные контрольных 
клеток относительно индук-
ции остеогенной дифферен-
цировки и экспрессии проо-
стеогенных генов, соответ-
ственно, этот тип образцов 
больше стимулировал осте-
огенную дифференцировку. 
Образцы групп № 2 и № 3 
менее остеогенны. Более 
ровную динамику экспрес-
сии генов показали образцы 
группы № 3, но наименьшее 
количество кальцификатов 
выявлено на образцах груп-
пы № 2. Несмотря на раз-
нонаправленные изменения 
экспрессии генов, данные 

Рисунок 2. Уровень экспрессии генов маркеров остеогенной дифференцировки RUNX2, 
ALP, COL1A1 по данным спектрофотометра 

Figure 2. Expression level of osteogenic differentiation markers RUNX2, ALP, COL1A1 

Примечание: К – контрольные клетки без индукции остеогенной дифференцировки 
(ОД); ОД – контрольные клетки с индукцией ОД (клетки на всех материалах выращивали 
в среде с индукцией и без индукции ОД); № 1 К и ОД – клетки, выращенные на образцах 
группы № 1; № 2 К и ОД – клетки, выращенные на образцах группы № 2; № 3 К и ОД – 
клетки, выращенные на образцах группы № 3. 

Note: C – control cells without induction of osteogenic differentiation (OD); OD – control cells with 
induction of OD (cells on all materials were grown in an environment with induction and without 
induction of OD); No. 1 C and OD – respectively, cells grown on sample group No. 1; No. 2 C and 
OD –cells grown on sample group No. 2; No. 3 C and OD – cells grown on sample group No. 3.

Рисунок 1. Интенсивность окраски ализариновым 
красным по данным спектрофотометра 

Figure 1. Alizarin red color intensity, spectrophotometer 
data

Примечание: К – контрольные клетки без индукции 
остеогенной дифференцировки (ОД); ОД – контрольные 
клетки с индукцией ОД (клетки на всех материалах 
выращивали в среде с индукцией и без индукции ОД); 
№ 1 К и ОД – клетки, выращенные на образцах группы 
№ 1; № 2 К и ОД – клетки, выращенные на образцах 
группы № 2; № 3 К и ОД – клетки, выращенные на 
образцах группы № 3; укс. к-та – уксусная кислота.

Note: C – control cells without induction of osteogenic 
differentiation (OD); OD – control cells with induction of 
OD (cells on all materials were grown in an environment 
with induction and without induction of OD); No. 1 C 
and OD – respectively, cells grown on sample group No. 
1; No. 2 C and OD – cells grown on sample group No. 
2; No. 3 C and OD – cells grown on sample group No. 3.
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коррелируют с интенсивностью окраски ализарино-
вым красным. 

Обсуждение
Результаты эксперимента показали, что исследу-

емые образцы запускают процесс кальцификации. 
В исследовании убедительно продемонстрирова-
но, что образцы с кальций-фосфатным покрытием 
(группа № 1) способствуют образованию кальцифи-
катов. Меньшая концентрация соединений кальция 
в клетках у образцов с дополнительной пропиткой 
полимерной матрицей (группа № 2) и у композитных 
покрытий, модифицированных в TiN плазме (группа 
№ 3), а также снижение экспрессии RUNX2 в ИК 
у образцов группы № 3 свидетельствуют о влиянии 
полимерной матрицы, которая препятствует выходу 
кальция и фосфора из покрытий. При этом обработ-
ка поверхности образцов в TiN плазме (группа № 3) 
улучшала клеточный отклик, что, по-видимому, об-
условлено изменением элементного состава припо-
верхностного слоя и его смачиваемости. Однако сле-
дует отметить, что эффект от плазменной обработки, 
который в зависимости от полимера и условий обра-
ботки длится от нескольких недель до двух месяцев, 
пропадает. Последнее связано с адсорбцией молекул 
и загрязняющих веществ, таких как вода из атмос-
феры. Кроме того, со временем полимерный слой 
растворится и процесс кальцификации также будет 
запущен. Таким образом, полимерная матрица мо-
жет отсрочить процесс кальцификации, но не пре-
пятствует его появлению.

Заключение
На основании вышеизложенного можно сделать 

вывод, что все исследуемые покрытия не могут 
быть рекомендованы для протезов клапанов, их 
целесообразно применять для усиления остеоген-
ных процессов. Однако представленный метод по-
зволяет в 21-дневный срок определить потенцию 
композитного материала к индукции остеогенных 
свойств клеток.
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