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ПОЛУЧЕНИЕ КОМПОЗИТОВ НА ОСНОВЕ ПОЛИЛАКТИДА / ГИДРОКСИАПАТИТА И 
ИССЛЕДОВАНИЕ ИХ ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ

Е .Г . Ш а п о в а л о в а 1, Л .А .Р а с с к а з о в а 2, Д .Н . Л ы т к и н а 2 

Н а у ч н ы й  р у к о в о д и т е л ь :  1п р о ф е с с о р ,  д .х .н .  А .Г . Ф и л и м о ш к и н ,  2п р о ф е с с о р ,  д .т .н .  В .В . К о з и к  

Н а ц и о н а л ь н ы й  и с с л е д о в а т е л ь с к и й  Т о м с к и й  г о с у д а р с т в е н н ы й  у н и в е р с и т е т ,

Р о с с и я ,  г .Т о м с к ,  п р . Л е н и н а ,  3 6 , 6 3 4 0 5 0  

E -m a i l :  e l e n a .s h a p o v a lo v a @ r o . r u

PREPARATION OF COMPOSITES BASED ON POLYLACTIDE / HYDROXYAPATITE AND 
INVESTIGATION OF THEIR ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY

Y .G . S h a p o v a lo v a 1, L .A . R a s s k a z o v a 2, D .N . L y tk in a 2 

S c ie n t i f ic  S u p e r v is o r :  P r o f . ,  D r .  A .G . F i l im o s h k in ,  P r o f . ,  D r .  V .V . K o z ik  

T o m s k  S ta te  U n iv e r s i ty ,  R u s s i a ,  T o m s k , L e n i n  s t r . ,  3 6 , 6 3 4 0 5 0  

E -m a i l :  e l e n a .s h a p o v a lo v a @ r o . r u

Annotation. Relevance of the work is due to the need for new materials that are used in medicine as a 
substitute for natural bone tissue injuries, fractures, etc. The aim of the work is to obtain and investigate the 
anti-inflammatory activity porous composites based on poly-L-lactide (PLA) and hydroxyapatite (HA). The effect 
of PLA, HA, PLA/HA on the activation of inflammatory reactions of primary human monocytes-derived 
macrophages was investigated. Composite PLA/HA stimulates emission of anti-inflammatory cytokines that 
indicates the presence ofpotential anti-inflammatory properties of the composites.
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П о л у ч е н и е  и  и с с л е д о в а н и е  б и о к о м п о з и т о в ,  п р и м е н я е м ы х  в  м е д и ц и н е  в  к а ч е с т в е  и м п л а н т а т о в ,  

я в л я е т с я  о д н и м  и з  а к т у а л ь н ы х  н а п р а в л е н и й  с о в р е м е н н ы х  н а у к  о  м а т е р и а л а х .  Н е д о с т а т к и ,  в о з н и к а ю щ и е  

п р и  и с п о л ь з о в а н и и  и с к у с с т в е н н ы х  и м п л а н т а т о в ,  з а ч а с т у ю  с в я з а н ы  с  п р о б л е м а м и  б и о х и м и ч е с к о й  

с о в м е с т и м о с т и  и м п л а н т и р о в а н н ы х  м а т е р и а л о в  и  т к а н е й  о р г а н и з м а ,  о  ч е м  м о ж н о  с у д и т ь  п о  п р о я в л е н и ю  

в о с п а л и т е л ь н ы х  р е а к ц и й  о р г а н и з м а  н а  и м п л а н т а т .  В  н а с т о я щ е е  в р е м я  а к т и в н о  п р о в о д я т с я  р а з р а б о т к и  

б и о к о м п о з и т о в  н а  о с н о в е  п о л и л а к т и д а  ( П Л )  и  г и д р о к с и а п а т и т а  ( Г А ) ,  о б л а д а ю щ и х  в с е м и  т р е б у е м ы м и  

д л я  п р и м е н е н и я  и х  в  к а ч е с т в е  к о с т н ы х  з а м е н и т е л е й  с в о й с т в а м и  [1 ] , в а ж н е й ш и м и  и з  к о т о р ы х  я в л я ю т с я  

б л и з к а я  к  п р о ч н о с т и  к о с т и  м е х а н и ч е с к а я  п р о ч н о с т ь  и  о т с у т с т в и е  о т р и ц а т е л ь н ы х  р е а к ц и й  о р г а н и з м а  н а  

и н о р о д н ы й  м а т е р и а л .  К р о м е  т о г о ,  м а т е р и а л ы  н а  о с н о в е  П Л  и  Г А  д е г р а д и р у ю т  с о  с к о р о с т ь ю , 

д о с т а т о ч н о й  д л я  з а ж и в л е н и я  к о с т н о г о  д е ф е к т а ,  а  н е т о к с и ч н ы е  п р о д у к т ы  и х  р а с п а д а  е с т е с т в е н н ы м  п у т ё м  

в ы в о д я т с я  и з  о р г а н и з м а .  В а ж н о й  о ц е н к о й  б и о с о в м е с т и м о с т и  с и н т е т и ч е с к и х  м а т е р и а л о в  я в л я е т с я  

р е а к ц и я  к л е т о к  и м м у н н о й  с и с т е м ы  н а  к о м п о з и т .  М е т о д и к а  [2] п о з в о л я е т  б ы с т р о  и  д о с т о в е р н о  о ц е н и т ь  

н а л и ч и е  в о с п а л и т е л ь н ы х  р е а к ц и й  н а  м а т е р и а л  к л е т о к  и м м у н н о й  с и с т е м ы  ч е л о в е к а  -  м а к р о ф а г о в .

М а к р о ф а г и  и  и х  п р е д ш е с т в е н н и к и  -  м о н о ц и т ы ,  п р и с у т с т в у ю т  в о  м н о г и х  т к а н я х  о р г а н и з м а :  в  к о с т н о м  

м о з г е ,  в  с о е д и н и т е л ь н о й  т к а н и ,  в  л е г к и х ,  п е ч е н и ,  в  н е р в н о й  т к а н и ,  в  к о ж е . О н и  и г р а ю т  в а ж н у ю  р о л ь  в  

и м м у н н ы х  о т в е т а х .  Э т о  с в я з а н о  с  т е м ,  ч т о  в н е д р е н и е  ч у ж е р о д н о г о  а г е н т а  ( и м п л а н т а т а )  в  о р г а н и з м  

в ы з ы в а е т ,  п р е ж д е  в с е г о ,  а к т и в н о с т ь  м а к р о ф а г о в ,  в ы д е л е н и е  ц и т о к и н о в  и  д р у г и х  м е д и а т о р о в  в о с п а л е н и я .
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В  з а в и с и м о с т и  о т  о к р у ж е н и я  м а к р о ф а г и  м о г у т  м о д и ф и ц и р о в а т ь  с в о ю  а к т и в н о с т ь  и  и с п о л н я т ь  р о л ь  п р о -  

и  п р о т и в о в о с п а л и т е л ь н ы х  а г е н т о в .  М 1  м а к р о ф а г и  н а  д е й с т в и е  ч у ж е р о д н ы х  а г е н т о в  о т в е ч а ю т  

к л а с с и ч е с к о й  а к т и в а ц и е й ,  т .е .  п р о д у к ц и е й  ц и т о к и н о в  п р о в о с п а л и т е л ь н о г о  п р о ф и л я ,  д л я  м а к р о ф а г о в  М 2  

х а р а к т е р н а  а л ь т е р н а т и в н а я  а к т и в а ц и я  -  п р о д у ц и р о в а н и е  п р о т и в о в о с п а л и т е л ь н ы х  ц и т о к и н о в .  П о с л е  

к о н т а к т а  к л е т о к  и м м у н н о й  с и с т е м ы  с  м а т е р и а л о м  м е т о д о м  и м м у н о ф е р м е н т н о г о  а н а л и з а  ( И Ф А )  м о ж н о  

о п р е д е л и т ь  у р о в е н ь  в ы с в о б о ж д а е м ы х  ц и т о к и н о в ,  ч т о  п о з в о л я е т  с у д и т ь  о б  а к т и в а ц и и  к л е т о к  и  и х  

р е а к ц и и  н а  и с с л е д у е м ы й  м а т е р и а л .

Ц е л ь  р а б о т ы  з а к л ю ч а е т с я  к а к  в  с о з д а н и и  к о м п о з и т о в  н а  о с н о в е  П Л  и  Г А , т а к  и  в  и с с л е д о в а н и е  и х  

п р о т и в о в о с п а л и т е л ь н о й  а к т и в н о с т и  н а  м а к р о ф а г а х  к р о в и  ч е л о в е к а .

Г и д р о к с и а п а т и т  п о л у ч а л и  ж и д к о ф а з н ы м  с п о с о б о м  п у т е м  с л и в а н и я  р а с т в о р о в  н и т р а т а  к а л ь ц и я  и  

г и д р о ф о с ф а т а  а м м о н и я  в  с т е х и о м е т р и ч е с к и х  с о о т н о ш е н и я х  п р и  п е р е м е ш и в а н и и  в  т е ч е н и е  10  м и н у т  и  

п о д д е р ж а н и и  р Н ~ 1 1  р а с т в о р о м  г и д р о к с и д а  а м м о н и я .  П о л у ч е н н у ю  с у с п е н з и ю  о б р а б а т ы в а л и  С В Ч -  

и з л у ч е н и е м  и  в ы д е р ж и в а л и  в  т е ч е н и е  3 - х  с у т о к ,  з а т е м  ф и л ь т р о в а л и  и  в ы с у ш и в а л и  [3 ]. Р е а к ц и я  п р о т е к а е т  

с о г л а с н о  у р а в н е н и ю :

1 0 C a (N O 3 )2  +  6 (N H 4 )2 H P O 4  +  8N H 4O H  ^  С а ю ( Р 0 4 )б ( 0 Н ) 2  +  2O N H 4N O 3 +  6H 2O

П о л и л а к т и д  п о л у ч а л и  и з  л а к т и д а  [4 ] и о н н о й  п о л и м е р и з а ц и е й  с  р а с к р ы т и е м  ц и к л о в  Z - л а к т и д а  в  

п р и с у т с т в и и  о к т а н о а т а  о л о в а :
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М о л е к у л я р н у ю  м а с с у  п о л и л а к т и д а  о п р е д е л я л и ,  и с п о л ь з у я  м е т о д  к а п и л л я р н о й  в и с к о з и м е т р и и  и  Г П Х . 

Д л я  о п р е д е л е н и я  м о л е к у л я р н о й  м а с с ы  и с п о л ь з о в а л и  н е л и н е й н о е  у р а в н е н и е  М а р к а - Х у в и н к а :

г д е  К = 5 ,4 5 Т 0 -4д л /г ,  а = 0 ,7 3  п р и  Т = 2 5 ° С  [5 ]. М  п о л и л а к т и д а  с о с т а в и л а  6 0 0 0 0 .  В е л и ч и н а  М, п о л у ч е н н а я  

м е т о д о м  Г П Х  ( р а с т в о р и т е л ь  -  т е т р а г и д р о ф у р а н ,  п р и б о р  ф и р м ы  G P C  A g i l e n t  S y s te m )  н е  о т л и ч а е т с я  о т  

э т о й  в е л и ч и н ы .

К о м п о з и т  П Л - Г А  п о л у ч а л и  с м е ш е н и е м  р а с т в о р а  п о л и л а к т и д а  в  х л о р о ф о р м е  и  п о р о ш к а  

г и д р о к с и а п а т и т а ,  з а т е м  п о л у ч е н н у ю  с у с п е н з и ю  о б р а б а т ы в а л и  у л ь т р а з в у к о м  с  ч а с т о т о й  4 0 к Г ц  и  

в ы с у ш и в а л и  д о  п о л н о г о  и с п а р е н и я  р а с т в о р и т е л я  п р и  к о м н а т н о й  т е м п е р а т у р е .

Б и о с о в м е с т и м о с т ь  и  п р о т и в о в о с п а л и т е л ь н у ю  а к т и в н о с т ь  Г А  и  к о м п о з и т о в  П Л - Г А  и з у ч а л и  н а  

к л е т о ч н о - о п о с р е д о в а н н ы й  и м м у н н ы й  о т в е т  и н д и в и д у а л ь н ы х  д о н о р о в  in vitro, и с п о л ь з у я  CD14+ 

м о н о ц и т ы  ч е л о в е к а .

Д л я  и с с л е д о в а н и я  в о с п а л и т е л ь н о й  р е а к ц и и  н а  м а т е р и а л  к о м п о з и т о в  in vitro CD14+ м о н о ц и т ы  к р о в и  

ч е л о в е к а  в ы д е л я л и  и з  л е й к о ц и т а р н о й  п л е н к и  [2 ] и  к у л ь т и в и р о в а л и  н а  п о в е р х н о с т и  о б р а з ц о в  в  

б е с с ы в о р о т о ч н о й  с р е д е  в  т е ч е н и е  6  д н е й .  Д л я  п о л у ч е н и я  п о л о ж и т е л ь н о г о  к о н т р о л я  а к т и в а ц и и  

м о н о ц и т о в  к л е т к и  с т и м у л и р о в а л и  п о с р е д с т в о м  I F N - y  п р и  к о н ц е н т р а ц и и  1 0 0  н г /м л  и  I L - 4  п р и  

к о н ц е н т р а ц и и  10  н г /м л . В  к а ч е с т в е  о т р и ц а т е л ь н о г о  к о н т р о л я  и с п о л ь з о в а л и  ч и с т у ю  к у л ь т у р а л ь н у ю  с р е д у  

б е з  д о б а в л е н и я  о б р а з ц о в  и  ц и т о к и н о в .  Н а  1 -е , 3 - и  и  6 - ы е  с у т к и  к у л ь т и в и р о в а н и я  о т б и р а л и  п р о б ы  и
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и з м е р я л и  к о н ц е н т р а ц и и  T N F - a ,  C C L 1 8  п о  м е т о д и к е  и м м у н о ф е р м е н т н о г о  а н а л и з а .  Р е з у л ь т а т ы  И Ф А  

п р е д с т а в л е н ы  н а  р и с .  1.

Р и с .  1. В л и я н и е  П Л , Г А  и  к о м п о з и т а  П Л - Г  А  н а  в ы д е л е н и е  м а к р о ф а г а м и :  1 -  T N F - a  в  п р и с у т с т в и и

I F N -y  (1 ) ;  2  -  C C L 1 8  в  п р и с у т с т в и и  IL -4 .

В и д н о ,  ч т о  н е з н а ч и т е л ь н о е  в ы д е л е н и е  ц и т о к и н о в  п р о в о с п а л и т е л ь н о г о  т и п а  М 1  ( ~  2 5 - 3 5  п к г /м л )  

н а б л ю д а е т с я  в  к о н т р о л ь н о м  о б р а з ц е  ( б е з  м а т е р и а л а )  и  в  п р и с у т с т в и и  п о л и л а к т и д а ,  в  т о  в р е м я  к а к  Г А  и  

к о м п о з и т  П Л - Г  А  н е  с п о с о б с т в у ю т  и х  в ы д е л е н и ю . В ы д е л е н и ю  п р о т и в о в о с п а л и т е л ь н ы х  ц и т о к и н о в  т и п а  

М 2  с п о с о б с т в у е т  к о м п о з и т  П Л УГ А  н а  6 - о й  д е н ь  к у л ь т и в и р о в а н и я ,  ч т о  с в и д е т е л ь с т в у е т  о  п р о я в л е н и и  

п о т е н ц и а л ь н ы х  п р о т и в о в о с п а л и т е л ь н ы х  с в о й с т в  м а т е р и а л а .

Т а к и м  о б р а з о м ,  п о л у ч е н ы  б и о с о в м е с т и м ы е  к о м п о з и т ы  н а  о с н о в е  п о л и л а к т и д а  и  г и д р о к с и а п а т и т а  

п у т е м  с м е ш е н и я  р а с т в о р а  п о л и м е р а  с  п о с л е д у ю щ и м  д и с п е р г и р о в а н и е м  у л ь т р а з в у к о м .  К о м п о з и т ы  

П Л /Г А  в  с р а в н е н и и  с  ч и с т ы м и  м а т е р и а л а м и  П Л , Г А  и с с л е д о в а л и  н а  к л е т о ч н о - о п о с р е д о в а н н ы й  

и м м у н н ы й  о т в е т  и н д и в и д у а л ь н ы х  д о н о р о в  in vitro, и с п о л ь з у я  CD14+ м о н о ц и т ы  ч е л о в е к а .  У с т а н о в л е н о ,  

ч т о  ч и с т ы й  п о л и л а к т и д  с п о с о б с т в у е т  в ы д е л е н и ю  к а к  п р о - ,  т а к  и  п р о т и в о в о с п а л и т е л ь н ы х  ц и т о к и н о в  

м а к р о ф а г о в .  Г и д р о к с и а п а т и т  я в л я е т с я  и н е р т н ы м  м а т е р и а л о м ,  н е  в ы з ы в а ю щ и м  в ы д е л е н и я  ц и т о к и н о в .  

К о м п о з и т  П Л - Г А  с т и м у л и р у е т  в ы д е л е н и е  т о л ь к о  п р о т и в о в о с п а л и т е л ь н о г о  ц и т о к и н а ,  ч т о  г о в о р и т  о  

п о т е н ц и а л ь н о м  н а л и ч и и  а н т и в о с п а л и т и т е л ь н ы х  с в о й с т в  у  к о м п о з и т о в .
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