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Введение: Терапия крупных дефектов кости при помощи 

пересадки аутологичной кости является самым естествен-

ным методом. Однако он ограничен тем, что возможен от-

бор лишь малого количества костной ткани, который со-

провождается явно повышенной болезненностью. В пред-

ставленной работе исследовано влияние различных стери-

лизованных или дезинфицированных аллогенных транс-

плантатов кости на дифференцировку костного мозга че-

ловека, и результаты сравниваются с аутогенными транс-

плантатами. Методы: Культивировали клетки костного 

мозга человека из губчатой кости, которую отбирали в про-

цессе операции по замене тазобедренного сустава из прок-

симального тела бедренной кости. Диски губчатой кости 

человека, диаметром 10 мм и высотой 3 мм, заготавливали 

из головки бедренной кости, которую удалили в процессе 

операции по замене тазобедренного сустава, и стерилизо-

вали либо дезинфицировали различными методами (γ-

облучение, обработка НУК / этанолом, метод Tutoplast®, 

автоклавирование при 121 °C, термодезинфекция при 

> 82,5 °C). Дополнительно, симулировали in vitro пересадку 

аутологичной кости и сравнивали результаты с аллогенной 

пересадкой кости. Endobon® оценивали так же, как керами-

ку из бычьего гидроксиапатита. В течение периода 4 недель 

каждый второй день проводили смену среды (IMDM). Вы-

полняли морфологическое исследование растровой элек-

тронной микроскопией. Для определения жизнеспособно-

сти проводили окрашивание трипановым синим. В начале 

культивирования, а также через 4 недели проводили анализ 

FACS со специфичными антителами. Контрольной груп-

пой служили культуры клеток костного мозга человека без 

трансплантата кости. Результаты: Через 4 недели на попе-

речном срезе, 2/3 клеток были жизнеспособны, за исключе-

нием облучённых дисков губчатой кости. По сравнению с 

контрольными культурами, после периода в 4 недели было 

показано достоверное различие в иммунной реакции, как в 

опытах с аутологичной пересадкой, так и при различных 

методах стерилизации либо дезинфекции аллогенных 

трансплантатов. Морфологический анализ показал трещи-

ны на поверхностях трабекул в облучённых и автоклавиро-

ванных губчатых дисках, и показал проникновение клеток 

в трабекулярные структуры при всех методах. Заключение: 

Представленные результаты подтверждают влияние раз-

личных методов стерилизации и дезинфекции на диффе-

ренцировку клеток костного мозга человека (клетки реци-

пиента). Автоклавирование и термодезинфекция при 

82,5 °C достигали сходных эффектов in vitro в опытах с 

аутологичной пересадкой. Обработка аллогенных транс-

плантатов кости НУК / этанолом, и методом Tutoplast® 

показала то же, что и Endobon® со слабыми отличиями по 

сравнению с контрольными культурами. Гамма-облучение 

аллогенного трансплантата кости приводило к чрезмерной 

смертности клеток, предположительно по причине образо-

вания свободных радикалов. 

Ключевые слова 

Стерилизация · In vitro · Аутологичный · Аллогенный · 
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Сокращения 

РЭМ – растровая электронная микроскопия  

IL – интерлейкин  

НУК – надуксусная кислота 

GM-CSF – колониестимулирующий фактор гранулоцитов и 

макрофагов 

FACS – сортировка клеток с активацией флуоресценции  

PBS – фосфатно-солевой буфер 

Введение 

Аллогенная трансплантация кости – это существенная со-

ставная часть в лечении обширных дефектов кости, прежде 

всего, при операциях протезирования и реконструкции 

после удаления опухолей кости. В США, ведущей в мире 

стране по числу пересадок кости, количество использован-

ных аллогенных трансплантатов кости составляет от 650 000 

до 800 000 в год [1]. В Германии к настоящему времени про-

водили около 75 000 аутологичных и 25 000 аллогенных 

трансплантаций кости в год [2, 3]. 

Наряду с аллогенными трансплантатами кости, используют 

аутологичную костную ткань, материалы из бычьей кости и 

искусственные материалы, а также живые культуры клеток 

хряща и кости (тканевая инженерия). 

Аутологичная пересадка кости представляет самый есте-

ственный и эффективный метод лечения дефектов кости и 

считается золотым стандартом, поскольку остеогенные 

свойства трансплантатов остаются сохранными. Аутоло-

гичная трансплантация кости подразумевает повышенную 

болезненность ввиду необходимости одновременной опе-

рации на гребне подвздошной кости, помимо болевых по-

слеоперационных симптомов [4]. 

По сравнению с искусственными материалами-

заменителями кости, такими как костный цемент, керамика 

из гидроксиапатита, или же материалом из бычьей кости, 

важнейшее достоинство аллогенных трансплантатов кости 

заключается в их способности к остеокондуктивному и, 

частично, остеоиндуктивному действию. 

Трансплантация аутогенной кости неизменно остаётся 

стандартом в реконструктивной ортопедической хирургии 

и травматологии. Применение аллогенных трансплантатов 

кости требует выполнения определённой технологии кон-

сервации, методов скрининга доноров и методов стерили-

зации. 

Со времени учреждения костных банков было предложено 

множество методов стерилизации либо дезинфекции [5]. В 

настоящее время находят применение различные методы 

для инактивации бактерий, вирусов и спор грибков. Неза-

висимо от того, используется ли для стерилизации транс-

плантата кости физическая стерилизация путём гамма-

облучения [6], химическая обработка НУК / этанолом [7, 8], 

либо комбинированная обработка, напр. методом 

Tutoplast® или тепловым методом [9], в каждом методе до-

стигается максимальная инактивация бактерий и вирусов. 

Разнообразные влияния различных методов на биомехани-

ческие свойства кости были исследованы во множестве ра-

бот [10–13]. 

Однако в текущей литературе имеется лишь немного ин-

формации о том, при каком методе происходит наимень-

шая потеря остеогенных, остеокондуктивных и остеоин-

дуктивных свойств кости. 

В представленной работе было исследовано in vitro влияние 

гамма-облучения, обработки НУК / этанолом, методом 

Tutoplast®, автоклавированием при 121 °C и термодезин-

фекцией при > 82,5 °C, с учётом возможных изменений 

дифференцировки клеток костного мозга человека, и про-

ведено сравнение с опытом на аутологичном материале. 

Исследовали Endobon® так же как керамику из бычьего 

гидроксиапатита. Аллогенные и аутологичные трансплан-

таты, кроме того, после четырёхнедельного культивирова-

ния исследовали методом растровой электронной микро-

скопии. 

 

 

Материал и методы 

Получение материала 

Головки бедренных костей и костный мозг для выделения 

клеток получали в процессе операции эндопротезирования 

бедренного сустава. Костный мозг отбирали из прокси-

мальной части и головки бедренной кости после остеото-

мии головки бедренной кости (одобрено Комиссией по 

этике в области медицины человека, Университет Филиппа, 

Марбург: AZ 66/03). 

Критериями исключения были острое или хроническое 

воспаление, злокачественные опухоли в анамнезе, а также 

возраст > 75 лет. Согласно директивам по содержанию 

костного банка, пациентов исследовали серологически на 

наличие инфекций ВИЧ, гепатита, сифилиса. Для умень-

шения риска привлекали записи анамнеза доноров алло-

генных трансплантатов кости. 

Помимо коксартроза, который стал причиной операции, 

все пациенты не имели предшествующих заболеваний. Для 

достижения статистической значимости, на каждый метод 

стерилизации и аутологичную пересадку оценивали по 8 

пациентов (4 мужчины и 4 женщины в возрасте от 45 до 70 

лет). 

Выделение клеток 

Блок губчатой кости размером ок. 7 мм × 10 мм × 20 мм, во 

избежание свёртывания крови и высыхания, помещали в 

стерильный сосуд с фосфатным буфером, содержащим 

ликвемин (0,2 % Liquemin, изготовитель Hoffmann–

La Roche; pH 7,4 PBS, изготовитель Seromed). После механи-

ческого измельчения полученную суспензию пропускали 

через сито с размером ячеек 0,1 мм, чтобы отделить фрак-

цию губчатой кости. Эту суспензию клеток наслаивали на 

градиент плотности Ficoll/Histopaque (в соотношении 2:1; 

плотность 1,077). После центрифугирования (20 мин., 2 200 

об./мин., 10 °C, без торможения, бакет-ротор JS-7.5, изгото-

витель Beckmann (США), rmax = 142 мм) возможно отделение 

промежуточной фазы от клеточного осадка. 

Образованную промежуточную фазу и осадок клеток из-

влекали пипеткой, центрифугировали (10 мин., 1900 

об./мин., 10 °C, с торможением, бакет-ротор JS-7.5, изгото-
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витель Beckmann (США), rmax = 142 мм) и содержащиеся 

здесь клетки трижды промывали раствором PBS. В послед-

нем цикле промывки применяли IMDM [14–16]. 

Среда 

К среде IMDM (среда Дюльбекко в модификации Искове, 

изготовитель Life Technologies, Paisley, Шотландия) добав-

ляли 12,5 % FCS (фетальная телячья сыворотка, изготови-

тель Boehringer Mannheim, Германия), 12,5 % HS (лошади-

ная сыворотка, изготовитель PAA Linz, Австрия), 2,4 нг/мл 

гидрокортизона (изготовитель Sigma Diagnostic, St. Louis, 

США), 50 нг/мл сертомицина (изготовитель Essex Pharma, 

München, Германия), 292,2 нг/мл L-глутамина (изготови-

тель PAA Linz, Австрия) и 0,3 % NaHCО3 (изготовитель 

Merck, Darmstadt, Германия). Для стимуляции клеточной 

культуры вводили факторы роста интерлейкин-3 [IL-3] 

(Behring AG, Marburg, Германия) и колониестимулирую-

щий фактор гранулоцитов и макрофагов [GM-CSF] (Behring 

AG, Marburg, Германия) в концентрации 10,0 нг/мл среды 

при каждой смене среды. 

 
Обработка материала 

Головки бедренных костей, которые удалили в процессе 

операции полного эндопротезирования бедренного суста-

ва, отбирали после остеотомии головки бедренной кости и 

в стерильных условиях распиливали по горизонтальной 

плоскости на диски толщиной 3 мм с помощью алмазной 

ленточной пилы (Exakt 310). Из каждого диска был приго-

товлен с помощью специального пустотелого бора (диа-

метр: 10 мм) цилиндр губчатой кости. В течение всего про-

цесса обработки кости орошали стерильным раствором 

0,9 % NaCl (4–6 °C), во избежание повреждения вследствие 

нагрева во время пиления или сверления, а также высыха-

ния. Затем костные цилиндры промывали трижды по 

10 мин. солевым раствором Earles и один раз 20 мин. соле-

вым раствором Earles с добавлением 500 МЕ стрептомици-

на/пенициллина, 4 мкг амфотерицина Β и 10 мкг гентами-

цина. 

Костные цилиндры обрабатывали в соответствии с различ-

ными методами стерилизации либо дезинфекции, и при-

меняли для симуляции аллогенной и аутологичной транс-

плантации кости. 

Симуляция in vitro аллогенной и аутологичной транс-

плантации кости  

По 20 дисков губчатой кости от каждого пациента отдельно 

разместили в 4 лунках шестилуночных планшетов (пло-

щадь лунки 9,81 см2 / по 5 цилиндров в лунке). В 4 лунках 

были размещены губчатые диски с 3 × 106 клеток (аутоло-

гичный: кость и клетки одного и того же пациента) и 3 мл 

среды IMDM. В пятую лунку засевали 3 × 106 клеток с 3 мл 

среды IMDM как контроль. В последнюю лунку добавляли 

среду IMDM как отрицательный контроль. 

Методы стерилизации и дезинфекции 

– Обработка надуксусной кислотой – этанолом 

Жировые барьеры, препятствующие проникновению, 

убирали путём предварительной обработки дисков губ-

чатой кости смесью хлороформа с метанолом. После 

обезжиривания губчатые диски обрабатывали НУК в 

течение 4 час. при комнатной температуре. Проникно-

вение стерилизационной среды в обезжиренную губча-

тую ткань обеспечивалось постоянным движением сте-

рилизационных сосудов. 

- Метод Tutoplast® 

Прежде всего, губчатые диски очищали от водораство-

римых веществ и обезжиривали в ультразвуковой ванне. 

На втором этапе выполняли осмотическую обработку 

раствором NaCl + H2О (разрушает клеточные мембраны, 

– устраняет антигенность, – убивает бактерии, – обна-

жает вирусы). Окислением с добавлением H2О2 инакти-

вировали обнажённые вирусы и устраняли остаточную 

антигенность. На следующем этапе костные пластины 

полностью обезвоживали ацетоном. После удаления ис-

пользованного растворителя костные пластины стери-

лизовали γ-облучением от 17,8 до 20,1 кГр. 

- Гамма-облучение с дозой 25 кГр 

Все губчатые диски дважды по 1,5 часа обезжиривали в 

ацетоне. В заключение, оставшиеся осадки удаляли мно-

гократным промыванием в дистиллированной воде. 

Наконец, костные пластины продували воздухом под 

давлением 5 бар, чтобы удалить последние фрагменты. 

Гамма-стерилизацию проводили на фирме Beta-Gamma-

Service (BGS) в гор. Виль с дозой 25 кГр. 

- Термодезинфекция при 82,5 °C 

Перед проведением термодезинфекции заготовленные 

губчатые диски отмывали в водной ванне от остатков 

крови и костного мозга. Затем губчатые диски обраба-

тывали эффективной инактивирующей температурой 

> 82,5 °C в течение минимум 15 минут. 

- Автоклавирование при 121 °C 

После очистки и удаления связанных остатков крови и 

костного мозга в водной ванне, пластины укладывали на 

компресс, заваривали в двойную плёнку и автоклавиро-

вали при 121 °C в течение минут. 

Показатели исследования 

Для анализа влияния методов стерилизации и дезинфек-

ции на иммунокомпетентные популяции клеток in vitro в 

настоящем исследовании рассматривали следующие пара-

метры: 

- Морфологическая оценка в ходе культивирования 

- Растровая электронная микроскопия 

- Определение жизнеспособности окраской трипановым 

синим 

- Иммунные реакции 

- Анализ FACS  

Растровая электронная микроскопия 

Под растровым электронным микроскопом (ISI-SX-30, по-

ставщик Leitz; плёнка Ilfort FP4, поставщик Ilford) через 2 и 

4 недели выполняли оценку губчатых дисков и клеток. По-

сле фиксации препарата 2 % раствором (0,2 Μ какодилат-

ный буфер, изготовитель Serva Heidelberg, Германия / 

дист. вода / 25 % глутаральдегид, изготовитель Merck 

Darmstadt, Германия), инкубации в 2 % растворе тетрокси-

да осмия (изготовитель Degussa Frankfurt, Германия), обез-

воживания в возрастающей концентрации ацетона (изгото-

витель Merck Darmstadt, Германия) и высушивания в каме-

ре с критической точкой (Balzer Union, Лихтенштейн), на 

клетки напыляли золото (500 Å; Sputter Coater (Edwards, 

West Sussex, СK)). 
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Определение жизнеспособности окраской трипановым 

синим 

После 4 недель культивирования клетки переводили во 

взвешенное состояние, обрабатывая их Accutase®, для опре-

деления жизнеспособности. 20 мкл взвеси клеток (минимум 

2 × 105 – максимум 4 × 107 клеток/мл) инкубировали с 80 мкл 

раствора 0,5 % трипанового синего. С помощью гемоцито-

метра было возможно оценивать клетки в отражённом свете 

под микроскопом (микроскоп Aristomet®, Leitz, ФРГ) с объ-

ективом с 10–40-кратным увеличением. Контрольной груп-

пой служили клетки костного мозга человека после 4-

недельного культивирования. Данные по их оценке счита-

ли за 100 %. Установленное таким образом число клеток всё 

же не соответствует реальному числу клеток, поскольку 

возможна оценка только тех клеток, которые смогли отде-

литься от связи с матриксом. Сколько клеток осталось окон-

чательно связанными, выяснить невозможно. 

 
Анализ FACS 

Фенотипирование субпопуляций лейкоцитов и степень их 

созревания оценивали на основании экспрессии опреде-

лённых молекул на поверхности клетки. При анализе FACS 

эти поверхностные молекулы выявляются флуоресцентно 

маркированными антителами. Сумму этих антител, типич-

ных для определённых поверхностных молекул, обознача-

ют как «кластер дифференциации» (Cluster of 

differentiation – CD). 

В день получения клеток, а также после культивирования 

длительностью 4 недели, выполняли такой анализ FACS. 

С помощью Accutase® клетки из лунок либо губчатых дис-

ков, насколько возможно, переводили во взвешенное состо-

яние. Однако технически невыполнима достоверная оценка 

абсолютного числа клеток на момент анализа FACS, по-

скольку невозможно точно определить по высвобождению 

клеток, сколько клеток осталось в губчатых дисках. Клетки 

инкубировали в течение 2 ч. при комнатной температуре со 

следующими антителами, иммунокомпетентными против 

специфических антигенов поверхности: 

- TriTest CD3 FITC/CD19 PE/CD45 PerCP; изготовитель 

Becton Dickinson. CD3-положительные клетки = зрелые 

T-лимфоциты; CD19-положительные клетки = B-клетки 

- TriTest CD3 FITC/CD4 PE/CD45 PerCP; изготовитель 

Becton Dickinson. CD3-положительные / CD4-

положительные клетки = T-хелперы 

- TriTest CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP; изготовитель 

Becton Dickinson. CD3-положительные / CD8-

положительные клетки = супрессорные / цитотоксич-

ные T-клетки 

- TriTest CD3 FITC/CD16 + 56 PE/CD45 PerCP; изготови-

тель Becton Dickinson. CD3-отрицательные / CD16 + 56 -

положительные клетки = природные киллеры (NKZ) 

Результаты были представлены в форме системы коорди-

нат (точечный график), где каждой исследованной клетке 

соответствует одна точка. Отдельные субпопуляции клеток 

возможно отделить путём установки ворот и точнее про-

анализировать. Во избежание неверной интерпретации, 

при каждом иммунном фенотипировании окрашивали 

образцы клеток с контрольной смесью антител, которая 

показывает неспецифическое связывание и применяется 

для точной установки измерений. Обработку данных вы-

полняли по программе BD Cellquest Pro. 

Статистика 

Для статистической оценки данные обрабатывали по мето-

ду теста хи-квадрат. При этом величина p < 0,05 считалась 

статистически значимой. Все величины были представлены 

как средние с соответствующими стандартными отклоне-

ниями. 

 

 
Результаты 

 

Растровая электронная микроскопия 

Клетки костного мозга человека высевали, как описано вы-

ше, на диски губчатой кости. Фиг. 1a–6b показывают сним-

ки под растровым электронным микроскопом с видимой 

характерной морфологией веретенообразных клеток после 

4-недельного культивирования. Во всех случаях обнаружи-

вается проникновение клеток в губчатые структуры, при-

чём аутологичные кости были полностью заселены. На ав-

токлавированных губчатых дисках заметны образование 

трещин на трабекулах и гладкая, похожая на глазурь, по-

верхность после выполнения стерилизации, которые не 

были последствием приготовления. На облучённых губча-

тых дисках показаны заметное сокращение числа клеток и 

отсутствие волокнистой сети (фиг. 1a–6b). 

Определение жизнеспособности окраской трипановым 

синим после 4 недель и высвобождение клеток 

Жизнеспособность клеток после 4-недельного культивиро-

вания с дисками губчатой кости представлена на фиг. 7. 

Значительное сокращение (p < 0,05) показано на облучён-

ных губчатых дисках по сравнению с контрольными куль-

турами, которые приняты за 100 % (фиг. 7). 

Анализ FACS 

Иллюстрации показывают процентные доли фенотипиче-

ски определённых субпопуляций всех клеток CD45+ (лим-

фоцитов). Для обработки использовали по 10 000 случаев в 

пределах клеточной популяции CD45+. 

- Контрольные культуры 

В контрольных культурах в начале культивирования 

обнаруживали ~ 31,7 % клеток CD3+, доля которых в те-

чение 4 недель снизилась до 9 %. Доля клеток CD3/4+ 

снизилась от ~ 33,9 % до ~ 23,2 %. Исходно составлявшие 

долю ~ 32 % клетки CD3/8+ также сокращались в коли-

честве до ~ 14,6 %. Напротив, доля клеток CD3-/16+/56+ 

в течение 4 недель возрастала от ~ 8,5 % до ~ 12,6 %, то-

гда как доля клеток CD19+ снижалась от ~ 23,1 % до 

~ 14,9 %. 

- Аутологичные опыты 

По сравнению с контрольными культурами, через 4 не-

дели происходило явное возрастание долей клеток CD3+ 

(зрелые T-клетки) до ~ 28 % (p < 0,05), клеток CD3/4+ (T-

хелперы) до ~ 61 % (p < 0,05), клеток CD3/8+ (супрессор-

ные / цитотоксические T-клетки) до ~ 54 % (p < 0,05) и 

клеток CD3-/16+/56+ (природные киллеры) до ~ 38 % 

(p < 0,05). Доля клеток CD19+ (B-клетки) оставалась по-

чти неизменной при ~ 12 %. 

- НУК / Этанол 

Обработка НУК приводила к сдвигу с повышением доли 

клеток CD3+ (зрелые T-клетки) до ~ 21 % (p < 0,05) и кле-

ток CD3/4+ (T-хелперы) до ~ 32 % (p < 0,05). Напротив, 

доля клеток CD3/8+ (супрессорные / цитотоксические 
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T-клетки), а также клеток CD3-/16+/56+ (природные 

киллеры) оставалась неизменной. В случае клеток 

CD19+ (B-клетки) было показано одно значительное 

снижение до 3,8 % (p < 0,05). 

- Метод Tutoplast®  

Обработка Tutoplast® приводила к сдвигу с уменьшени-

ем доли клеток CD19+ (B-клетки) до ~ 3,1 % (p < 0,05), и с 

увеличением доли клеток CD3+ (зрелые T-клетки) до 

~ 18,6 % (p < 0,05). Другие популяции клеток оставались 

неизменными. 

- Облучение 25 кГр  

После облучения 25 кГр происходил явный сдвиг с 

чрезмерным возрастанием доли клеток CD3/8+ (супрес-

сорные / цитотоксические T-клетки) до ~ 92 % (p < 0,05), 

клеток CD3/4+ (T-хелперы) до ~ 99 % (p < 0,05) и клеток 

CD3-/16+/56+ (природные киллеры) до ~ 96 % (p < 0,05), 

а также резким падением доли клеток CD3 и CD4+ (зре-

лые T- и B-клетки) до ~ 3 % и ~ 0,1 % (p < 0,05). 

- Автоклавирование при 121 °C 

Стерилизация при 121 °C тоже показала сдвиг состава 

субпопуляций с возрастанием доли клеток CD3+ (зрелые 

T-клетки) до ~ 24 % (p < 0,05), клеток CD 3/8+ (супрес-

сорные / цитотоксические T-клетки) до ~ 21 % (p < 0,05) 

и клеток CD3/4+ (T-хелперы) до ~ 39 % (p < 0,05). Доля 

клеток CD3-/16+/56+ (природные киллеры) оставалась 

неизменной, тогда как доля клеток CD19+ (B-клетки) 

снизилась до ~ 8,5 % (p < 0,05). 

- Термодезинфекция при 82,5 °C 

Термодезинфекция при 82,5 °C оставила долю клеток 

CD3+ (зрелые T-клетки) и клеток CD19+ (B-клетки) 

неизменной, тогда как доли других субпопуляций, кле-

ток CD3/4+ (T-хелперы) с ~ 45 %, клеток CD3/8+ (су-

прессорные / цитотоксические T-клетки) с ~ 28 % и кле-

ток CD3-/16+/56+ (природные киллеры) с ~ 22 % тоже 

показали значимое повышение (p < 0,05). 

 
 

  

Фиг. 1a и b:  

a) Исходный образец диска аутологичной 

губчатой кости;  

b) Диск аутологичной губчатой кости через 

4 недели культуры. 

  1 мм    1 мм   
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Фиг. 2a и b:  

a) Исходный образец диска губчатой кости 

после обработки НУК;  

b) Диск губчатой кости после обработки 

НУК через 4 недели культуры. 

  500 мкм    100 мкм   
         

 

 

  

Фиг. 3a и b:  

a) Исходный образец диска губчатой кости 

после обработки гамма-облучением; 

b) Диск губчатой кости после обработки 

гамма-облучением через 4 недели культу-

ры. 

  200 мкм    100 мкм   
         

 

 

  

Фиг. 4a и b:  

a) Исходный образец диска губчатой кости 

после обработки методом Tutoplast®;  

b) Диск губчатой кости после обработки 

методом Tutoplast® через 4 недели культу-

ры. 

  200 мкм    200 мкм   

- Endobon® 

На Endobon® наблюдали сдвиг с уменьшением доли 

клеток CD19+ (B-клетки) до ~ 4 % (p < 0,05) и возраста-

нием доли клеток CD3+ (зрелые T-клетки) до ~ 18 % 

(p < 0,05). Другие популяции клеток оставались неиз-

менными (фиг. 8, 9). 

 

 
Обсуждение 

Высокая биологическая совместимость была достигнута в 

применении аутологичных трансплантатов кости – самом 

естественном методе терапии дефектов кости. Аутологич-

ные трансплантаты кости, хотя и считаются «золотым стан-

дартом», однако часто лимитированы по причине ограни-

ченности ресурсов. Преимущество аллогенных трансплан-

татов кости, по сравнению с синтетическими материалами, 

заключается в их способности к остеокондуктивному эф-

фекту (посредством химических или физических факторов, 

пробуждающих направленный рост остеонов, из которых 

образуются новые) и частично остеоиндуктивному эффек-

ту (вещество, выделяющееся из материала, приводит к про-

лиферации и дифференцировке клеток мезенхимы через 

клетки-предшественники в остеобласты и, наконец, к обра-

зованию новой кости) [17]. 

Эти естественные трансплантаты кости служат как главная 

система для построения кости и тем самым представляют 

идеальную архитектуру, отвечающую физиологической 

морфологии. Важное значение при этом имеет способность 

частей трансплантата к резорбции, поскольку построению 

костной ткани остеобластами во всяком случае сопутствует 

управляемое остеокластами разрушение кости. В связи с 

этим стимулируется пролиферация клеток мезенхимы и 

дальнейшая их дифференцировка в остеобласты под дей-

ствием вновь образующихся веществ, в число которых вхо-

дят «морфогенетические белки кости» (BMP) [18]. 

Хотя известно, что различные методы стерилизации изме-

няют биомеханические свойства трансплантатов кости, в 

текущей литературе почти не имеется данных о возможном 

влиянии на биологическую совместимость аллогенных 

трансплантатов кости после стерилизации разными спосо-

бами. 
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Фиг. 5a и b:  

a) Исходный образец диска губчатой кости 

после автоклавирования при 121 °C;  

b) Диск губчатой кости после автоклавиро-

вания при 121 °C через 4 недели культуры. 

 
 
200 мкм 

 
 

 
500 мкм 

  
          

 
 

  

Фиг. 6a и b:  

a) Исходный образец диска губчатой 

кости после термодезинфекции при 

82,5 °C;  

b) Диск губчатой кости после термодез-

инфекции при 82,5 °C через 4 недели 

культуры. 

   500 мкм    500 мкм   

          
Согласно исследованию Шенка и сотрудников [19] в аспек-

те биологической совместимости имплантатов кости, было 

обнаружено выделение веществ в нетоксичных концентра-

циях, которые могут приводить к инкапсуляции в соедини-

тельную ткань или к сильным воспалительным реакциям. 

В представленной работе, на основании модели клеточной 

культуры in vitro, мы решили исследовать влияние стери-

лизованных либо дезинфицированных различными мето-

дами аллогенных костных дисков на дифференцировку 

костного мозга человека, и сравнить их с опытами на ауто-

логичных дисках. 

 

 

 
 

 
Методы стерилизации либо дезинфекции 

Фиг. 7. Результаты окрашивания трипановым синим через 4 
недели (cредние величины и стандартное отклонение для 8 
пациентов); *** = p < 0,001. 

В действительности, трансплантаты кости, как правило, 

имплантируют из замороженной кости. Вместе с тем, 

трансплантаты кости входят в контакт не только с одним 

типом клеток, но скорее с разнообразными первичными 

клетками на различных стадиях дифференцировки. По-

этому для анализа in vitro мы решили применить модель 

культуры клеток костного мозга, чтобы на этой модели 

наилучшим образом воспроизвести физиологические усло-

вия организма человека, и чтобы наблюдаемые реакции 

было возможно отнести к организму человека. 

Как оптимальный трансплантат, в представленной работе 

рассматривается аутологичный трансплантат кости – «зо-

лотой стандарт». Контрольной группой служила культура 

клеток костного мозга человека. 

 

 
Специфические антитела 

Фиг. 8. Анализ FACS контрольной культуры на момент отбора 

клеток и через 4 недели культуры; показанные средние величи-

ны в % соответствуют процентной доле субпопуляций в общей 

популяции клеток CD45+ (лимфоциты) с 3-кратным определе-

нием для каждого из 8 пациентов. CD3+: зрелые T-клетки; 

CD3/4+: T-хелперы; CD3/8+: супрессорные / цитотоксические 

T-клетки; CD3-/16+/56+: NKZ; CD19+: B-клетки. 
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Фиг. 9. Анализ FACS после 4 недель 

культуры; показанные средние величи-

ны в % соответствуют процентной доле 

субпопуляций в общей популяции кле-

ток CD45+ (лимфоциты) с 3-кратным 

определением для каждого из 8 пациен-

тов. CD3+: зрелые T-клетки; CD3/4+: T-

хелперы; CD3/8+: супрессорные / цито-

токсические T-клетки; CD3-/16+/56+: 

NKZ; CD19+: B-клетки. 

 Специфические антитела 
  

Снимки под растровым электронным микроскопом 

(фиг. 1a–6b) репрезентативно показывают типичные при-

меры разных видов колонизации клетками, либо образова-

ния матрикса, несмотря на различные увеличения. Не-

смотря на то, что здесь невозможно получить какие-либо 

количественные данные, во всех методах подтверждается 

проникновение клеток в губчатые структуры. Аутологич-

ные кости после 4 недель культуры полностью заселились 

равномерно распределёнными веретенообразными клетка-

ми. Наблюдение в гидроксиапатите костей микротрещин, 

которые появляются при температурах > 80 °C, а ещё боль-

ше – при температурах > 120 °C [20-22], подтверждаются 

нашими наблюдениями. Дополнительно, в автоклавиро-

ванных губчатых дисках обнаружена похожая на глазурь 

поверхность, которая предположительно обусловлена из-

менением коллагеновых волокон. Эти изменения могут 

вызывать снижение биологических и биомеханических 

свойств автоклавированных аллогенных трансплантатов 

[20-22]. 

На основании представленного плана экспериментов уда-

лось показать влияние различных методов стерилизации и 

дезинфекции аллогенных трансплантатов кости на кост-

ный мозг. 

Технология Tutoplast® и обработка аллогенных трансплан-

татов НУК / этанолом, так же как Endobon® в сравнении с 

контрольными культурами не показала явного влияния на 

CD45-позитивные субпопуляции, хотя по сравнению с теп-

ловыми методами они показывают явное преимущество. 

Метод Tutoplast® пока ещё не прошёл аттестации на инак-

тивацию избранных клинически важных бактерий, грибов, 

спор и спорообразователей на аллогенных трансплантатах 

кости. Применение НУК / этанола для стерилизации голо-

вок бедренной кости ограничено по причине большого 

расстояния диффузии (трансплантаты не должны превы-

шать в толщину 15 мм, чтобы гарантировать достаточную 

диффузию химикатов в глубину). Применение Endobon® 

ограничено малыми дефектами кости. 

Одно только гамма-облучение на основании результата, 

полученного в данном исследовании, было отнесено к био-

логически несовместимым методам. Причина этого, веро-

ятно, заключается в образовании свободных радикалов, 

которые со своей стороны вызывают повышенную смерт-

ность клеток, а значит и снижение биологической совме-

стимости [23]. 

Отсутствие свидетельства иммунного ответа на трансплан-

тат кости или заменитель кости возможно интерпретиро-

вать так, что эти материалы классифицируются как биоло-

гически инертные, и тем самым служат лишь как каркас 

для построения кости [17]. Эта гипотеза подтверждается 

сведениями о том, что в случае Endobon® поддерживается 

только остеокондукция, а остеоиндуктивные свойства не 

проявляются. 

По представленным результатам исследования невозможно 

отдать преимущество ни одному, ни другому из тепловых 

методов. Шимизу и др. [24] показали, что костные транс-

плантаты после температурной обработки проявляют раз-

личия по реваскуляризации и остеоинтеграции на живот-

ных моделях. Костные трансплантаты, которые обрабаты-

вали 5 мин. при 100 °C, показали сниженную реваскуляри-

зацию и остеоинтеграцию. Костные трансплантаты, кото-

рые обрабатывали 30 мин. при 60 °C либо 10 мин. при 80 °C, 

напротив, не показывали ухудшения реваскуляризации и 

остеоинтеграции. Причина тому, возможно, сохранение 

коллагена и BMP, которые денатурируют при температу-

рах > 100 °C (повышение температуры приводит к возник-

новению антигенности и снижению остеокондуктивности). 

Сопоставление наблюдения микротрещин и похожей на 

глазурь поверхности под растровым электронным микро-

скопом на губчатых дисках, автоклавированных при 121 °C, 

и результатов Шимизу и др., объясняет преимущество ме-

тода термодезинфекции при 82,5 °C для аллогенных транс-

плантатов кости. 

В случае аутологичной пересадки кости показан самый 

заметный иммунный ответ с увеличением зрелых T-клеток, 

T-хелперов, супрессоров / цитотоксических T-клеток и 

природных киллеров. 

Клетки, которые вступили в контакт с чужеродным матери-

алом, реагируют по защитному механизму. 
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В принципе, этот вид иммунного ответа представляет мак-

симальную реакцию. T-хелперы опосредуют клеточные 

иммунные реакции и участвуют в дифференцировке B-

клеток в плазматические клетки. Зрелые T-клетки приводят 

к активации макрофагов, так что начинается реакция, 

направленная к воспалению. Цитотоксические T-клетки 

приводят, как говорит их название, к прямому разрушению 

клеток, так же как и NKZ. В остеоиммунологической реак-

ции T-клетки отвечают за образование медиаторов с одно-

временной активацией остеокластогенеза. В различных 

исследованиях имеются указания на то, что T-клетки игра-

ют центральную роль в развитии и функциях остеокластов. 

Где и как цитокины и хемокины, выделяемые in vivo 

T-клетками или другими иммунными клетками, влияют на 

обмен веществ в кости, пока остаётся неясным [25, 26]. Со-

гласно высказанным точкам зрения, активация и пролифе-

рация T-клеток – скорее, нежелательная реакция. Хотя она 

и происходит при аутологичных пересадках кости для 

быстрой и полной остеоинтеграции, вместе с тем этот им-

мунный ответ кажется необходимой предпосылкой и про-

явлением процесса перестройки кости. К тому же мы мо-

жем сослаться на исследование на дефицитных по T-

клеткам голых мышах, у которых отсутствие T-клеток при-

водило к снижению количества коллагена III, и вместе с тем 

была нарушена остеокондукция [27]. 

В целом, представленные результаты показывают, что куль-

тура костного мозга человека представляет вполне пригод-

ный метод, чтобы получить предварительные сведения о 

возможных влияниях методов стерилизации в отношении 

биологической активности аллогенных трансплантатов 

кости. Удалось показать при исследованных параметрах in 

vitro чёткие различия в иммунном ответе при соответству-

ющих использованных методах стерилизации. Для оценки 

качества стерилизованных трансплантатов кости опыты на 

животных всё же остаются необходимыми. Следует доба-

вить, что сложные и трудные случаи, в совокупности с фи-

зико-химическими взаимодействиями между транспланта-

том кости и живой тканью не поддаются или с трудом ис-

следуются in vitro. 
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