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ВЗАИМОВЛИЯНИЕ ММСК И МОНОНУКЛЕАРНЫХ  
КЛЕТОК КРОВИ ПРИ СОКУЛЬТИВИРОВАНИИ  
IN VITRO В ПРИСУТСТВИИ ТРЕХМЕРНОГО 
ИСКУССТВЕННОГО МАТРИКСА, ИМИТИРУЮЩЕГО 
РЕГЕНЕРИРУЮЩУЮ КОСТНУЮ ТКАНЬ
Юрова К.А., Норкин И.К., Хазиахматова О.Г., Малащенко В.В., 
Мелащенко О.Б., Иванов П.А., Лигатюк Д.Д., Хлусов И.А., 
Литвинова Л.С. 
ФГАОУ ВО «Балтийский федеральный университет имени Иммануила Канта», г. Калининград, Россия

Резюме. Репарация и регенерация костной ткани – сложный процесс с участием множества кле-
ток, регулируемый многими факторами. Иммунные клетки и цитокины играют решающую роль 
в регуляции баланса костеобразования и резорбции кости. Однако иммуномодулирующий механизм 
регенерации кости до сих пор неясен. Тем не менее достоверно известно о взаиморегулирующем вли-
янии иммунокомпетентных клеток и мезенхимальных стволовых клеток (МСК). МСК и иммуно-
компетентные клетки секретируют несколько цитокинов, факторов роста и молекул внеклеточного 
матрикса, которые играют важную роль в регуляции кроветворения, ангиогенеза, иммунного и вос-
палительного ответа. Различные исследования подтверждают, что разные молекулы, экспрессируе-
мые МСК, могут инициировать пролиферацию лимфоцитов. Таким образом, исследование взаим-
ного влияния МСК и мононуклеарных клеток крови при совместном сокультивировании in vitro, в 
том числе в присутствии искусственного матрикса, имитирующего регенерирующую костную ткань, 
является актуальным и своевременным. В настоящем эксперименте были проведены исследования 
на границе раздела фаз живой / неживой материи, что имитировало систему «регенерирующая кость / 
кроветворное микроокружение». Был проведен цикл исследований, разделенных во времени, на пла-
стиковой поверхности (2D-модель культивирования) и в присутствии трехмерных искусственных ма-
триксов, имитирующих регенерирующую костную ткань (3D-модель культивирования). 

Ключевые слова: ММСК, мононуклеарные клетки крови, 3D-матрикс, in vitro, ПЦР, мультиплексный анализ
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INTERACTION BETWEEN MSCS AND BLOOD MONONUCLEAR 
CELLS DURING IN VITRO CO-CULTIVATION IN THE PRESENCE 
OF A THREE-DIMENSIONAL ARTIFICIAL MATRIX MIMICKING 
REGENERATING BONE TISSUE
Yurova K.A., Norkin I.K., Khaziakhmatova O.G., Malashchenko V.V., 
Melashchenko O.B., Ivanov P.A., Ligatyuk D.D., Khlusov I.A., 
Litvinova L.S.
Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russian Federation

Abstract. Bone tissue repair and regeneration is a complex process involving many cells and controlled by 
multiple factors. Immune cells and cytokines play a crucial role in regulating the balance of bone formation and 
resorption. However, the immunomodulatory mechanism of bone regeneration is still unclear. Nevertheless, 
the reciprocal regulatory influence of immunocompetent cells and mesenchymal stem cells (MSCs) is well 
known. MSCs and immunocompetent cells secrete various cytokines, growth factors, and extracellular matrix 
molecules that play important roles in regulating hematopoiesis, angiogenesis, immune and inflammatory 
responses. Several studies confirm that different molecules expressed by MSCs may induce lymphocyte 
proliferation. Therefore, the study of the mutual influence of MSCs and blood mononuclear cells during in 
vitro co-cultivation, even in the presence of an artificial matrix mimicking regenerating bone tissue, is relevant 
and expedient. In this experimental series, the studies were performed at the interface between living and non-
living substrate phases thus mimicking the “regenerating bone / hematopoietic microenvironment” system. 
A series of separated in time experiments was performed on a plastic surface (2D culture model) and in the 
presence of three-dimensional artificial matrices mimicking regenerating bone tissue (3D culture model).

Keywords: mesenchymal stem cells, blood mononuclear cells, 3D matrix, in vitro, PCR, multiplex analysis

Исследование выполнено в рамках реализации 
проекта Государственного задания № FZWM-
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Введение
Иммунная система играет важную роль в фор-

мировании тканей и резорбции костей. В послед-
нее время многие исследования продемонстриро-
вали сложные взаимодействия между иммунной 
и скелетной системами. Иммунные клетки и 
секретируемые ими цитокины способствуют ре-
гуляции костного гомеостаза, а костные клетки, 
включая остеобласты, остеокласты, остеоциты, 
также влияют на клеточные функции иммунных 
клеток. 

Лейкоциты крови являются одними из пер-
вых клеток, мигрирующих в участок физиоло-
гической и, в большей степени, репаративной 
регенерации костной ткани [4]. Для исследова-
ния закономерностей функционирования МНК 
в подобных условиях была разработана in vitro 
3D-гомеостатическая модель сокультивирования 
иммунных клеток с МСК в присутствии искус-
ственного матрикса, имитирующего в трехмер-

ном масштабе минеральное вещество костной 
ткани.

Известно, что клетки существуют в тканях раз-
ной степени жесткости, от мягкой мозговой тка-
ни до жесткой кортикальной кости. In vitro было 
показано, что жесткость матрикса или субстрата 
также играет важную роль в регуляции диффе-
ренцировки МСК [5]. Использование трехмер-
ной (3D) пространственной организации кле-
точной культуры в условиях культивирования in 
vitro приближено к физиологическим параметрам 
клеточной жизнедеятельности [1]. 

В связи с вышесказанным, исследование фи-
зиологических механизмов, определяющих ре-
акции МСК и иммунокомпетентных клеток на 
структурные и гуморальные сигналы микроокру-
жения, является своевременным и актуальным. 

В настоящее время появляется все больше 
данных, указывающих на то, что регуляция им-
мунного микроокружения является многообеща-
ющей терапевтической целью, способствующей 
функциональной регенерации костной ткани [6].

Таким образом, целью исследования явилось 
выявление функциональных особенностей МСК 
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и мононуклеарных клеток крови (МНК) при со-
вместном сокультивировании in vitro в присут-
ствии трехмерного искусственного матрикса, 
имитирующего регенерирующую костную ткань.

Материалы и методы
Для реализации настоящего эксперимента 

были проведены исследования на границе разде-
ла фаз живой/неживой материи, что имитировало 
систему «регенерирующая кость  /  кроветворное 
микроокружение». Был проведен цикл исследо-
ваний, разделенных во времени, на пластиковой 
поверхности (2D-модель культивирования) и в 
присутствии трехмерных искусственных матрик-
сов, имитирующих регенерирующую костную 
ткань (3D-модель культивирования). 

В качестве нормальных иммунокомпетент-
ных клеток, используемых для имитации модели 
физиологической регенерации in vitro, исполь-
зовали мононуклерные лейкоциты (МНК). Вы-
деление МНК из лейковзвеси здоровых доноров 
проводилось стандартным методом центрифуги-
рования на градиенте плотности фиколл-урогра-
фин (Pharmacia, Швеция) (р = 1,077 г/см3). Раз-
решение на проведение исследования получено 
в локальном этическом комитете Инновацион-
ного парка БФУ имени И. Канта (№ 5 от 16 мая 
2016 г.).

МСК выделялись из липоаспирата челове-
ка (Разрешение № 1 от 28.02.2019 г. локального 
этического комитета БФУ имени И. Канта), как 
описано [7].

Титановые подложки из коммерчески чистого 
титана ВТ1.0, размером 10 × 10 × 1 мм3 и индек-
сом шероховатости (Ra) 2-3 мкм, используемые 
для имитации in vitro состояние трехмерной (3D) 
культуры, имели двухстороннее покрытие из фос-
фатов кальция, нанесенное методом микродуго-
вого оксидирования на установке Microarc-3.0 
(Институт физики прочности и материаловеде-
ния СО РАН, г. Томск) в анодном режиме [3].

Для оценки иммунного ответа был произве-
ден комплексный анализ функциональной ак-
тивности мононуклеарных лейкоцитов в разных 
условиях культивирования in vitro по истечении 
48 часов культивирования. На 14-е сутки культи-
вирования оценивали особенности клеточного 
функционирования мезенхимальных стволовых 
клеток на пластике и в присутствии трехмерного 
матрикса. Для изучения особенностей клеточно-
го взаимодействия МСК с клетками иммунной 
системы было проведено сокультивирование 
этих клеточных линий в разных условиях экс-
периментального исследовании в соответствии с 
дизайном эксперимента. 

Культивирование МНК, МСК и смешанных 
культур проводили в полной питательной сре-

де (ППС). ППС состояла из α-МЕМ (Sigma-
Aldrich, США), 10% инактивированной (56  °С в 
течение 30 мин) сыворотки крови эмбрионов ко-
ров (Sigma-Aldrich, США), 2 mM/л L-глютамина 
(Sigma-Aldrich, США), 100  Е/мкг/мл пени цил лин/ 
стрептамицин (Gibco Life Technologies, США). 
Культивирование проводилось в течение 48 ча-
сов/14 суток при 37 °С, во влажной атмосфере, 
содержащей 5% СO2. 

В качестве контрольных моделей использо-
вали монокультуру МНК на пластике, 3D-мо-
нокультуру МНК, МСК на пластике, 3D-моно-
культуру МСК. 

Оценка морфофункционального состояния 
(активации, дифференцировки, созревания, про-
лиферации) клеточных культур в условиях 2D- и 
3D-сокультивирования проводилась с помощью 
следующих методов: 

1. Изучение антигенных детерминант с ис-
пользованием метода проточной цитофлюори-
метрии с использованием коктейля монокло-
нальных антител к CD3, CD4, CD8, CD25, CD71, 
CD95, CD45, CD45RA, CD45RO (eВioscience, 
США), приготовленного ex temporo. А также MSC 
Phenotyping Kit human – 130-095-198 (Miltenyi 
Biotec, США) на проточном цитофлуориметре 
MACS Quant (Miltenyi Biotec, Германия).

2. Количественное определение факторов 
роста, про- и антивоспалительных цитокинов 
(IL-1β, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, 
IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, Eotaxin, 
FGF, G-CSF, GM-CSF, IFNγ, IP-10, MCP-1, 
MIP-1α, PDGF-BB, MIP-1β, RANTES, TNFα, 
VEGF) в супернатантах исследуемых культур 
клеток проводилось методом проточной флюо-
риметрии на автоматизированном анализаторе 
(Bio-Plex Protein Assay System, Bio-Rad, США) с 
использованием коммерческих тест-систем (Bio-
PlexProHuman cytokine Group I Assays, Bio-Rad, 
США). 

3. Определение экспрессии мРНК исследу-
емых генов, ассоциированных дифференциров-
кой (U2af1l4, Gfi1, hnRNPLL) иммунокомпетент-
ных клеток проводили с методом полимеразной 
цепной реакции на амплификаторе CFX96 (Bio-
Rad, США).

Статистическая обработка результатов осу-
ществлялась с помощью программы IBM SPSS 
Statistics 20 (Statistical Package for the Social 
Sciences).

Результаты и обсуждение
В смешанной модели 2D-культивирования, 

по истечении 14 суток, соотношения популяций 
CD4/CD8 соответствовало таковому в монокуль-
туре МНК. Анализ количества клеток, несущих 
на своей поверхности маркеры ранней (CD25+, 
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CD71+) и длительной (CD95+) активации, по-
казал увеличение клеток в смешанных 2D- и 
3D-культурах по сравнению с данными, полу-
ченными при оценке краткосрочного (48 часов) 
культивирования монокультур МНК. Важно от-
метить, что присутствие трехмерных матриксов 
в смешанной культуре МСК + МНК статистиче-
ски значимо увеличивало число клеток с феноти-
пом CD3+CD95+.

Также было выявлено увеличение Т-клеток с 
фенотипом CD3+СD45R0+ и переходных форм 
CD3+CD45RO+CD45RA+, которое отмечалось за 
счет реэкспрессии высокомолекулярной изофор-
мы СD45 – СD45RА+.

По истечении 14 суток культивирования в 
3D-монокультуре МСК, а также в смешанной 
модели культивирования (МСК + МНК), как в 
присутствии трехмерных образцов, имитирую-
щих регенерирующую костную ткань, так и без 
них, было выявлено достоверное увеличение 
числа клеток, экспрессирующих маркеры гемо-
поэтических клеток CD (45+, 34+, 14+, 20+). Кроме 
того, в трехмерной модели монокультуры МСК, 
а также в обеих смешанных моделях культивиро-
вания отмечалось статистически значимое сни-
жение числа клеток, несущих на своей поверх-
ности молекулы CD105+ и CD90+ (на 14-е сутки) 
по сравнению со значениями, полученными в 
2D-модели. Количество CD73+ клеток по окон-
чании времени культивирования фиксировалось 
на уровне контрольных значений. 

Оценка содержания факторов в культуре МСК 
человека показала, что действие искусственного 
трехмерного матрикса, имитирующего регенери-
рующую костную ткань, направлено, преимуще-
ственно, на снижение концентрации факторов 
с провоспалительной (IFNα, IFNγ, IL-6, IP-10, 
TNFα), хемоаттрактантной (RANTES) и про-
апоптотической (TRAIL) активностью. 

В смешанной модели культивирования МСК + 
МНК концентрация исследуемых провоспали-
тельных цитокинов статистически значимо уве-
личивалась, как в условиях культивирования на 
пластике, так и при добавлении трехмерных ма-
триксов. Отличия были зафиксированы при срав-
нении с монокультурой мононуклеарных клеток, 
а также с монокультурой МСК. Важно отметить, 
что в смешанной 3D-культуре наблюдалась мак-
симальная продукция IFNγ и RANTES. Макси-
мальные значения IL-6 были задетектированы в 
смешанной двумерной модели культивирования.

В монокультуре МСК добавление трехмерно-
го матрикса в среду культивирования статисти-
чески значимо снижало уровень концентрации 
противовоспалительных цитокинов IL-4, IL-10, 
IL-13. Однако в смешанной модели культивиро-
вания МСК + МНК уровни исследуемых моле-

кул статистически значимо повышались, как в 
условиях культивирования на пластике, так и в 
присутствии трехмерных матриксов.

Оценка уровня относительной экспрессии 
генов дифференцировки T-лимфоцитов при со-
культивировании с трехмерным матриксом в сме-
шанной культуре показала достоверное увеличе-
ние экспрессии мРНК гена U2af1l4 (в среднем 
на 87%). Увеличение транскрипции мРНК гена 
U2af1l4 положительно коррелировало с числом 
Т-клеток с фенотипом CD3+СD45R0+ в смешан-
ной 3D-культуре. Экспрессия мРНК генов Gfi1, 
hnRNPLL детектировалась на уровне значений 
трехмерной монокультуры МНК.

По результатам исследования смешанной 
двумерной (2D) культуры МСК и МНК на пла-
стике было выявлено достоверное увеличение 
уровня концентрации многих исследуемых ци-
токинов, по сравнению с контрольными культу-
рами. Спектр цитокинов, продуцируемых МСК, 
способствовал увеличению числа МНК, несущих 
на своей поверхности маркеры ранней (CD25) 
и поздней (CD71) активации, а также содер-
жания дубль позитивных лейкоцитов, преиму-
щественно за счет повышения числа CD45R0+ 
клеток. Рост содержания Т-клеток с фенотипом 
CD3+СD45R0+ в смешанной культуре был обу-
словлен увеличением транскрипции мРНК гена 
U2AF26, что подтверждено позитивной корре-
ляционной взаимосвязью между исследуемыми 
параметрами (r = 0,67; p < 0,05). При этом транс-
крипция мРНК гена Gfi1 оставалась на уровне 
значений, полученных при оценке монокультур 
МНК. 

Нами было показано, что мононуклеарные 
клетки крови, в основном CD4+T-клетки, обла-
дали костимулирующим эффектом на продукцию 
ангиогенных и остеомодулирующих молекул [2].

Паракринное влияние МНК на МСК спо-
собствовало увеличению числа гемопоэтических 
стволовых клеток в смешанной культуре. Таким 
образом, при in vitro моделировании инфиль-
трации МНК из крови в ткани отмечен всплеск 
секреторной активности смешанной культуры 
стромальных клеток и лейкоцитов крови, что ле-
жит в основе воспалительных и регенераторных 
процессов. 

Также было выявлено, что 3D-матриксы с 
шероховатым КФ покрытием, в условиях моде-
лирования воспалительного инфильтрата МНК, 
индуцирующего продуктивное воспаление и/или 
фазу пролиферации воспалительного процесса, 
способствуют регенерации костной ткани, по-
средством усиления функциональной (секретор-
ной) активности смешанной культуры стромаль-
ных клеток и нормальных лейкоцитов крови. 
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Заключение
Резюмируя вышесказанное: 3D-матриксы вы-

ступают в роли активационных агентов, опосре-
дованно запускающих изменение цитокинового 

профиля микроокружения МСК и иммуноком-
петентных клеток, что способствует инициации 
процессов активации, пролиферации и клеточ-
ной дифференцировки, необходимых для эффек-
тивной регенерации костной ткани. 
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