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Воспалительная реакция, сопровождающая 
травматическое повреждение кости, являет-
ся многофакторным процессом, влияющим на 
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Проведена оценка реакций мононуклеарных клеток крови (МНК) при сокультивировании 
с титановыми подложками, несущими двустороннее кальцийфосфатное покрытие (КФ), в усло-
виях дополнительной активации Т-клеточного рецептора. Установлено, что в активационной 3D 
модели при контакте с КФ-покрытием, усиливается секреция про- и антивоспалительных ци-
токинов (IL-2, TNF-α, IL-10, IL-4), на фоне снижения жизнеспособности культуры МНК и из-
менения их иммунофенотипа, в сторону увеличения числа клеток, экспрессирующих CD95+ 
и CD45R0+, (число CD25+ клеток не изменялось), что может свидетельствовать о гиперактивации 
МНК в 3D модели при ее стимуляции активатором Т-клеток.
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костную регенерацию и приживление имплан-
татов, где важную роль играют мононуклеарные 
лейкоциты крови (МНК) [1]. 

Целью работы явилось изучение реакций 
МНК на трехмерный матрикс, имитирующий 
регенерирующую костную ткань, в условиях со-
культивирования in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение МНК производилось из лейковз-
веси здоровых доноров центрифугированием на 
градиенте плотности фиколл-уро гра фин («Phar-
macia», Швеция) (р=1,077 г/см3). Состояние 
трехмерной (3D) культуры клеток имитировали 
при помощи добавления в клеточную культуру 
подложек (10 х 10 х 1 мм3) из коммерчески чисто-
го титана, несущих рельефное (индекс шерохова-
тости Ra = 2–5 мкм) микродуговое двустороннее 
кальцийфосфатное (КФ) покрытие, симули-
рующее состояние минерального матрикса ре-
генерирующей костной ткани. В эксперименте 
использовались две модели культивирования: 
2D-клет ки на плоской поверхности культураль-
ного планшета (контроль); 3D-со куль ти ви ро-
вание с кальцийфосфатным матриксом.

Культивирование МНК проводили в 24-х лу-
ночных планшетах («OrangeScientifi c», Бельгия) 
в полной питательной среде (ППС): RPMI-1640 
(«Sigma-Aldrich», США), 10% инактивирован-
ной (56°С в течение 30 мин) сыворотки кро-
ви эмбрионов коров («Sigma-Aldrich», США), 
200 mM/л L-глю тамина («Sigma-Aldrich», США), 
30 мкг/мл гентамицина («GibcoLifeTechnolo-
gies», США), 1x106 активатора Т-лим фо ци-
тов –  использовали реагент T-CellActivation/
ExpansionKithuman (Ac/Exp) («MiltenyiBiotec», 
Германия), который представляет собой ан ти-
био ти но вые MACSiBead™ частицы с биотини-
лированными антителами против человеческих 
CD2+, CD3+, CD28+. После инкубации с антите-
лами к CD95, CD25, CDR0/RA клетки анализи-
ровали на проточном цитофлуориметре MACS 
Quant (Miltenyi Biotec, Германия) согласно про-
токолу фир мы-про из во ди те ля. Жизнеспособ-
ность клеток выявляли с использованием 0,4% 
раствора трипанового синего (Invitrogen, США) 
при помощи автоматического счётчика клеток 
Countess™ Automated Cell Counter (Invitrogen, 
США). Супернатанты из клеточных культур со-

бирали после 48 часов и определяли количество 
про- и антивоспалительных цитокинов (IL-2, 
TNF-α, IL-10, IL-4).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В контрольных 2D-культурах при добавле-
нии активирующего комплекса (CD2-/CD3-/
CD28-) процент живых клеток составлял 80,65 
[80,17; 82,25]%. В экспериментальных 3D моде-
лях в присутствии активатора) была выявлена 
интенсификация процессов клеточного некроза 
и снижение жизнеспособности культуры МНК 
(р<0,05). Число клеток в апоптозе в активиро-
ванных 3D культурах было сопоставимо с тако-
вым в 2D культурах.

Было зафиксировано достоверное увеличение 
(р<0,05; 3D относительно 2D): процентного со-
держания клеток с рецептором индукции апопто-
за CD95+ (Fas/Apo-l) с 20,17 [17,50–22,99]% в 2D- 
до 25,80 [22,80–27,27]% в 3D-культурах; Т-клеток 
памяти CD45R0+ с 32,89 [32,30–33,81]% в 2D- до 
36,03 [34,20–36,79]% в 3D-культурах. Также ре-
гистрировалось снижение процента наивных Т 
клеток CD45RА+ (р<0,05) однако число CD25+ 
клеток не изменялось. Кроме того в 3D куль-
турах относительно 2D, регистрировалось по-
вышение (р<0,05) уровня провоспалительных 
(IL-2 и TNF-α) и протиантивовоспалительных 
медиаторов (IL-10 и IL-4).

Таким образом, сокультивирование активи-
рованных МНК с имплантатами способствовало 
снижению относительного содержания живых 
клеток в культуре за счет интенсификации про-
цесса ядерной формы гибели клеток; возрас-
танию числа клеток, презентирующих маркеры 
клеток памяти (CD45R0) и апоптоза (CD95), при 
отсутствии влияния на экспрессию молекулы 
активации CD25 и увеличению уровня секреции 
МНК про- и антивоспалительных цитокинов. 
Вышесказанное может свидетельствовать о ги-
перактивации МНК в 3D модели с добавлением 
Т-ак ти ва тора. Работа выполнена при финан-
совой поддержке Российского научного фонда 
(проект 16-15-10031).
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REACTION OF ACTIVATED MONONUCLEATED CELLS TO CO-CULTIVATION 
WITH CALCIUM PHOSPHATE COATING OF TITANIUM MATRIX
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The reactions of mononuclear blood cells (MNC) were evaluated under cocultivation with titanium 
substrates carrying a bilateral calcium phosphate coating (CP) under conditions of additional activation 
of the T-cell receptor. It has been established that in the activation 3D model, in contact with CP-coating, 
the secretion of pro- and anti-infl ammatory cytokines (IL-2, TNF-α, IL-10, IL-4) increases, against the 
background of a decrease in the viability of the MNC culture and changes in their immunophenotype, in 
the direction of increasing the number of cells expressing CD95+ and CD45R0+ (the number of CD25+ 
cells has not changed), which may indicate that the MNC is hyperactive in the 3D model when it is 
stimulated by an activator of T cells.
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