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Изучена морфофункциональная активность Т-лимфоцитов при in vitro контакте с КФ-покрытием в при-
сутствии частиц с антителами к антигенам CD2, CD3 и СD28. Пластины из титана ВТ1-0 (10 × 10 × 1 мм3) с
двусторонним микродуговым шероховатым (индекс Ra = 2–5 мкм) КФ-покрытием использовали в качестве
модельных образцов минерального матрикса костной ткани. Магнитные частицы (MACSiBeadтм T-Cell Ac-
tivation/Expansion Kit human) с антителами к антигенам CD2, CD3 и СD28 применяли как Т-клеточный ак-
тиватор (ТКА), симулирующий сигналы антигенпрезентирующих клеток (АПК). Мононуклеарные клет-
ки (МНК), выделенные из крови человека (98.8% клеток CD45CD3+), культивировали в присутствии об-
разцов с КФ-покрытием и (или) ТКА (2 × 106 частиц в 1.5 мл питательной среды в пропорции c клетками
2 : 1) в течение 2-х и 14 сут. КФ-покрытие и ТКА синергично запускали адаптацию культуры МНК через
механизмы гиперактивации и последующей гибели Т-лимфоцитов. Иммуноселекция была обусловлена
накоплением наивных Т-лимфоцитов CD45RA+/RO+ и Т-клеток памяти с одновременным истощением
пула Т-клеток CD4+ и CD8+. Изменение субпопуляций Т-лимфоцитов сопровождалось усилением (через
48 ч культивирования) секреторной активности клеток с последующим ее снижением к 14 суткам наблю-
дения. КФ-покрытие поддерживало (в сравнении с культурой клеток на пластике) секреторную способ-
ность лимфоцитов Th1 (IL-12, TNFα, IFNγ) и Th2 (IL-4, IL-6, IL-10, IL-13). В то же время, длительный
сигнал ТКА после 48-часовой активации приводил к истощению секреции Т-клетками. Обсуждается
предположение, что обнаруженные in vitro эффекты могут иметь значение в переключении сигналинга
между Т-лимфоцитами, АПК и КФ-материалами на границе раздела клетка–инородное тело, исходом ко-
торого может быть смена фаз воспаления (регенерация), развитие иммунной толерантности, успешная
остеоинтеграция имплантата или нарушение ремоделирования костной ткани.

Ключевые слова: мононуклеарные лейкоциты крови человека, краткосрочная и длительная культура, жиз-
неспособность, иммунофенотип, цитокины, анти-CD2CD3СD28 частицы, микродуговое кальцийфос-
фатное покрытие
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Иммунокомпетентные клетки крови принимают
непосредственное участие в процессах воспаления,
ангио- и остеогенеза (Loi et al., 2016; Schell et al.,
2017). Эти процессы, в конечном итоге, приводят к
регенерации (ремоделированию) костной ткани,
приживлению имплантата или, при неблагоприят-

ном сценарии, к его отторжению вследствие остео-
лизиса. В отличие от продуктивного воспаления,
протекающего в различных внутренних органах и за-
вершающегося во взрослом организме, как правило,
формированием рубца, гранулематозное воспаление
в условиях физиологической или репаративной (по-
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сле имплантации) регенерации в кости приводит к
образованию новой костной ткани (Hoff et al., 2016).
В связи с этим в последние годы сформировалась но-
вая концепция, получившая название “остеоиммуно-
логия” (Arron, Choi, 2000; Greenblatt, Shim, 2013).

Однако публикационная активность в области
исследования клеточно-молекулярных механизмов
воспаления (регенерации) в костной ткани, индуци-
рованных иммунокомпетентными клетками (Hum-
bert et al., 2019), относится преимущественно к ис-
следованиям in vitro с использованием стационарной
двумерной (2D) культуры клеток.

2D-культивирование клеток применяется уже бо-
лее 100 лет. Тем не менее, клеточные культуры, рас-
тущие на пластиковых поверхностях, не воспроиз-
водят поведение клеток in vivo. Благодаря трехмер-
ной (3D) пространственной симуляции реакция
клеток в условиях in vitro значительно приближается
к физиологическим параметрам жизнедеятельности
(Коршунов, Кондакова, 2016).

Проблемой 3D-культивирования является созда-
ние трехмерных конструкций, максимально при-
ближающихся по своим свойствам к природному
экстрацеллюлярному матриксу (ЭЦМ) различных
органов и тканей. В этом плане наиболее успеш-
ным технологическим решением в области имита-
ции минерального вещества костной ткани явля-
ются кальцийфосфатные (КФ) материалы, успеш-
но применяющиеся в эксперименте и клинике
(Шаркеев и др., 2014).

Костная ткань находится в постоянном процессе
ремоделирования (Fernández-Tresguerres-Hernández-
Gil et al., 2006; Crockett et al., 2011) на основе меха-
низмов физиологической или репаративной регене-
рации (Crockett et al., 2011). В последние годы пре-
имущественное значение уделяется регуляторной
роли различных субпопуляций макрофагов в кости и
костном мозге: резидентным, так называемым
остеомакрофагам (osteomacs), про- (М1) и противо-
воспалительным (М2) их подтипам (Loi et al., 2016;
Batoon et al., 2017; Иванюк и др., 2018). В то же время,
хоминг Т-лимфоцитов в зону повреждения происхо-
дит раньше моноцитов, приводит к их активации ан-
тигенпрезентирующими клетками (АПК) (Mitchell,
2004), что способствует привлечению инфильтриру-
ющих макрофагов, необходимых для усиления воспа-
ления и последующей регенерации (Yuan et al., 2019).
Модулирование взаимодействия АПК и Т-клеток с
помощью анти-CD2CD3CD28-частиц уже прово-
дится in vivo в трансплантологии (Chavin et al., 1993).
Тем не менее, не ясен длительный клеточно-молеку-
лярный сигналинг между Т-лимфоцитами, АПК и
КФ-материалами на границе раздела клетка–ино-

Принятые сокращения: АПК – антигенпрезентирующие клет-
ки; ГАП – гидроксиапатит; КФ – кальцийфосфатный; МНК –
мононуклеарные клетки; ТКА – Т-клеточный активатор;
ЭЦМ – экстрацеллюлярный матрикс; CD – кластерные де-
терминанты; NFAT – ядерный фактор транскрипции; TCR –
Т-клеточный рецептор; Th1 и Th2 – Т-хелперы 1-го и 2-го ти-
па соответственно.

родное тело, исходом которого является смена фаз
воспаления и, соответственно, приживление или от-
торжение имплантата (Nepola, 1994).

В связи с вышесказанным, цель настоящей рабо-
ты заключалась в изучении морфофункциональной
активности Т-лимфоцитов при in vitro контакте с
КФ-материалом в присутствии частиц с антителами
к антигенам CD2, CD3 и СD28.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Образцы модельных матриксов. 3D-культуры кле-

ток in vitro получали на пластинах из коммерчески
чистого титана ВТ1-0 (10 × 10 × 1 мм3), несущего ре-
льефное двустороннее КФ-покрытие (с индексом
шероховатости поверхности Ra в пределах 2–5 мкм).
КФ-покрытие формировали методом микродугово-
го оксидирования с использованием установки Mi-
croarc-3.0 (Институт физики прочности и материа-
ловедения СО РАН, г. Томск) в анодном режиме.
Электролит состоял из водного раствора ортофос-
форной кислоты (20 мас. %), карбоната кальция
(9 мас. %) и синтетического гидроксиапатита (ГАП,
6 мас. %). Порошок ГАП с диаметром частиц 40–100 нм
получен механохимическим способом. Получение и
свойства микродугового КФ-покрытия описаны ра-
нее (Khlusov et al., 2018).

Перед тестированием биологической активности
изготовленные образцы стерилизовали в сухожаро-
вом шкафу (Sanyo, Япония) при 160°С в течение 1 ч.

Выделение клеток. Мононуклеарные клетки
(МНК) выделяли из лейковзвеси здорового донора
(Заключение № 2 от 06.03.2017 г. Локального этиче-
ского комитета; Инновационный парк Балтийского
федерального университета им. И. Канта) стандарт-
ным методом центрифугирования в градиенте плот-
ности (ρ = 1.077 г/см3) фиколл-урографин (Pharmacia,
Швеция) с последующей двукратной отмывкой в
фосфатном буфере. Жизнеспособность клеток после
выделения составляла 96%.

Для получения культур МНК в концентрации
1 × 106 кл./лунку культивировали в 12-луночных
планшетах (Orange Scientific, Бельгия) в 1.5 мл пол-
ной питательной среды ( все компоненты от фирмы
Sigma-Aldrich, США), состоявшей из 90% среды
α-MEM, 10% инактивированной (при 56°С в тече-
ние 30 мин) сыворотки крови эмбрионов коров,
0.3 г/л L-глютамина, 100 Ед/мл смеси пенициллина
и стрептомицина. Культивирование проводили в те-
чение 2-х и 14 сут при 37°С, во влажной атмосфере,
содержащей 5% СO2. Контролем служила клеточная
взвесь на пластике без добавления в лунку образца с
КФ-покрытием (2D-культивирование). Для актива-
ционной модели в клеточную взвесь 1 раз добавляли
10 мкл (2 × 106) анти-биотиновых MACSiBeadтм маг-
нитных частиц T-CellActivation/ExpansionKithuman
с антителами к антигенам CD2, CD3 и СD28
(Miltenyi Biotec, Германия). Анти-биотиновые ча-
стицы MACSiBeadтм, нагруженные антителами, ис-
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пользуются в качестве активатора для покоящихся
Т-клеток, так как имитируют стимулирующий сиг-
нал АПК. Соотношение МНК и активирующих ча-
стиц составляло 1 : 2. В длительной 14-суточной
культуре осуществляли замену питательной среды
каждые 3–4 сут.

После культивирования клеточную взвесь цен-
трифугировали при 500 g в течение 15 мин. Клеточ-
ный осадок использовали для оценки апоптоза, не-
кроза, презентации мембранных антигенов, надоса-
дочную жидкость (супернатант) – для определения
концентрации цитокинов.

Тестирование жизнеспособности клеток. Процент-
ное соотношение живых и погибших (апоптотиче-
ских и некротических) МНК и общее количество
клеток в пробе определяли с помощью набора реа-
гентов FITC ANNEXIN V (Abcam, США) методом
проточной цитофлуориметрии на аппарате MACS
Quant (MiltenyiBiotec, Германия).

Оценка иммунофенотипа (мембранных антигенов).
Использовали метод проточной цитофлуориметрии
(проточный цитофлуориметр MACS Quant (Miltenyi
Biotec, Германия)), основанный на взаимодействии
специфических моноклональных антител с кластер-
ными детерминантами на клеточных мембранах, в
соответствии с инструкцией производителя. Непри-
липающие клетки отмывали фосфатным буфером
(рН 7.2) и в объеме 50 мкл связывали их со стандарт-
ными моноклональными антителами, меченными
флуоресцеинизотиоцианатом (FITC), фикоэритри-
ном (PE) или перидининовым белком хлорофилла
(Per-CP) (Abcam, Великобритания; e-Bioscience,
США), к маркерам CD3, CD4, CD8, CD45RO,
CD45RA. После 15-минутной инкубации в фосфат-
ном буфере с антителами клетки анализировали на
проточном цитофлуориметре MACS Quant (Miltenyi
Biotec, Германия). Оценивали параметры оранже-
вой, зеленой и красной флуоресценции в гейте изу-
чаемых клеток, определяли долю клеток, презенти-
рующих определенные антигенные детерминанты.
Результаты цитометрического анализа анализирова-
ли с помощью программы KALUZA Analysis Software
(Beckman Coulter, США).

Количественное определение цитокинов. Содержа-
ние интерлейкинов IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12,
IL-13, интерферона IFN-g и фактора некроза опухо-
ли TNF-α в клеточных супернатантах, полученных
центрифугированием при 1000 g в течение 15 мин на
холоду (4°С), оценивали методом проточной флюо-
риметрии, используя двухлучевой лазерный автома-
тизированный анализатор (Bio-Plex Protein Assay
System, Luminex 200, Bio-Rad, США). Все процедуры
очищения, отмывки супернатантов из клеточных
культур, а также связывания и обнаружения целевых
цитокинов проводили с использованием коммерче-
ской тест-системы Bio-Plex Pro Human cytokine
Group II 21-Plex Panel (Bio-Rad, США), согласно
коммерческому протоколу. Считывание результатов
проводили на автоматическом анализаторе для микро-

планшетов Bio-Plex (Bio-Plex® Luminex 200 Systems,
Bio-Rad, США) с использованием программы Bio-Plex
Manager (Bio-Rad, США). Для каждого набора кон-
центрацию исследуемого цитокина определяли по ка-
либровочной кривой (определяемый динамический
диапазон составлял 2–32000 пг/мл) в соответствии с
инструкцией фирмы-производителя.

Статистическая обработка результатов. Использо-
вали программу IBM SPSS Statistics 20. При анализе
имеющихся выборок данных использовали гипотезу
нормальности распределения (Колмогорова−Смир-
нова). Для каждой выборки достоверность оценива-
ли с помощью непараметрического критерияв Ман-
на–Уитни (P), а также Т-критерия Вилкоксона (PT)
для зависимых выборок. Различия считали досто-
верными при уровне значимости P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Лейкоциты, мигрирующие из крови в ткани, сек-
ретируют различные про- и противовоспалительные
цитокины, хемокины и факторы роста, чтобы при-
влечь другие клетки воспаления, стимулировать не-
оваскуляризацию, хемотаксис и дифференцировку
стромальных стволовых клеток и, таким образом,
регулировать в течение 2 нед. интенсивность острого
и хронического воспаления (Loi et al., 2016), приво-
дящего, в конечном итоге, к ремоделированию очага
повреждения (Yuan et al., 2006; Barradas et al., 2011).
При этом основная часть исследователей ограничи-
вается изучением функциональной активности лей-
коцитов в ранние сроки их культивирования in vitro.

В случае растянутой во времени (3–10 лет;
Риггз и др., 2000) физиологической мозаичной реге-
нерации кости в оптимальных условиях жизнедея-
тельности организма иммунокомпетентые клетки
(прежде всего, Т-лимфоциты) малоактивны в тканях
(Гольдберг и др., 1996). Для исследования законо-
мерностей функционирования МНК в подобных
условиях была разработана in vitro 3D-гомеостатиче-
ская модель сокультивирования иммунных клеток с
искусственным ЭЦМ, имитирующим в трехмерном
масштабе минеральное вещество костной ткани.

При репаративной регенерации включаются ме-
ханизмы адаптации к экстремальному раздражите-
лю, вызвавшему повреждение, и активируется ло-
кальное микроокружение, которое посредством гумо-
ральных факторов способствует усиленной
инфильтрации клетками крови (Гольдберг и др., 1996).
Такую ситуацию мы экспериментально моделирова-
ли с помощью молекулярно-биологического подхо-
да, названного активационной моделью и основан-
ного на антиген-независимой активации Т-лимфо-
цитов, достигаемой добавлением в in vitro культуру
МНК Т-клеточного активатора (ТКА: T-cell activa-
tion/expansion kit human), содержащего частицы с
антителами к антигенам CD2, CD3, СD28, которые
симулируют процесс стимуляции Т-клеток со сторо-
ны АПК. Для костной ткани применяли комбина-
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цию гуморального сигнала АПК с 3D-матриксом,
имитирующим минеральное вещество регенерирую-
щей костной ткани.

Согласно полученным данным, при добавлении в
культуру МНК частиц с антителами к антигенам
CD2, CD3 и СD28 для активации и экспансии поко-
ящихся Т-лимфоцитов (имитация сигналов АПК)
через 2 сут культивирования значимо снижалась (на
7%) доля жизнеспособных клеток, что было обу-
словлено усилением их гибели путем апоптоза (на
0.9%) и некроза (на 4.5%) в сравнении с гомеостати-
ческой 2D-культурой (табл. 1).

Тем не менее, общая клеточность культуры воз-
растала с 2.97 × 105 кл./мл до 5.41 × 105 кл./мл (в 1.8
раза; P < 0.05). Как следствие, повышенная гибель
неприлипающих МНК в ранние сроки культивиро-
вания на фоне прироста клеточной популяции была
расценена как известный феномен “смерть клетки
через гиперактивацию” (Massanella et al., 2010). Она
может быть связана с клеточной адаптацией к не-
оптимальным условиям жизнедеятельности (Браун,
Моженок, 1987).

Действительно, через 14 сут наблюдения в 2D-ак-
тивационной культуре доля живых МНК, напротив,
уже на 21% (P < 0.05) превышала значение в обычной
культуре клеток на пластике (2D-гомеостатическая
модель) при сниженном в 2–4 раза числе погибших

лейкоцитов (табл. 1). Таким образом, гуморальная
имитация сигнала АПК способствует длительному
выживанию МНК.

Присутствие 3D-матрикса с КФ покрытием в 2-су-
точной гомеостатической культуре МНК способ-
ствовало значительному уменьшению (на 17%) кле-
точной жизнеспособности, обусловленной усилени-
ем апоптоза (на 0.7%) и, в большей степени, некроза
(на 16%) в сравнении 2D-культурой. Сходные изме-
нения отмечены в активационной 3D-культуре на
фоне стимулирующего эффекта ТКА (табл. 1). Через
14 сут выживаемость неприлипающих лейкоцитов в
3D-гомеостатической культуре достигала критиче-
ских значений (17% при 69% в 2D-контроле, табл. 1).
Была выдвинута гипотеза, что эффект 3D-матриксов
не связан с проявлением их цитотоксичности. КФ-
материалы, имитирующие минеральное вещество
костной ткани, являются структурным раздражите-
лем, запускающим ex vivo физиологические меха-
низмы адаптации культуры МНК через механизмы
гиперактивации и последующей гибели неприлипа-
ющей части популяции (преимущественно, наив-
ных Т-лимфоцитов). Подобные процессы характер-
ны для Т-клеток, например, при реакции на стресс и
введении глюкокортикоидов. Косвенно гипотеза
подтверждалась наблюдением того, что к 14-м сут
(табл. 1) выживаемость МНК, стимулированных
ТКА в 3D-культуре, значительно увеличивалась по

Таблица 1. Жизнеспособность (ЖС) неприлипающих МНК крови человека в различные сроки культивирования in vitro

Примечание к табл. 1–3. Данные проточной (цито)флуорометрии с использованием соответствующих моноклональных антител; n – чис-
ло исследованных проб (лунок планшета); для каждой группы вычисляли средневыборочные характеристики: медиану (М), первый и тре-
тий квартили (Q1 и Q3). 1P, 2Р, 3Р – статистические различия с клеточной культурой 1, 2, 3 соответственно (U-критерий Манна−Уитни).

Показатель ЖС, %
Гомеостатическая модель культивирования 

клеток
Активационная модель культивирования

1 (2D-культура) 2 (3D-культура) 3 (2D-культура) 4 (3D-культура)
2 сут культивирования, n = 6

Живые клетки 87.45
(84.62;88.55)

70.20
(67.90; 71.00)

1P < 0.05

80.65
(80.17; 82.25)

1P < 0.05

64.95
(57.50; 69.90)

3P < 0.05
Aпоптоз 1.80

(1.25; 2.05)
2.50

(2.40; 3.90)
1P < 0.05

2.70
(2.37; 3.35)

1P < 0.05

4.10
(3.10; 5.00)

Некроз 11.05
(9.40; 13.82)

26.90
(25.40; 28.20)

1P < 0.05

15.75
(15.00; 17.25)

1P < 0.05

31.25
(26.40; 36.00)

3P < 0.05
14 сут культивирования, n = 6

Живые клетки 69.14
(55.00; 82.14)

16.67
(15.38; 37.50)

1P < 0.05

90.35
(89.45; 90.40)

1P < 0.05

82.99
(81.57; 83.36)

2P < 0.05
3P < 0.05

Aпоптоз 13.58
(8.93; 13.75)

12.50
(8.33; 15.38)

5.80
(5.69; 6.18)

1P < 0.05

9.55
(9.11; 10.07)

3P < 0.05
Некроз 17.28

(8.93; 31.25)
69.23

(50.00; 75.00)
1P < 0.05

3.80
(3.46; 4.86)

1P < 0.05

7.53
(6.94; 8.88)

2P < 0.05
3P < 0.05
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сравнению с 2D- и 3D-гомеостатической культурой
(на 13 и 66% соответственно, P < 0.05).

Влияние КФ-материалов на функциональную
активность клеток активно изучается (Tite et al.,
2018). Костные имплантаты способны индуцировать
сенсибилизацию CD4+-Т-хелперов 1-го типа (Th1),
развитие продуктивного воспаления в тканях-ми-
шенях с исходом в склероз (Mitchell, 2004).

В нашем исследовании после 2-суточного куль-
тивирования in vitro (2D-контроль) доля T-лимфоци-
тов в неприлипающей фракции МНК крови челове-
ка, несущих кластеры дифференцировки CD45CD3,
составила 98.8% (98.6; 99.0). ТКА и 3D-матриксы не
влияли на показатель, цифры для CD3+-клеток ва-
рьировали в пределах 98–99%. Как следует из табл. 2,
CD45CD3+-клетки экспрессировали, в основном,
антигены CD4 (64–67%) и CD8 (18–22%).

В 48-часовой 2D-гомеостатической культуре 55%
клеток являются CD45RA+ наивными T-лимфоци-
тами (не активированными антигеном) (табл. 2).
Иммуномодулирующее действие ТКА, имитирую-
щее сигнал от АПК, увеличивало на 4% (Р < 0.05) до-
лю CD45RA+ наивных T-клеток, но в 3D-активаци-
онной культуре этот эффект нивелировался (табл. 2).

Интересными оказались данные по экспрессии
изучаемых антигенов в условиях длительного куль-
тивирования МНК человека, в том числе, в присут-

ствии гуморального и (или) структурного раздражи-
телей (табл. 2). В 2D- и 3D-моделях гомеостатическо-
го культивирования в 2 раза (P < 0.05) снижалась доля
Т-хелперов CD4+, но более чем на 30–40% (P < 0.05)
возрастала доля CD45RA+-наивных и CD45RO+-Т-
клеток памяти. В 14-суточной активационной куль-
туре почти в 2–3 раза возрастала доля CD45RA+- и,
особенно, CD45RO+-клеток, при этом число
CD45RO-клеток памяти достигало максимального
значения (91.36%; табл. 2). Это соответствует дан-
ным об экспрессии наивными Т-клетками маркеров
клеток памяти после стимуляции Т-клеточного ре-
цептора (TCR) в культуре in vitro (Gattinoni et al.,
2011). В свою очередь, число CD4+-Т-лимфоцитов
уменьшалось в меньшей степени (в сравнении с го-
меостатической моделью), однако имело место про-
грессивное снижение (P < 0.05) доли CD8+ -T-клеток
вплоть до 5.39% (в 3 раза ниже значения в 3D-гомео-
модели) в 3D-активационной культуре (табл. 2).

Т-лимфоциты способны длительно выживать и
сохранять структурно-функциональные свойства в
неблагоприятных условиях (Hoff et al., 2013), что
позволяет им совместно с макрофагами регулировать
переключение механизмов острого на хроническое
продуктивное воспаление и регенерацию (Loi et al.,
2016). По-видимому, в нашем случае это относится к
популяции, экспрессирующей CD45RA+/RO+ марке-
ры наивных Т-лимфоцитов и Т-клеток памяти (табл. 2).

Таблица 2. Иммунофенотип лимфоцитов CD3+ в популяции неприлипающих МНК крови человека в различные сроки
культивирования in vitro

аP, бР, вР – статистические различия с этим же показателем в клеточной культуре а, б, в соответственно. 1P, 2Р, 3Р, 4Р – статистиче-
ские различия с показателем 1, 2, 3, 4 в гомеостатической модели соответственно (U-критерий Манна−Уитни).

Гомеостатическая модель культивирования Активационная модель культивирования
1 (CD4) 2 (CD8) 3 (CD45RA) 4 (CD45RO) 5 (CD4) 6 (CD8) 7 (CD45RA) 8 (CD45RO)

2 суток культивирования
аМНК на пластиковой поверхности планшетов (2D-контроль), n = 6

67.18
(65.46; 68.28)

21.82
(20.54; 23.38)

55.35
(54.57; 55.69)

34.83
(33.56; 36.13)

64.47
(58.38; 64.99)

21.28
(20.90; 23.60)

59.78
(59.40; 60.13)

3P < 0.05

32.89
(32.58; 33.46)

бМНК на пластиковой поверхности планшетов в контакте с КФ-покрытием (3D-культура), n = 6
67.77

(67.29; 68.37)
21.11

(20.60; 21.53)
56.33

(55.62; 59.03)
36.72

(35.21; 38.43)
64.21

(62.74; 66.11)
18.84

(18.14; 19.53)
2P < 0.05

55.75
(55.50; 56.75)

аР < 0.05

34.22
(34.22; 36.61)

14 суток культивирования
вкультура МНК на пластиковой поверхности планшетов (2D-контроль), n = 6

36.12
(35.74; 47.01)

аР < 0.05

22.69
(17.21; 27.18)

93.18
(81.51; 99.97)

аР < 0.05

80.52
(63.16; 86.36)

аР < 0.05

55.64
(43.37; 64.24)

1P < 0.05

15.38
(11.08; 32.69)

97.48
(97.34; 97.60)

аР < 0.05

91.36
(90.57; 91.72)

4P < 0.05
аР < 0.05

г культура МНК на пластиковой поверхности планшетов в контакте с КФ покрытием (3D-культура), n = 6
34.39

(30.35; 36.72)
бР < 0.05

15.30
(14.47; 22.34)

87.27
(86.42; 97.8)

бР < 0.05

78.18
(78.07; 92.20)

бР < 0.05

46.05
(45.99; 48.39)

1P < 0.05
бР < 0.05

5.39
(4.31; 5.42)

2P< 0.05
вР < 0.05

96.94
(96.43; 97.59)

бР < 0.05

88.70
(86.85; 89.90)

бР < 0.05
вР 0.05
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Известно ограничение иммунного ответа в пери-
од формирования костной мозоли (Meert et al.,
1998). Местная иммунная толерантность опосреду-
ется через секреторные молекулы регуляторных Т-
лимфоцитов (Al-Sebaei et al., 2014) и мезенхимных
стволовых клеток (Einhorn, Gerstenfeld, 2015). Наш in
vitro эксперимент показал, что 14-суточный кости-
мулирующий сигнал АПК, в большей степени, в
присутствии модельного минерального матрикса
кости, также способен оказывать иммуномоделиру-
ющий эффект: преимущественное гипоиммуноген-
ное действие в отношении CD8+Т-клеток при высо-
кой выживаемости Т-клеток памяти CD45RO+

(табл. 2). Возможно, речь идет о селекции (переклю-
чении) клонов иммунокомпетентных клеток с про-
воспалительного фенотипа, связанного с санацией
очага воспаления, на противоспалительный эффект,
обусловливающий запуск процессов ангиогенеза и
регенерации (Einhorn, Gerstenfeld, 2015).

В плане переключения регуляторного эффекта
значительную роль может играть функциональная
поляризация лимфоцитов на Т-хелперы Th1 и Th2,
которая определяется, в частности, профилем секре-
тируемых цитокинов. Лимфоциты Th1 регулируют-
ся IL-2, в свою очередь, продуцируют IFNγ, фактор
некроза опухоли β (TNF β) и IL-12. Субпопуляция
лимфоцитов Th2 секретирует молекулы IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10 и IL-13 (Naldini et al., 2003), которые об-
ладают воспалительным, ангио- и (или) остеоген-
ным потенциалом. Кроме того, IL-4, IL-6 и IL-10
считаются одними из ключевых участников ткане-
вой реакции на инородные тела (Wang et al., 2008).

Результаты мультиплексного анализа секретор-
ной активности представлены в табл. 3. Неактивиро-
ванные антигеном МНК крови человека, согласно
известной классификации (van den Broek et al., 2014),
в 2-суточной 2D-гомеостатической культуре проду-
цируют TNFα и IFNγ в средних концентрациях (0.1–
1 нг/мл), а гуморальные медиаторы (IL-2, IL-12, IL-4,
Il-5, IL-6, IL-10, IL-13) – в низких концентрациях
(1–100 пг/мл). В то же время, неопределяемые
(0 пг/мл), минимальные (<1 пг/мл) и высокие
(>1 нг/мл) уровни цитокинов в краткосрочной 2D-го-
меокультуре МНК не выявлены. Другими словами,
секреторную способность неактивированных МНК
можно считать низкой и сбалансированной в отно-
шении про- и противовоспалительных медиаторов
(IL-4, IL-10, IL-13, IFNγ) с преобладанием в меж-
клеточной жидкости секреторных молекул Th1-
лимфоцитов (TNFα, IFNγ; табл. 3). Исходя из дан-
ных литературы о двойной роли IFNγ в процессах
воспаления, этот цитокин отнесен к группе проти-
вовоспалительных факторов (Lee et al., 2017).

Моделирование 2-суточного контакта неактиви-
рованных МНК с поверхностью регенерирующей
кости (3D-гомеостатическая культура) приводило к
значимому (по отношению к 2D-культуре) всплеску
секреции провоспалительных цитокинов IL-6 (в
58 раз) и IL-2 (в 4 раза) (табл. 3). Таким образом, не-

антигенный 3D-раздражитель, имитирующий мине-
ральный компонент ЭЦМ кости, индуцирует секре-
торную активность лимфоцитов Th1 и Th2 в отно-
шении прововоспалительных медиаторов.

Введение ТКА, симулирующего сигналинг АПК,
также существенно (P < 0.05) стимулировало через
48 ч секрецию практически всех тестируемых медиа-
торов (за исключением IL-2) в активационной 2D-
культуре МНК по сравнению с гомеостатической
2D-моделью (табл. 3). Провоспалительные цитоки-
ны по повышенному содержанию в супернатантах
образовывали следующий ряд (по убыванию кон-
центрации; табл. 3): IL-6 (33 раза) > IL-5 (16 раз) >
> TNF-a (8 раз) > IL-12 (3.5 раза). Ранжирование по-
вышенных концентраций противовоспалительных
биомолекул привело к следующим результатам: IL-
13 (72 раза) > IL-10 (48 раз) > IFN-g (4 раза) > IL-4
(1.5 раза). ТКА оказывал в определенной степени бо-
лее выраженное и сбалансированное стимулирую-
щее действие на спектр изучаемых цитокинов по от-
ношению к подобному эффекту, описанному для
структурного 3D-раздражителя.

В 2-суточной активационной 3D-культуре (МНК
совместно с частицами Т-активатора и 3D-матрик-
сом) уровни тестируемых цитокинов достигали мак-
симального уровня как в сравнении с 3D-гомеокуль-
турой (PT < 0.05, n = 9), так и с 2D-активационной
моделью (PT < 0.05, n = 9). В данных табл. 3 можно
отметить концентрации высокие (более 1 нг/мл) для
цитокинов TNFα, IL-6, IL-10, IFNγ и IL-13, средние
(0.1–1 нг/мл) для IL-2 и IL-5 и низкие (1–100 пг/мл)
для IL-12 и IL-4.

Другими словами, гуморальный ТКА, симулиру-
ющий сигналинг АПК, и структурный неиммуно-
генный 3D-раздражитель, имитирующий минераль-
ное вещество регенерирующей костной ткани, ока-
зывают выраженное синергичное стимулирующее
влияние на секрецию изучаемых цитокинов. Подоб-
ные эффекты могут лежать в основе повышенной in
vitro гибели МНК через гиперактивацию (табл. 1)
при 2-суточном контакте с использованными мо-
дельными раздражителями.

Напротив, гомеостатическая и активационная
2D-культуры МНК через 14 суток in vitro культиви-
рования резко (PT < 0.05, n = 18), иногда до нуля (IL-2,
IL-5, IL-10), снижали свою секреторную активность
по отношению к 48-ч моделям и, более того, слабо
отвечали (прежде всего, в 3D-активационной куль-
туре) на структурный раздражитель в виде матрик-
сов с КФ покрытием (табл. 3). Магнитные частицы,
конъюгированные с антителами CD3/CD28, спо-
собствуют преимущественно экспансии T-клеток
CD4+. Для эффективной активации Т-лимфоцитов
CD8+ необходимы костимуляторные сигналы, на-
пример, IL-2 (Kagoya et al., 2017). В связи с этим, ну-
левые уровни IL-2 в 14-суточных культурах могут
объяснять отмеченное в табл. 2 падение доли цито-
токсических Т-лимфоцитов.
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Тем не менее, искусственный ЭЦМ, имитирую-
щий в 3D-масштабе минеральное вещество костной
ткани, статистически значимо (P < 0.05 в сравнении
с 2D-гомеокультурой) поддерживал секрецию лим-
фоцитов Th1 (IL-12, TNFα, IFNγ) и Th2 (IL-4, IL-6,
IL-10, IL-13) в 14-суточной гомеостатической 3D-
модели (табл. 3). Концентрация плейотропного IL-6
поддерживалась на среднем уровне секреции (189
пг/мл; в 7 раз выше, чем в 2D-гомеокультуре), что
может иметь значение для длительной стимуляции
процессов ангиогенеза (Naldini et al., 2003) и остео-
генеза (Hallab et al., 2004), обусловленной данным
цитокином.

В свою очередь, для гуморального ТКА (анти-
CD2CD3СD28-частицы) в 2–14-суточных культурах
подтверждаются данные о том, что короткие перио-
ды стимуляции Т-лимфоцитов в большей степени
усиливают их функциональную активность, а хро-
ническая активация, напротив, ослабляет секретор-
ную способность клеток (Kagoya et al., 2017). Так,
комбинация моноклональных антител анти-CD2 и
анти-CD3 приводит к изменению экспрессии генов
в Т-клетках, что сопровождается снижением продук-
ции IL-2 и IL-4 уже через 6 ч контакта с антителами и
развитием состояния иммунной толерантности
(Chavin et al., 1993). Этот механизм лежит в основе
длительного выживания аллогенных трансплантатов
при снижении риска побочных эффектов, обуслов-
ленных IL-2 и IL-4 (Chavin et al., 1993).

По-видимому, активирующий сигнал анти-
CD2CD3СD28-частицами приводит через 14 сут к
развитию толерантности Т-клеток памяти и истоще-
нию эффекторных клеток, что установлено для хро-
нических вирусных инфекций (Angelosanto et al.,
2012). В присутствии КФ-покрытий, растворяющих-
ся с выделением ионов кальция (Шаркеев и др.,
2014), механизм толерантности может реализоваться
через TCR-чувствительный кальциневрин-зависи-
мый фактор транскрипции ядерного фактора акти-
вированных T-клеток (NFAT) (Martinez et al., 2015).

Интерпретируя сведения из литературы и полу-
ченные результаты in vitro моделирования, можно
заключить, что Т-клеточный анти-CD2CD3CD28-
активатор, длительно (14 сут) имитирующий сигнал
АПК, способен, по-видимому, снизить риск оттор-
жения имплантатов с КФ-покрытием посредством
истощения цитотоксических Т-лимфоцитов, что
должно способствовать медленно текущему хрони-
ческому продуктивному воспалению и репарации
тканей. В то же время, неопределяемые (0 пг/мл) и
минимальные (<1 пг/мл) концентрации IL-2 и IL-4
(табл. 3), обладающих ангиогенными и остеогенны-
ми свойствами (Yuan et al., 2016; Zheng et al., 2018;
Yuan et al., 2019), несут риск фиброзной инкапсуля-
ции имплантата и “неуспеха” репаративного ремо-
делирования костной ткани. В этом плане, in vivo те-
стирование частиц анти-CD2CD3CD28 в ортопедии
и травматологии по аналогии с их испытаниями в
онкологии (Kagoya et al., 2017) и трансплантологии
(Chavin et al., 1993) может дать ответ о целесообраз-

ности их использования при остеосинтезе в случае
хронических заболеваний, длительно незаживаю-
щих переломов и ложных суставов опорно-двига-
тельного аппарата.
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Coating in the Presence of T-cell Activation Kit
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Morphofunctional activity of T lymphocytes in vitro contacted with calcium phosphate (CP) coating in the presence
of particles with antibodies to CD2, CD3 and CD28 antigens has been studied. VT1-0 titanium plates (10 × 10 ×
1 mm3) with a bilateral micro-arc rough (index Ra = 2–5 μm) CP coating were used as a model samples to imitate
the bone mineral matrix. MACSiBeadтм magnetic particles of T-Cell Activation/Expansion Kit human with mono-
clonal antibodies to CD2, CD3 and CD28 antigens (T-cell activator, TCA) employed to simulate antigen-presenting
cell (APC) signaling. Human blood mononuclear cells (hBMNCs; 98.8% of CD45CD3+ cells) were cultivated in
the presence of the CP-coated samples and/or TCA (2 × 106 particles per 1.5 ml of nutrient medium with a mixture
of cells in a ratio of 2 : 1) for 2 and 14 days. CP coating and TCA synergistically triggered in vitro adaptation of
hBMNC culture via the mechanisms of hyperactivation and subsequent death of T lymphocytes. An immunoselec-
tion was conditioned by the accumulation of CD45RA+/RO+ naive T lymphocytes and memory T cells and the si-
multaneous depletion of the pool of CD4+ and CD8+ T cells. Changing of T cell subsets was accompanied by en-
hanced cell secretion in 2 days versus its deprivation in 14 days of investigation. CP coating supported, as compared
with cell culture on plastics the secretory capacity of lymphocytes Th1 (IL-12, TNFα, IFNγ) and Th2 (IL-4, IL-6,
IL-10, IL-13). At the same time, a prolonged TCA signal after 48 hours of activation led to depletion of morpho-
functional activity of T cells. A hypothesis that the effects found in vitro could be important in switching of signaling
between T lymphocytes, APC, and CP materials at the cell/foreign body interface is discussed. A change in the
phases of inflammation/regeneration, the development of immune tolerance, successful osseointegration of im-
plants or impaired bone tissue remodeling may be an outcomes of such cellular-molecular crosstalk.
Keywords: human blood mononuclear leukocytes, short-term and prolonged cultures, viability, immunophenotype,
cytokines, anti-CD2CD3СD28 beads, micro-arc calcium phosphate coating
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