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These studies suggest that manipulation of the structural and surface characteristics of synthetic 
scaffold materials can affect macrophage phenotype. Specifically, some of these manipulations appear 
to alter the macrophage response and are also associated with improved outcomes. Another manner 
in which biomaterials can be tailored to promote shifts in macrophage phenotype is through the use of 
biologically active molecules such as growth factors and cytokines.
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Показатели функциональной активности  
макрофагальных клеток в оценке реакции  
на биоразрушаемые имплантаты

Н.Г. Мензянова, Е.Д. Николаева,  
Д.В. Чернобровкина, А.М. Шершнева, Е.И. Шишацкая

Сибирский федеральный университет 
Россия, 660041, Красноярск, пр. Свободный, 79

Показано, что манипулирование структурными и поверхностными характеристиками у 
каркасных синтетических материалов в тканевой инженерии может влиять на фенотип 
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макрофагов. В частности, выявлено, что некоторые параметры подложки влияют на ответ 
макрофагов, формируя благоприятную реакцию. С другой стороны, показана возможность 
адаптировать биоматериалы для изменения фенотипа макрофагов с синтезом биологически 
активных молекул, таких как факторы роста и цитокины.

Ключевые слова: моноциты, макрофаги, наночастицы, клеточная адгезия in vitro.

Введение

Успешное развитие технологий инжини-
ринга тканей в значительной степени зависит 
от биоматериалов, пригодных для имитиро-
вания морфологии и функции экстраклеточ-
ного матрикса. Эта структурная «мимикрия» 
индуцирует процессы пролиферации и диф-
ференцировки стволовых клеток, процессы 
ангиогенеза, нейрогенеза, остеогенеза in vitro 
и in vivo (Bosi1 et al., 2015; Jacob et al., 2015; 
Quinlan et al., 2015; Gandhimathi et al., 2015). 
Одним из важнейших требований, предъяв-
ляемых к биоматериалам, является сочета-
ние их высокой механической прочности для 
обеспечения развития ткани de novo и соот-
ветствующей скорости гистогенеза и биоде-
градации (Kane et al., 2015). Процессы био-
деградации имплантатов связаны с системой 
макрофагальных клеток. Имплантированный 
in vivo материал распознается макрофагаль-
ной системой как чужеродная субстанция 
(Damanik et al., 2014; Trindade et al., 2014; 
Zandstra et al., 2014; Anderson, 2015; Majd et al., 
2015). Структурно-функциональные особен-
ности биоматериала и индивидуальные осо-
бенности макрофагальной системы реципи-
ента определяют «судьбу» импланта in vivo: 
формирование либо состояния толерантно-
сти, либо очагов хронического воспаления. 
Макрофаги с фенотипом М1 участвуют в 
реализации провоспалительных реакций: 
синтезируют цитокины интерлейкин-1β и ин-
терлейкин-6, фактор некроза опухолей. Ма-
крофаги с фенотипом М2 экспрессируют 

скавенджер-рецепторы, продуцируют хемо-
кины и факторы роста, которые индуцируют 
процессы ангиогенеза и тканевой репарации 
(Brown et al., 2012; Garg et al., 2013; Sussman 
et al., 2014; Wolf et al., 2014; Moore et al., 2015). 
Преобладание популяции макрофагов М1 мо-
жет приводить к серьезным повреждениям 
тканей, препятствовать интеграции имплан-
тата in situ.

Для прогнозирования индивидуальных 
реакций макрофагальной системы на био-
имплантаты необходим предварительный 
скрининг in vitro. Показано, что в системе in 
vitro моноциты могут дифференцироваться в 
макрофаги с фенотипом М1 и М2 (Damanik et 
al., 2014; Grotenhuis et al., 2014). Соотношение 
фенотипов in vitro также зависит от типа био-
материала и варьирует у различных доноров. 
Это позволяет предположить, что культиви-
рование моноцитов крови в присутствии био-
материалов является адекватной системой 
оценки реактивности макрофагальной систе-
мы. Также в системе in vitro можно разраба-
тывать технологии регуляции соотношения 
функциональных фенотипов М1/М2 и про-
граммировать реакции макрофагальной си-
стемы на имплантаты. 

В работе изучали особенности взаимо-
действия моноцитов донорской крови с син-
тетическим биоматериалом на основе при-
родных полигидроксиалканоатов в форме 
наночастиц и нанофибрилл. Системы наноча-
стиц и нанофибрилл формируют различные 
3D-структуры на микро- и на наноуровнях 
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(McKeon-Fischer and Freeman, 2011; McKeon-
Fischer et al., 2015; Vakilian et al., 2015), что 
может определять вариабельность процессов 
адгезии моноцитов, их активации, а впослед-
ствии и вариабельность функциональных фе-
нотипов макрофагов (Saino et al., 2011; Bota 
et al., 2010). Это определяет особую актуаль-
ность изучения влияния микротопографии 
биоматериалов на процессы дифференциров-
ки моноцитов-макрофагов.

Материалы и методы
Выделение моноцитов  
из донорской крови

Моноциты выделяли центрифугирова-
нием лекоцитарной массы в гипертоническом 
градиенте плотности фиколл-урографина 
(Recalde, 1984). Центрифугировали венозную 
кровь с ЭДТА, 2 мг/мл, 300 g, 15 мин. Соби-
рали плазму и повторно центрифугировали 
для частичного удаления тромбоцитов. С по-
верхности эритроцитарной массы собирали 
лейкоцитарную пленку и суспендировали в 
плазме (после осаждения тромбоцитов). К 
полученной клеточной суспензии трехкрат-
но добавляли раствор 9 % NaС1: 5 мкл на 1 
мл лейкомассы, 10 мкл на 1 мл лейкомассы, 
10 мкл на 1 мл лейкомассы, с инкубацией по 
10 мин при 37 °С. Лейкомассу разводили рав-
ным объемом DMEM, Gibco, с добавлением 
25 мкл/мл 9 % NaС1.

Моноциты выделяли на градиенте плот-
ности фиколл-урографин, 1,080 г/см3, на 
один объем фиколл-урографина наслаивали 
3 объема лейкомассы и центрифугировали 
при 400 g 15 мин. Фракция моноцитов по-
сле центрифугирования локализовалась в 
интерфазном кольце. Моноциты собирали и 
промывали средой DMEM. В аликвоты вно-
сили 0,1 % метиленовый синий 1:1 по объему 
и подсчитывали неокрашенные клетки в ка-
мере Горяева.

Определение активности  
альфа-нафтилацетатэстеразы 

Моноциты суспендировали в среде 
DMEM, аликвоты клеточных суспензий нано-
сили на предметные стекла и инкубировали 
во влажной камере 1 ч при 37 °С. Далее уда-
ляли среду и фиксировали препараты в парах 
формалина. Гистохимическую реакцию на 
альфа-нафтилацетатэстеразу проводили по 
методу  Burstone (1957).

Визуализация Fcγ1-рецепторов  
и c3bi-рецепторов

Fcγ1-рецепторы и c3bi-рецепторы визу-
ализировали с помощью наночастиц золота. 
Раствор наночастиц готовили по методу Хо-
мутовского и др. (1986). Наночастицы раз-
мером 15-20 нм стабилизировали протеи-
ном А из стенки Staphylococcus aureus по 
методу, описанному  Baschong et al. (1985). 
Моноциты фиксировали 0,1%-ным глютаро-
вым альдегидом. Клетки промывали дваж-
ды 0,1М фосфатным буфером с рН=7,2 и об-
рабатывали клеточные суспензии по схемам 
А и Б.

А. Визуализация c3bi-рецепторов после-
довательно включала: инкубацию клеток с 
IgG человека (GIBCO, США); инкубацию кле-
ток с моноклональными антителами ИКО ГМ 
(к α-цепи c3bi-рецептора, Abcam, UK); инку-
бацию с конъюгатом протеин А-наночастицы 
золота.

Б. Визуализация Fcγ1-рецепторов после-
довательно включала: инкубацию клеток с 
IgG человека; инкубацию с кроличьей антисы-
вороткой к IgG человека (Sigma, США); инку-
бацию с конъюгатом протеин А-наночастицы 
золота.

На всех этапах продолжительность 
инкубации составляла 1 ч при комнатной 
температуре. После каждой инкубации 
клетки промывали фосфатным буфером. 
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Клетки после обработки конъюгатом протеин 
А-наночастицы фиксировали 0,1 % OsO4, за-
ливали в эпон-аралдит и готовили ультратон-
кие срезы по общепринятым методам. 

Получение микроносителей

Для конструирования микрочастиц ис-
пользовали поли-3-гидроксибутират (П3ГБ) 
и сополимер поли(3-гидроксибутират-со-4-
гидроксибутират) (П3ГБ/4ГБ) с включением 
4ГБ 10 мол. %, синтезированные в культуре 
Ralstonia eutropha В5786, лаборатория хемо-
автотрофного биосинтеза Института биофи-
зики СО РАН.

Получение микрочастиц

Микрочастицы получали методом ис-
парения растворителя из эмульсии. Раствор 
полимера в 1%-ном дихлорметане с добавле-
нием сурфактанта 1%-ного поливинилового 
спирта диспергировали в механической ме-
шалке, оборудованной трехлопастным про-
пеллером и/или с помощью УЗ-генератора 
«Sonicator» 3000 (MisonixIncorporated, США). 
Для оптимизации процедуры микронизации 
полимерных растворов использовали распы-
лительную сушилку B-290 Advanced (Büche, 
Швейцария). После испарения растворите-
ля микросферы собирали центрифугирова-
нием при 10 000 об/мин, промывали, высу-
шивали под вакуумом и лиофилизировали 
MartinChristALPHA 2-4 LDplus (Martin Christ 
Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Германия). 
Размеры полученных микрочастиц варьиро-
вали от 20 до 500 нм. Для выделения фрак-
ции до 200 нм микрочастицы суспендировали 
в DMEM с добавлением 10%-ной фетальной 
телячьей сыворотки и антибиотиков (стреп-
томицин 100 мкг/мл, пенициллин 100 ЕД/мл 
(Gibco, Invitrogen, США) и фильтровали через 
мембранные фильтры с размером пор 200 нм 
(Sartorius, Германия).

Адгезия моноцитов 

Моноциты ресуспендировали в среде 
DMEM с добавлением 10%-ной фетальной те-
лячьей сыворотки и раствора антибиотиков, 
переносили в 24-луночные культуральные 
планшеты, концентрация клеток 105/мл (все 
компоненты Gibco, Invitrogen). В контроле 
моноциты инкубировали на культуральном 
пластике. В экспериментальных вариантах в 
лунки культурального планшета помещали: 
а) полимерную пленку (1 х 1 см); б) микро-
частицы П3ГБ со средним размером 500 нм 
(1 мг/мл); в) микрочастицы П3ГБ размером 
меньше 200 нм (1 мг/мл); г) микрочастицы 
П4ГБ со средним размером 500 нм (1 мг/мл). 
Культивирование проводили в среде DMEM в 
течение 24 ч в атмосфере 5 % CO2 при темпе-
ратуре 37 °С.

По т ен ц иа л ьн у ю ц и т о т окси ч нос т ь 
микроносителей оценивали в реакции 
с МТТ [3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-
дифенилтетразол бромидом] (Sigma). Среду 
заменяли на содержащую стерильный рас-
твор МТТ-бромида, через 4 ч среду с раство-
ром МТТ заменяли на ДМСО для растворения 
кристаллов МТТ-формазана. После полного 
растворения кристаллов супернатант перено-
сили в 96-луночный планшет для измерения 
оптической плотности при 540 нм на микро-
планшетном фотометре Bio-Rad 680 (Bio-Rad 
LABORATORIES Inc., США). Количество 
клеток высчитывали по калибровочному гра-
фику.

Флуоресцентное окрашивание клеток 
на матриксах проводили красителями DAPI 
и FITC. После удаления питательной сре-
ды клетки промывали фосфатно-буферным 
раствором, фиксировали 10%-ным раство-
ром формалина, обрабатывали раствором 
Triton-X в фосфатно-буферном растворе. За-
тем клетки окрашивали FITC, 50 мкг/мл в 
деионизированной воде, по 1 мл раствора на 
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образец, 1 час при комнатной температуре. 
После этого клетки окрашивали DAPI в кон-
центрации 1 мкг/мл, по 50 мкл раствора на 
образец, 15 минут. После тщательного про-
мывания фосфатно-буферным раствором об-
разцы микроскопировали на Leica DM 6000B 
(Leica Microsystems, Германия).

Результаты и обсуждение

характеристика  
клеточной популяции моноцитов,  
выделенных на градиенте  
фиколл-урографин

Сразу после выделения при окрашива-
нии метиленовым синим жизнеспособность 
клеточной популяции моноцитов достигала 
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Рис. 1. Морфология моноцитов после выделения 
на градиенте фиколл-урографин. х16 000 

95 %. Электронная микроскопия подтвердила 
нативность клеток и внутриклеточных орга-
ноидов (рис. 1). Гистохимическими методами 
в выделенных моноцитах была выявлена высо-
кая активность альфа-нафтилацетатэстеразы 
и слабая положительная реакция на перокси-
дазу. Цитологический анализ клеточных пре-
паратов, окрашенных на эстеразу и перокси-
дазу, показал, что в выделенной на градиенте 
фиколл-урографин клеточной популяции 
численность моноцитов достигала 85-90 %. 
Выделенные моноциты экспрессировалиFcγ1- 
и c3bi-рецепторы (рис. 2). 

Адгезия моноцитов:  
aдгезия на культуральном пластике

В течение первых двух с половиной ча-
сов инкубации к поверхности культурального 
пластика адгезировалось 36 % клеток. Через 
24 ч их количество уменьшалось до 2,7 % от 
общего количества клеток в ячейке планшета 
за счет вторичного отделения клеток от под-
ложки. Жизнеспособность адгезированных 
клеток через 24 часа культивирования не сни-
жалась.

Адгезия моноцитов: aдгезия  
к ПГА-пленкам

Через 24 часа культивирования количе-
ство адгезированных клеток на ПГА пленках 
было значительно выше, чем в контроле (рис. 
3а, б).

Адгезия моноцитов: адгезия  
к микрочастицам

Для оценки количества адгезированных 
на микрочастицах активных клеток использо-
вали МТТ-тест (рис. 4). Количество адгезиро-
ванных клеток зависело от размеров наноча-
стиц, приготовленных из П3ГБ. На частицах 
размером меньше 200 нм адгезированных 
клеток было в два раза больше, чем на части-
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Рис. 2. Экспрессия Fcγ1-рецепторов (а, б) и c3bi-рецепторов (в) на мембране моноцитов после выделения  
на градиенте плотности фиколл-урографин. х80 000
 

 

 

ба

Рис. 3. Адгезия моноцитов на ПГА-пленках, инкубация 24 ч, окрашивание FITC (а) и DAPI (б)
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Рис. 4. Результаты МТТ-теста на наночастицах разного типа. 

  

Рис. 4. Результаты МТТ-теста на наночастицах разного типа

Таблица 1. Общие характеристики полимеров

Параметры
Полимерный материал

П3ГБ П3ГБ/4ГБ
Молекулярная средневесовая масса (Da) 1 200 500 1 100 000
Молекулярная среднечисловая масса (Da) 722 890 477 138
Полидисперсность 1,66 2,32
Кристалличность (%) 76 43
Температура плавления (°С) 179,7 171,9
Температура деградации (°С) 273 268

цах размером 500 нм. Следует отметить, что 
количество адгезированных клеток зависело 
не только от размеров частиц, но и от мате-
риала (рис. 4). Так, на частицах размером 500 
нм, полученных из П3ГБ, количество адгези-
рованных клеток было в два раза меньше, чем 
на частицах того же размера, полученных из 
П4ГБ. 

Полученные результаты позволяют за-
ключить, что in vitro адгезия неактивирован-
ных моноцитов на подложках из наночастиц 
зависит от их размеров, а также от типа ма-
териала.

Микрочастицы, как и нановолокна, фор-
мируют сложный рельеф контактной к клет-
кам поверхности. Эффективность адгезии 
клеток к таким наноповерхностям зависит 

не только от формирования различных ти-
пов нековалентных взаимодействий между 
химическими группировками биоматериала 
и структурными компонентами клеточной 
мембраны, но и от локальных изменений 
кривизны поверхности плазматической мем-
браны. В свою очередь, локальные изменения 
кривизны мембраны (положительные и отри-
цательные) приводят к формированию слож-
ного нанорельефа плазматической мембраны 
на подложке. Показано, что физический пара-
метр кривизны определяет функциональную 
активность биологических мембран, изменяя 
активность мембраносвязанных ферментов, 
систем рецепторного сигналинга (Shen et al., 
2014; Ambroso et al., 2014; Larsen et al., 2015). 
В итоге, локальные изменения кривизны кле-
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точных мембран могут контролировать такие 
интегральные процессы, как дифференциров-
ка, пролиферация, адгезия, фагоцитоз. 

В связи с этим можно предположить, 
что различная адгезивность исследованных 
наночастиц обусловлена специфичностью 
индуцированных нанорельефом подложки 
локальных изменений кривизны плазмати-
ческой мембраны клеток. Следствием этих 

локальных изменений кривизны мембраны 
может быть формирование специфических 
функциональных фенотипов адгезированных 
клеток на различных наноматериалах in vitro. 
Это позволяет использовать оценку адгезив-
ности наноматералов для моноцитов для про-
гнозирования взаимодействия макрофагаль-
ной системы с биополимерными имплантами 
in vivo.

Работа выполнена за счет средств государственного задания на проведение фунда-
ментальных исследований РАН (проект № гос. регистрации 01201351505).
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