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АННОТАЦИЯ
Обоснование. На сегодняшний день всё более популярно добавление костного морфогенетического белка 2 (bone 
morphogenetic protein 2, BMP-2) к различным костнозамещающим материалам, поскольку он оказывает положитель-
ное влияние на остеоинтеграцию и неоостеогенез. Хотя эффективность BMP-2 в регенерации костной ткани очевидна, 
были высказаны опасения относительно его побочных эффектов, таких как воспаление, эктопическое образование ко-
сти, отёк мягких тканей и даже онкогенез. Для понимания причины развития побочных эффектов необходима оценка 
влияния BMP-2 на разнообразные клетки.
Цель. Оценка биологического влияния BMP-2 в составе покрытия зубных имплантатов на клеточную линию моно-
цитарной лейкемии человека THP-1.
Методы. Клеточную культуру THP-1 переносили в 12-луночный планшет в суммарном объёме среды 2 мл/лунка 
при концентрации 250×103 клеток на лунку и добавляли PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) до конечной концентра-
ции 150 нМ. Культуру клеток инкубировали при 37 °С в атмосфере 5% СО2 в течение 4–6 ч до полной адгезии на куль-
туральный пластик. Далее вносили исследуемые имплантаты (каждый в отдельную лунку) и инкубировали в течение 
48 ч. Для детекции апоптотических клеток после 48-часовой инкубации с имплантатами их окрашивали пропидиум 
йодидом (Lumiprobe, Россия). В каждом образце анализировали по 1×105 клеток. Иммунофенотипирование проводили 
с использованием моноклональных антител СD45 (130-113-681, клон 5B; Miltenyi Biotec, Германия). Измерение проб 
выполняли на проточном цитофлуориметре NovoCyte Advanteon (Agilent, США). Анализ и обработку полученных данных 
проводили при помощи программного обеспечения Flowing Software 2.
Результаты. При оценке цитостатических свойств имплантатов не получено значимых различий между группами 
с покрытием и без него. Контрольная среда без имплантата значимо отличалась от исследуемых групп, что говорит 
о том, что само по себе наличие имплантата в лунке оказывает влияние на клетки ТНР-1. После инкубации с исследу-
емыми образцами имплантатов процент апоптотических клеток ТНР-1, детектируемых методом проточной цитометрии 
после окрашивания пропидиум йодидом (PI-тест), значимо не изменялся между группами, несмотря на некоторый 
рост данного показателя среди образцов с покрытием. Анализ процента CD45+ клеток после инкубации с образцами 
имплантатов с покрытием и без него показал значимое повышение экспрессии исследуемого показателя в группе об-
разцов с покрытием.
Заключение. В ходе исследования обнаружено, что имплантаты с покрытием и без него не отличаются между собой 
по цитостатическим свойствам при инкубации с клетками ТНР-1. При оценке процента апоптотических клеток ТНР-1 
между группами имплантатов с покрытием и без него значимой разницы также не отмечено. Однако группа имплан-
татов с покрытием отличалась значимо бóльшим процентом CD45+ клеток.

Ключевые слова: костный морфогенетический белок 2; моноцитарная клеточная линия THP-1; дентальные имплан-
таты с покрытием; CD45+ клетки.
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ABSTRACT
BACKGROUND: Bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) is increasingly incorporated into bone graft materials due to its 
positive effects on osseointegration and de novo bone formation. While its efficacy in bone regeneration is well established, 
concerns have been raised about adverse effects, including inflammation, ectopic bone formation, soft tissue swelling, and 
even oncogenesis. Understanding the basis of these effects requires investigation of BMP-2 impact on various cell types.
AIM: The study aimed to evaluate the biological effects of BMP-2–containing implant coatings on the human monocytic 
leukemia cell line THP-1.
METHODS: THP-1 cells were seeded in 12-well plates at 2 mL/well and a concentration of 250 × 103 cells per well, with PMA 
(phorbol 12-myristate 13-acetate) added to a final concentration of 150 nM. The cells were incubated at 37 °C with 5% CO2 
for 4–6 h until fully adhered to the culture plastic. Experimental implants (one per well) were then added and incubated for 
48 h. To detect apoptotic cells after 48-hour incubation with implants, they were stained with propidium iodide (Lumiprobe, 
Russia). For each sample, 1 × 105 cells were analyzed. Immunophenotyping was performed using anti-CD45 monoclonal 
antibodies (130-113-681, clone 5B; Miltenyi Biotec, Germany). Samples were analyzed using a NovoCyte Advanteon flow 
cytometer (Agilent, USA), and data were processed with Flowing Software 2.
RESULTS: No significant differences in cytostatic effects were observed between implants with and without BMP-2 coating. 
However, culture medium alone differed significantly from the implant-containing groups, suggesting that the mere presence 
of an implant affects THP-1 cell behavior. After incubation with the test implant samples, the percentage of apoptotic THP-1 
cells, detected by flow cytometry following propidium iodide staining (PI test), did not significantly change between groups, 
despite a slight increase in this parameter among coated samples. Notably, a significantly higher proportion of CD45+ cells 
was detected after incubation with coated implants.
CONCLUSION: The study showed that implants with and without coating do not differ in their cytostatic properties when 
incubated with THP-1 cells. When assessing the percentage of apoptotic THP-1 cells, no significant difference was observed 
between groups of implants with and without coating. However, the group of coated implants exhibited a significantly higher 
percentage of CD45+ cells.
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ОБОСНОВАНИЕ
Костный морфогенетический белок 2 (bone 

morphogenetic protein-2, BMP-2) относится к суперсе-
мейству белков трансформирующего фактора роста 
бета, которые играют важную роль в процессах остео-
генеза, роста и регенерации костной ткани. Впервые 
BMP-2 был выделен M.R. Urist в 1965 году [1], но лишь 
в 2007 году FDA одобрило его применение в стома-
тологии. На сегодняшний день всё более популярно 
добавление BMP-2 к различным костнозамещающим 
материалам, поскольку он оказывает положительное 
влияние на остеоинтеграцию и неоостеогенез. Это осо-
бенно актуально для пациентов с нарушением процес-
са регенерации костной ткани: с сахарным диабетом 
или перенёсших лучевую терапию при новообразовани-
ях челюстно-лицевой области [2]. BMP-2 доставляется 
в качестве фактора роста кости во время хирургическо-
го этапа установки дентального имплантата, что уско-
ряет ремоделирование кости. BMP-2 сам по себе про-
демонстрировал эффективность в регенерации костной 
ткани, однако использование его носителей способ-
ствует пролонгации эффекта и снижению концентра-
ции, необходимой для действия этого белка в месте 
трансплантации [3, 4]. Хотя эффективность BMP-2 в ре-
генерации костной ткани очевидна, были высказаны 
опасения относительно его побочных эффектов, таких 
как воспаление, эктопическое образование кости, отёк 
мягких тканей и даже онкогенез (большинство из этих 
побочных эффектов связаны с супрафизиологической 
концентрацией BMP-2 в результате его быстрого вы-
свобождения из системы доставки [5, 6]. Для понима-
ния причины развития побочных эффектов необходи-
ма оценка влияния BMP-2 на разнообразные клетки. 
В рамках данного исследования мы изучили влияние 
BMP-2, покрывающего дентальные имплантаты, на им-
мунные клетки.

ЦЕЛЬ 
Оценка биологического эффекта BMP-2 в составе по-

крытия зубных имплантатов на клеточную линию моно-
цитарной лейкемии человека THP-1.

МЕТОДЫ
Для культивирования моноцитарной клеточной ли-

нии THP-1 использовали ростовую среду RPMI-1640 
с глутамином («ПанЭко», Россия) с добавлением эм-
бриональной телячьей сыворотки (Capricorn Scientific, 
Германия) до 10% и пенициллина-стрептомицина 
(«ПанЭко», Россия) до 1%. Клеточную культуру THP-1 
переносили в 12-луночный планшет в суммарном объ-
ёме среды 2 мл/лунка при концентрации 250×103 кле-
ток на лунку и добавляли PMA (phorbol 12-myristate 

13-acetate) до конечной концентрации 150 нМ. Культу-
ру клеток инкубировали при 37 °С в атмосфере 5% СО2 
в течение 4–6 ч до полной адгезии на культуральный 
пластик. Далее вносили исследуемые имплантаты, каж-
дый в отдельную лунку. Всего было исследовано пять 
имплантатов с покрытием и пять без него. Клеточную 
культуру с имплантатами инкубировали в течение 48 ч 
при 37 °С в атмосфере 5% СО2.

Для детекции апоптотических клеток после 48-ча-
совой инкубации с имплантатами проводили окрашива-
ние пропидиум йодидом (Lumiprobe, Россия). В каждом 
образце анализировали по 1×105 клеток. Измерение 
выполняли в 300 мкл фосфатно-солевого буфера. Все 
пробы инкубировали с красителем в течение 5 мин 
в темноте при комнатной температуре. Для иммунофе-
нотипирования использовали моноклональные антитела 
СD45 (130-113-681, клон 5B; Miltenyi Biotec, Германия). 
Для окрашивания поверхностного маркёра CD45 исполь-
зовали 1×105 клеток на образец. Образцы ресуспендиро-
вали в 100 мкл фосфатно-солевого буфера с 1% бычье-
го сывороточного альбумина и окрашивали антителами 
в течение 15 мин при +4 °С. Измерение проб проводи-
ли на проточном цитофлуориметре NovoCyte Advanteon 
(Agilent, США). В ходе каждого измерения анализиро-
вали не менее 10 000 клеток. Анализ и обработку полу-
ченных данных выполняли при помощи программного 
обеспечения Flowing Software 2.

Далее клетки культивировали в 96-луночных план-
шетах в суммарном объёме среды 200 мкл/лунка 
при концентрации 15 000 клеток на лунку и при добав-
лении PMA до конечной концентрации 150 нМ для диф-
ференцировки их в макрофаги. Клетки инкубирова-
ли с исследуемыми имплантатами при 37 °С в 5% CO2 
в течение 48 ч, затем среду удаляли, а в каждую лунку 
добавляли реагент МТТ («ПанЭко», Россия), растворён-
ный в RPMI-1640 до конечной концентрации 0,5 мг/мл, 
и инкубировали в тех же условиях в течение 4 ч. По-
сле добавляли 100 мкл диметилсульфоксида («ПанЭко», 
Россия). Формазан растворяли в течение 15 мин при ком-
натной температуре, а затем измеряли оптическую плот-
ность при длине волны 540 нм на мультимодальном 
микропланшетном ридере Multiskan GO (Thermo Fisher 
Scientific, США). 

Статистический анализ
Статистическая обработка данных проведена в про-

грамме Prism 8 (GraphPad, США) с использованием теста 
Шапиро–Уилка для оценки нормальности распределения, 
однофакторного дисперсионного анализа ANOVA (с по-
следующим post-hoc тестом Тьюки) и критерия Краске-
ла–Уоллиса (с последующим post-hoc тестом Данна) 
для сравнения значений между более чем двумя группа-
ми, а также критерия Манна–Уитни и t-test для попарного 
сравнения. Различия считали статистически значимыми 
при p <0,05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ
В рамках данной работы исследовано 10 имплантатов: 

пять с покрытием и пять без него. При оценке цитостати-
ческих свойств имплантатов не было получено статисти-
чески значимых различий между группами имплантатов 
с покрытием и без него. Контрольная среда без импланта-
та значимо отличалась от исследуемых групп, что говорит 
о том, что само по себе наличие имплантата в лунке ока-
зывает влияние на клетки ТНР-1 (табл. 1, рис. 1). 

Полученные данные свидетельствуют о том, что по-
сле инкубации с исследуемыми образцами имплантатов 

Таблица 1. Оптические плотности при длине волны 540 нм для образцов после МТТ-теста 

Номер повторности Контроль (среда без имплантата) Имплантат без покрытия (n=5) Имплантат с покрытием (n=5)

1 2,005 0,991 1,245

2 1,881 0,869 1,011

3 1,072 1,043 1,5

4 2,225 1,269 0,832

5 2,452 1,808 0,603

M±SD 1,92±0,52* 1,19±0,37 1,0382±0,3400

Примечание: * p <0,05 против групп «без покрытия» и «с покрытием».

Таблица 2. Количество апоптотических пропидиум йодид положительных клеток после инкубации с образцами имплантатов с покрытием  
и без него, %

Номер повторности Без покрытия С покрытием

1 3,56 3,11

2 2,84 3,44

3 2,81 4,89

4 1,96 3,75

5 2,82 6,92

M±SD 2,79±0,56 4,42±1,54

процент апоптотических клеток ТНР-1, детектируемых 
методом проточной цитометрии после окрашивания про-
пидиум йодидом (PI-тест), значимо не изменялся между 
группами, несмотря на некоторый рост данного показа-
теля среди образцов с покрытием (табл. 2, рис. 2). Ре-
презентативные дот-плот-диаграммы после окрашивания 
представлены на рис. 3 и 4.

Анализ процента CD45+ клеток после инкубации с об-
разцами имплантатов с покрытием и без него показал ста-
тистически значимое повышение экспрессии исследуемого 
показателя в группе образцов с покрытием (табл. 3, рис. 5). 
Репрезентативное окрашивание представлено на рис. 6.

Рис. 1. Анализ жизнеспособности клеток ТНР-1 после инкубации с об-
разцами имплантатов с покрытием и без него, а также в контрольной 
среде; * p <0,05 против групп «без покрытия» и «с покрытием».
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Рис. 3. Оценка процента апоптотических пропидиум йодид положительных клеток линии ТНР-1 (правый столбик) после инкубации клеток с об-
разцами имплантатов без покрытия. Левый столбик — контроль окрашивания. SSC-H — боковое рассеяние, PE-H — фикоэритрин.
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Рис. 4. Оценка процента апоптотических пропидиум йодид положительных клеток линии ТНР-1 (правый столбик) после инкубации клеток с об-
разцами имплантов с покрытием. Левый столбик — контроль окрашивания. SSC-H — боковое рассеяние, PE-H — фикоэритрин.
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компонентами врождённой иммунной системы. Линия 
клеток THP-1 является подходящей клеточной моделью 
in vitro для изучения модуляции функций моноцитов и ма-
крофагов. Макрофаги — это клетки миелоидной линии, 
численность которых превалирует в процессе воспаления. 
Кроме того, они оказывают стимулирующее воздействие 
в течение нормального остеогенеза. Так, было показано, 
что макрофаги продуцируют большой набор цитокинов, 
BMP-2, онкостатин M, интерлейкин-23 и другие, которые 
регулируют остеогенез [7].

CD45, также известный как рецептор тирозинфосфата-
зы белка типа C или общий антиген лейкоцитов, является 
важным трансмембранным гликопротеином, экспрессиру-
емым на всех ядросодержащих гемопоэтических клетках. 
Экспрессия CD45 может увеличиваться из-за различных 
факторов: она тесно связана с активацией иммунных 
клеток. Внешние стимулы, в частности патоген-ассо-
циированные молекулярные паттерны, могут вызывать 

ОБСУЖДЕНИЕ
Установка дентального имплантата с биопокрытием 

сопряжена с иммунной реакцией, которая может оказы-
вать отрицательное влияние на интеграцию имплантата 
и регенерацию кости. Несмотря на усовершенствование 
биоматериалов за последние десятилетия, неблагоприят-
ные иммунные реакции, такие как воспаление, фиброзная 
инкапсуляция, разрушение тканей и изоляция или оттор-
жение имплантата, по-прежнему являются основными 
нежелательными явлениями при установке дентальных 
имплантатов с покрытием. В данном исследовании мы оце-
нили влияние BMP-2 в составе покрытия дентального им-
плантата на клеточную линию ТНР-1 и на CD45+ клетки.

Культура клеток острого миелоидного лейкоза че-
ловека THP-1 используется в качестве модели моноци-
тарно-макрофагальной системы и для оценки её роли 
в иммунном ответе в патологических и физиологических 
условиях. Моноциты и макрофаги служат ключевыми 

Таблица 3. Количество  CD45+ клеток после инкубации с образцами 
имплантатов с покрытием и без него, %

Номер повторности Без покрытия С покрытием

1 35,5 51,6

2 34,8 54,5

3 30,3 48,8

4 38,1 47,9

5 35,4 49,5

M±SD 34,8±2,8 50,46±2,60*

Примечание: * p <0,05 против групп «без покрытия» и «с покрытием».
Рис. 5. Процент CD45+ клеток после инкубации с образцами имплан-
татов с покрытием и без него; * p <0,05 согласно t-тесту.
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Рис. 6. Репрезентативное окрашивание клеток ТНР-1 антителами к CD45+ (голубое окрашивание) после инкубации клеток с образцами имплан-
татов без покрытия (a) и с покрытием (b). Красное окрашивание — контрольные клетки.
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увеличение экспрессии CD45. Например, стимуляция 
липополисахаридами образцов цельной крови пациен-
тов с COVID-19 привела к увеличению экспрессии CD45 
в гранулоцитах и моноцитах [8]. Воспалительная реакция 
и клеточный стресс могут привести к повышению экспрес-
сии CD45. Активация клеток THP-1 также может привести 
к повышению экспрессии CD45, что можно расценивать 
как признак активации моноцитов или макрофагов in vivo. 
CD45 участвует в регуляции пролиферации клеток. Изме-
нения в клеточном цикле или скорости пролиферации 
клеток THP-1 могут потенциально привести к повышен-
ной экспрессии CD45. Многогранная роль CD45 в функции 
иммунных клеток, от регулирования передачи сигнала 
до влияния на пролиферацию и дифференцировку клеток, 
превращает его в динамический маркёр, экспрессия ко-
торого может меняться в ответ на различные сигналы —  
как клеточные, так и поступающие извне.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Обобщая результаты, полученные в ходе насто-

ящей работы, авторы обнаружили, что имплантаты 
с покрытием и без него не отличаются по цитоста-
тическим свойствам между собой при инкубации 
с клетками ТНР-1. При оценке процента апоптотиче-
ских клеток ТНР-1 между группами имплантатов с по-
крытием и без него статистически значимой разницы 
также не отмечено. Однако группа имплантатов с по-
крытием отличалась статистически значимо бóльшим 
процентом CD45+ клеток.
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