
www.genescells.ru

ISSN 2313-1829 Том XIV, Приложение, 2019

НАУЧНО-ПРАК ТИЧЕСКИЙ ЖУРНА Л

ГЕН
Ы

 &
 КЛЕТКИ

Том
 XIV, П

рилож
ение, 2019

Институт стволовых клеток человека

МАТЕРИАЛЫ IV Национального конгресса 
по регенеративной медицине

Москва, 20–23 ноября 2019 года



ISSN 2313-1829� Scientific and practical JOURNAL

© Human Stem Cells Institute, 2019

Vol. XIV, Приложение, 2019

Genes & Cells



ISSN 2313-1829� НАУЧНО-ПРАКТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ

© Институт стволовых клеток человека, 2019

Том XIV, Приложение, 2019

Журнал рекомендован ВАК Министерства образования  
и науки РФ для публикования основных научных  

результатов диссертаций на соискание  
ученой степени доктора и кандидата наук

Журнал включен в российские и международные  
библиографические и реферативные базы данных:

eLIBRARY (www.elibrary.ru), Scopus (www.scopus.com)



EDITORIAL COUNCIL

Editor-in-Chief

R.V. Deev
Human Stem Cells Institute (Moscow)
I.I. Mechnikov Saint-Petersburg State Medical University (Saint-Petersburg)

Executive Editor

I.Y. Bozo
Histograft, LLC (Moscow)
A.I. Burnazyan Federal Medical Biophysical Center of FMBA 
of Russia (Moscow)

Editorial Board:

A.V. Bersenev  (San Francisco, USA)
A.G. Chogovadze  (Moscow)
А.Y. Efimenko  (Moscow)
I.I. Eremin  (Moscow)
G. Feichtinger  (Leeds, United Kingdom)
M.S. Fominyh  (Saint-Petersburg)
A.S. Grigoryan  (Saint-Petersburg)
P.V. Kruglyakov  (Saint-Petersburg)
P.I. Makarevich  (Moscow)
Ch.M. Nasadyuk  (Lviv, Ukraine)
I.V. Potapov  (Moscow)
V.S. Sergeev  (Saint-Petersburg)
R.G. Vasiliev  (Kiev, Ukraine)
N.V. Tsupkina  (Saint-Petersburg)

Editorial Board:

B.V. Afanasiev
I.P. Pavlov Saint-Petersburg State Medical University (Saint-Petersburg)

V.S. Akatov
Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, RAS (Pushchino)

V.P. Baklaushev
Federal Scientific and Clinical Center, FMBA of Russia (Moscow)

A.S. Bryukhovetsky
State Medical University of Russia (Moscow)

R.K. Chailakhian
N.F. Gamaleya Research Institute of Epidemiology and Microbiology (Moscow)

I.A. Chekmareva
A.V. Vishnevskyi Institute of Surgery (Moscow)

V.S. Chirsky
S.M. Kirov Military Medical Academy (Saint-Petersburg)

G.D. Dalgatov
Federal Scientific Clinical Center of Otorhinolaryngology 
FMBA of Russia (Moscow)

M.I. Davydov
Medsi, LLC (Moscow)

A.A. Doctorov
Research and Training Center of Biomedical 
Technologies RRIMAP of RAAS (Moscow)

P.A. Dyban
Scientific Research Institute of Experimental Medicine, (Saint-Petersburg)

V.G. Gololobov
S.M. Kirov Military Medical Academy (Saint-Petersburg)

Y.P. Gribunov
Central Clinical Hospital with Outpatient Health Center of the Business 
Administration for the President of the Russian Federation (Moscow)

A.A. Gumerova
Kazan (Volga region) Federal University (Kazan)

R.E. Kalinin
I.P. Pavlov Ryazan State Medical University (Ryazan)

A.P. Kiasov
Kazan (Volga region) Federal University (Kazan)

S.L. Kiselev
N.I. Vavilov Institute of General Genetics RAS (Moscow)

K.V. Kotenko
Corresponding member of the RAS (Moscow)

V.A. Kozlov
Research Institute of Clinical Immunology (Novosibirsk)

A. Kuliev
Florida International University (Miami, USA)

A.V. Kulikov
Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, RAS (Pushchino)

V.S. Komlev
A.A. Baykov Institute of Metallurgy and Materials Science, RAS (Moscow)

А.А. Maschan
D. Rogachev Federal Scientific and Clinical Center for Pediatric 
Hematology, Oncology and Immunology (Moscow)

S.А. Matveev
N.I. Pirogov National Medical-Surgical Center (Moscow)

G.L. Mentkevich
N.N. Blokhin Institute of Children’s Oncology (Moscow)

Sh.M. Mitalipov
Oregon Health and ScienceUniversity (Beaverton, USA)

B.B. Moroz
A.I. Burnazyan Federal Medical Biophysical Center of FMBA of Russia (Moscow)

I.A. Odintsova
S.M. Kirov Military Medical Academy (Saint-Petersburg)

N.А. Onishchenko
V.I. Shumakov Federal Research Center of Transplantation 
and Artificial Organs (Moscow)

O.V. Paklina
S.P. Botkin City Clinical Hospital (Moscow)

Ye.V. Parfyonova
Moscow State University (Moscow)

A.S. Pavliuk
Research Institute of Eye Diseases (Moscow)

Yu.A. Petrenko
Institute for Problems of Cryobiology and Cryomedicine 
of NAS of Ukraine (Kharkov, UA)

A.G. Popandopulo
V. Gusak Institute Emergency and Reconstructionist Surgery (Donetsk)

A.V. Prikhodko
Gemabank (Moscow)

S.A. Rumyantsev
N.I. Pirogov Russian National Research Medical University (Moscow)

S.V. Sazonov
Ural State Medical University (Ekaterinburg)

N.S. Sergeeva
P.A. Herzen Moscow Oncological Research Institute (Moscow)

E.I. Shishatskaya
Institute of Biophisycs SB RAS (Krasnoyarsk)

E.V. Skorobogatova
Russian clinical children hospital (Moscow)

I.A. Suchkov
I.P. Pavlov Ryazan State Medical University (Ryazan)

A.N. Tomilin
Insitute of Cytology of RAS (Saint-Petersburg)

V.V. Tsymberg
«Biovitrum» Co. Ltd. (Moscow)

S.E. Voskanyan
A.I. Burnazyan Federal Medical Biophysical Center of FMBA of Russia (Moscow)

S.M. Zakian
Institute of Cytologyand Genetics, SB RAS (Novosibirsk)

V.L. Zorin
Human Stem Cells Institute (Moscow)



РЕДАКЦИОННЫЙ СОВЕТ

Главный редактор
Р.В. Деев
Институт стволовых клеток человека (Москва)
Северо-Западный государственный медицинский университет 
им. И.И. Мечникова

Ответственный редактор
И.Я. Бозо
ООО «Гистографт» (Москва)
Федеральный медицинский биофизический центр  
им. А.И. Бурназяна ФМБА России (Москва)

Редакционная коллегия:
А.В. Берсенев  (Сан-Франциско, США)
Р.Г. Васильев  (Киев, Украина)
А.С. Григорян  (Санкт-Петербург)
И.И. Еремин  (Москва)
А.Ю. Ефименко  (Москва)
П.В. Кругляков  (Санкт-Петербург)
П.И. Макаревич  (Москва)
К.М. Насадюк  (Львов, Украина)
И.В. Потапов  (Москва)
В.С. Сергеев  (Санкт-Петербург)
Г. Файштингер  (Лидс, Великобритания)
М.С. Фоминых  (Санкт-Петербург)
Н.В. Цупкина  (Санкт-Петербург)
А.Г. Чоговадзе  (Москва)

Участники редакционного совета:
B.C. Акатов
Институт теоретической и экспериментальной 
биофизики РАН (Пущино, Московская обл.)
Б.В. Афанасьев
Санкт-Петербургский государственный медицинский 
университет им. акад. И.П. Павлова (Санкт-Петербург)
В.П. Баклаушев
Федеральный научно-клинический центр ФМБА России (Москва)
А.С. Брюховецкий
Российский государственный медицинский университет (Москва)
С.Э. Восканян
Федеральный медицинский биофизический центр 
им. А.И. Бурназяна ФМБА России (Москва)
В.Г. Гололобов
Военно-медицинская академия им. С.М. Кирова (Санкт-Петербург)
Ю.П. Грибунов
Центральная клиническая больница с поликлиникой 
Управления делами президента РФ (Москва)
А.А. Гумерова
Казанский (Приволжский) федеральный университет (Казань)
М.И. Давыдов
ООО «Медси» (Москва)
Г.Д. Далгатов
Федеральный научно-клинический центр 
оториноларингологии ФМБА России (Москва)
А.А. Докторов
Научно-исследовательский и учебно-методический центр 
биомедицинских технологий ГНУ ВИЛАР РАСХН (Москва)
П.А. Дыбан
Научно-исследовательский институт экспериментальной 
медицины (Санкт-Петербург)
С.М. Закиян
Институт цитологии и генетики СО РАН (Новосибирск)
В.Л. Зорин
Институт стволовых клеток человека (Москва)
Р.Е. Калинин
Рязанский государственный медицинский университет им. И.П. Павлова (Рязань)
А.П. Киясов
Казанский (Приволжский) федеральный университет (Казань)
С.Л. Киселев
Институт общей генетики РАН им. Н.И. Вавилова (Москва)
К.В. Котенко
Член-корреспондент РАН (Москва)
В.А. Козлов
НИИ клинической иммунологии (Новосибирск)
А. Кулиев
Международный университет Флориды (Майами, США)
А.В. Куликов
Институт теоретической и экспериментальной биофизики РАН (Пущино)
В.С. Комлев
Институт металлургии и материаловедения им. А.А. Байкова РАН (Москва)

А.А. Масчан
Федеральный научно-клинический центр детской гематологии, 
онкологии и иммунологии им. Д. Рогачева (Москва)
С.А. Матвеев
Национальный медико-хирургический центр им. Н.И. Пирогова (Москва)
Г.Л. Менткевич
НИИ детской онкологии РОНЦ им. Н.Н. Блохина (Москва)
Ш.М. Миталипов
Орегонский университет здоровья и науки (Портленд, США)
Б.Б. Мороз
Федеральный медицинский биофизический центр им. 
А.И. Бурназяна ФМБА России (Москва)
И.А. Одинцова
Военно-медицинская академия им. С.М. Кирова (Санкт-Петербург)
Н.А. Онищенко
Федеральный научный центр трансплантологии и искусственных 
органов им. академика В.И. Шумакова (Москва)
А.С. Павлюк
Российский национальный медицинский университет им. Н.И. Пирогова (Москва)
О.В. Паклина
Городская клиническая больница им. С.П. Боткина (Москва)
Е.В. Парфенова
Московский государственный университет (Москва)
Ю.А. Петренко
Институт проблем криобиологии и криомедицины 
НАН Украины (Харьков, Украина)
А.Г. Попандопуло
Институт неотложной и восстановительной хирургии им. В.К. Гусака (Донецк)
А.В. Приходько
Гемабанк (Москва)
С.А. Румянцев
Российский национальный исследовательский медицинский 
университет им. Н.И. Пирогова (Москва)
С.В. Сазонов
Уральский государственный медицинский университет (Екатеринбург)
Н.С. Сергеева
Московский научно-исследовательский онкологический 
институт им. П.А. Герцена (Москва)
E.В. Скоробогатова
Российская детская клиническая больница (Москва)
И.А. Сучков
Рязанский государственный медицинский университет им. И.П. Павлова (Рязань)
А.Н. Томилин
Институт цитологии РАН (Санкт-Петербург)
Р.К. Чайлахян
НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи (Москва)
И.А. Чекмарева,
Институт хирургии им. А.В. Вишневского (Москва)
В.С. Чирский
Военно-медицинская академия им. С.М. Кирова (Санкт-Петербург)
В.В. Цимберг
ООО «БиоВитрум» (Москва)
Е.И. Шишацкая
Сибирский федеральный университет (Красноярск)

Адрес редакции:
119333 г. Москва, ул. Губкина, д. 3, стр 2, а/я 373
Тел./факс: +7 (495) 734-91-70
E-mail: redaktor@celltranspl.ru

Присылать материал для публикации, ознакомиться 
с правилами для авторов, оформить подписку можно 
в Интернете по адресу: www.genescells.ru
+7(495) 646-80-76

Издание зарегистрировано Федеральной службой по надзору 
за соблюдением законодательства в сфере массовых 
коммуникаций и охране культурного наследия

Свидетельство о регистрации
ПИ № 77 – 57156 от 11.03.2014 г.

ISSN 2313-1829

Электронная версия журнала www.genescells.ru
ISSN электронной версии: 2500-2562

Свидетельство о регистрации
Эл №ФС77-58034 от 08.05.2014 г.

Администратор сайта И.А. Яковлев
Верстка С.А. Климентовский

Подписано в печать 30.10.2019. Формат бумаги 60×84/8.
Бумага офсетная. Печать цифровая. Усл. печ. л. 12,5.
Тираж 100 экз. Заказ № 2599.
Отпечатано в типографии Book Jet, 390005, г. Рязань, ул. Пушкина, 
д. 18, тел.:+7 (4912) 466-151, www.bookjet.ru

Полное или частичное воспроизведение материалов, содержащихся
в настоящем издании, допускается с письменного разрешения
редакции. Ссылка на журнал «Гены и клетки» обязательна.



4 Выдающиеся ученые, внесшие основополагающий вклад

Гены & Клетки  XIV, Приложение, 2019

Выдающиеся ученые, внесшие основополагающий вклад в развитие клеточных технологий и регенеративной медицины

Александр Александрович Максимов 
(1874–1928)

Александр Александрович Максимов  — великий от-
ечественный гистолог и  патоморфолог, доктор медици-
ны, профессор, член-корреспондент РАН, руководитель 
кафедры гистологии и  эмбриологии Императорской 
Военно-медицинской академии.

А.А. Максимов родился в С анкт-Петербурге, 
в  1896  году окончил Императорскую военно-медицин-
скую академию лучшим из  выпускников. С  1903  года 
избран руководителем кафедры гистологии и эмбриоло-
гии. С 1922 года А.А. Максимов покинул СССР и начал 
работу в качестве профессора кафедры анатомии и воз-
главил работу лаборатории экспериментального иссле-
дования тканей в Чикагском университете.

А.А. Максимов заложил теоретические и  эксперимен-
тальные основы современной науки о  клетках и  тканях, 
их структурной организации. Используя метод изучения пе-
реходных форм, он получил экспериментально-научное обо-
снование унитарной теории кроветворения и установил, что 
все клетки крови развиваются из одного предшественника.

А.А. Максимов впервые в  отечественной науке ис-
пользовал термин «стволовая клетка», первым высказал 

мнение о существовании в дефинитивных тканях клеток-
предшественниц для соединительных тканей.

В  своих работах Александр Александрович впервые 
использовал метод тканевых культур, который и сейчас 
имеет огромное значение для экспериментальной гисто-
логии. Максимов подробно описал этот метод и охарак-
теризовал морфологию основных клеток соединитель-
ной ткани в культуре.

Труды А.А. Максимова заложили основу современ-
ной клеточной биологии и регенеративной медицины 
не только в России, но и во всём мире. По словам В. 
Блюма, ученика Александра Александровича, «...не-
зависимо от  того, что принесёт будущее в  области 
изучения крови и  соединительной ткани, ...наблюде-
ния Максимова, которые были сделаны на  высочай-
шем экспериментально-гистологическом уровне, всё 
равно будут иметь значение. Они будут представлять 
основу для дальнейших разработок по вопросам нор-
мальной и  патологической гистологии, гистогене-
зу крови и  соединительной ткани, области, которую 
он сделал такой интересной».
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Владимир Петрович Демихов 
(1916–1998)

Владимир Петрович Демихов  — физиолог, доктор 
наук, основоположник современной трансплантологии.

Родившись в крестьянской семье, он в 1934 году по-
ступил в М осковский государственный университет им. 
М.В. Ломоносова на  физиологическое отделение био-
логического факультета и  очень рано начал научную 
деятельность. В  1937  году, будучи студентом-третье-
курсником, он  сконструировал и  собственными руками 
изготовил первое в мире искусственное сердце, а затем 
вживил его собаке, которая после этого прожила два часа.

В  1940  году В.П. Демихов окончил университет, на-
писал первую научную работу. Начавшаяся война пре-
рвала научные поиски. С 1941 по 1945 гг. В.П. Демихов 
служил в  действующей армии  — выполнял обязанности 
врача-патологоанатома.

С  1945  года работал на  базе Института экспери-
ментальной и  клинической хирургии, 1955  до  1960  — 
в П ервом Московском медицинском институте им. 
И.М. Сеченова.

В 1946 году В.П. Демихов впервые в мире успешно 
подсадил собаке второе сердце, а вскоре он смог про-
вести пересадку сердца и  легкого одновременно. Это 
был настоящий прорыв в мировой хирургии. Он первым 

отработал метод коронарного шунтирования, а  также 
впервые разработал метод сохранения жизненно важ-
ных органов в  функционирующем состоянии до  семи 
суток путем их  подключения к  кровеносной системе 
живого организма. В  его лаборатории разрабатыва-
лись методы пересадки головы, печени, надпочечников 
с  почкой, пищевода, конечностей. После таких опе-
рации животные жили несколько дней, недель и  даже 
месяцев. Это доказывало возможность проведения по-
добной операции у человека.

В  1960  году В.П. Демихов издал монографию 
«Пересадка жизненно важных органов в эксперименте», 
которая стала первым в  мире руководством по  транс-
плантологии и долгие годы оставалась единственным.

Работы Владимира Петровича получили междуна-
родное признание. В  его лаборатории стажировались 
хирурги из США , Германии, ЮАР и А встралии. «Доктор 
Демихов  — один из  величайших экспериментаторов 
мира, технологиями которого до  сегодняшнего дня 
пользуются все клиники мира, занимающиеся пере-
садками сердца, печени, почек, легких»  — так сказал 
о  Владимире Петровиче Демихове знаменитый кардио-
хирург Р.С. Акчурин.
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Александр Яковлевич Фриденштейн 
(1924–1997)

Александр Яковлевич Фриденштейн  — выдающийся 
гистолог, основатель и заведующий лабораторией имму-
номорфологии в Институте эпидемиологии и микробио-
логии им. Н.Ф. Гамалеи, профессор, член-корреспондент 
Академии медицинских наук СССР.

Родился в Киеве, в 1928 году вместе с семьей пере-
ехал в Москву. Окончил Московский медицинский инсти-
тут М3 РС ФСР в  1946  г. В  1950  г. А.Я. Фриденштейн 
защитил кандидатскую, а  в  1960  году  — докторскую 
диссертацию по специальности «гистология». В 1963 г. 
Александром Яковлевичем Фриденштейном была ор-
ганизована лаборатория иммуноморфологии, которую 
он возглавлял более 25 лет.

Александр Яковлевич впервые описал и  экспери-
ментально подтвердил существование в  костном мозге 
и  лимфоидных органах стволовых стромальных клеток, 
которые сегодня известны всему миру как мультипо-
тентные мезенхимные стромальные клетки. Ими было 
показано, что фрагменты костного мозга in vivo способ-
ны формировать кость или костномозговой орган. Было 
впервые установлено, что формирование кроветворного 

органа на  месте трансплантации фрагмента костного 
мозга обеспечивается приживлением стромальных кост-
номозговых клеток, а  именно популяцией клеток, кото-
рые способны дифференцироваться, образуя костную, 
хрящевую, фиброзную, а также жировую ткани.

А.Я. Фриденштейн и  его сотрудники показали, что 
стромальные клетки костного мозга способны к  дли-
тельному самоподдерживанию и  являются самостоя-
тельной, независимой от  кроветворной, линией клеток. 
Полученные им данные впервые позволили сформулиро-
вать понятие о  стволовых стромальных клетках кровет-
ворной и лимфоидной тканей.

Последующие годы в  творческой жизни Александра 
Яковлевича были посвящены изучению именно стволо-
вых клеток кроветворной ткани. Метод избирательного 
клонирования костного мозга человека, разработанный 
А.Я. Фриденштейном, был использован не только во мно-
гих гематологических клиниках для изучения состояния 
стромальной ткани при различных гематологических на-
рушениях, но и при оказании гематологической помощи 
пострадавшим во время аварии на Чернобыльской АЭС.
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Иосиф Львович Чертков 
(1927–2009)

Иосиф Львович Чертков  — выдающийся гемато-
лог, исследователь-экспериментатор, доктор меди-
цинских наук, профессор, главный научный сотрудник 
Гематологического научного центра РАМН.

Иосиф Львович родился в  1927  году в О дессе. 
В  1947  он  окончил лечебный факультет Первого 
Московского медицинского института. С  1956  года ра-
ботал в Г ематологическом научном центре РАМН, сна-
чала в  качестве старшего научного сотрудника, затем 
в  качестве заведующего лабораторией до  1996  года 
и с 1997 в качестве главного научного сотрудника.

И.Л. Чертковым опубликован цикл приоритетных ра-
бот «Стволовые кроветворная и  мезенхимная клетки». 
Им внесен большой вклад в изучение клональности кро-
ветворения и  установления, что стволовые кроветвор-
ные клетки (СКК) обладают высоким, но  не  безгранич-
ным пролиферативным потенциалом; они не бессмертны 
и  не  могут «самоподдерживаться». СКК закладывают-
ся только в эмбриогенезе и расходуются последователь-
но, образуя короткоживущие, локально расположенные, 
сменяющие друг друга клеточные клоны, аналогично 
тому, как это происходит в яичнике.

Иосиф Львович также показал, что стволовые мезен-
химные клетки (МСК) родоначальники кроветворного 
микроокружения отличаются от СКК  по  радиочувстви-
тельности. При внутривенной трансплантации костно-
го мозга в виде клеточной взвеси МСК теряются — они 
не способны проникнуть в микрообласти, где происходит 
их функционирование, даже в случае, если костномозго-
вая взвесь вводится внутрь кости.

В работах И.Л. Черткова впервые были получены цито-
физиологические характеристики МСК и принципиальные 
данные о  клональной кинетике СКК. Полученные данные 
нашли подтверждение в мировой практике. Показано, что 
при внутривенной трансплантации костного мозга донор-
ские МСК не выживают, выявлены клоны «здоровых» СКК 
у  больных с  гематопролиферативными заболеваниями, 
данные о клональности кроветворения подтвердились в ис-
следованиях печального опыта Чернобыльской аварии. 
Иосиф Львович создал также ряд диагностических препа-
ратов на основе моноклональных антител для определения 
групп крови. Эти препараты широко используются и сейчас.

И.Л. Чертковым опубликовано 4 монографии и более 
300 статей в отечественных и зарубежных журналах.
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Леонид Иванович Корочкин 
(1935–1996)

Леонид Иванович Корочкин  — выдающийся россий-
ский генетик и  нейробиолог, доктор медицинских наук, 
профессор, член-корреспондент РАН, заведующий лабо-
раторией молекулярной биологии в Институте биологии 
развития РАН, заведующий лабораторией нейрогенети-
ки и генетики развития в Институте биологии гена РАН.

Леонид Иванович занимался исследованиями 
процессов нейрогенеза. Вот лишь некоторые из  его 
достижений:

• используя новаторские подходы, он  выявил ней-
ронные ансамбли в сплетениях автономной нерв-
ной системы и  сформулировал «групповой прин-
цип» развития и функционирования нейронов;

• разработал принципы гистохимического тестиро-
вания функциональной активности нейронов, ко-
торые до сих пор используются в нейрогистологии
и патогистологии;

• был основателем в СССР направления науки гене-
тики изоферментов;

• разработал технику молекулярного анализа син-
теза РНК в отдельной клетке;

• разработал методы изоляции отдельных клеток
и  микрометоды их  молекулярно-генетического
анализа;

• впервые показал наличие нейробластического ре-
зерва в интрамуральной нервной системе желуд-
ка и его участие в этих процессах;

• исследовал генетическую регуляцию тканеспеци-
фического синтеза белка у  дрозофилы, что при-
вело к  выделению гена эстеразы и  выявлению
архитектуры генетической системы, связанной
с регуляцией полового поведения.

Л.И. Корочкин также выполнил ряд пионерских работ 
в области изучения стволовых клеток. В частности, он по-
казал, что стволовая и  прогениторные клетки обладают 
пластичностью в выборе пути дифференцировки. Леонид 
Иванович одним из первых предложил использовать ауто-
генные стволовые клетки, опасаясь туморогенности кле-
точного материала из  других источников. Л.И. Корочкин 
разработал новую методику получения трансгенных кле-
ток, содержащих нейротрофические факторы, для транс-
плантаций при нейродегенеративных заболеваниях.

Л.И. Корочкин — автор около 500 научных публикаций 
в отечественной и зарубежной печати, нескольких моно-
графий и учебников. Его работы широко известны в на-
шей стране и  за  рубежом. Заслуги Леонида Ивановича 
были отмечены Государственной премией РФ и Премией 
имени Н.К. Кольцова.
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Вадим Сергеевич Репин 
(1936–2018)

Вадим Сергеевич Репин  — выдающийся биохи-
мик, доктор биологических наук, профессор, член-
корреспондент РАМН, заведующий лабораторией 
микрохимии Института экспериментальной медицины 
АМН СССР, заведующий лабораторией культуры клеток 
и  тканей Института экспериментальной кардиологии 
Всесоюзного Кардиологического научного центра АМН 
СССР, главный научный сотрудник лаборатории клеточ-
ной биологии и патологии развития ФГБНУ «НИИ общей 
патологии и патологической физиологии РАМН».

В.С. Репин прошел большой и серьезный путь в науке, 
и вся его деятельность была напрямую связана с разра-
боткой способов помощи больным. С 1964 по 1977 гг. 
в  созданной им  лаборатории микрохимии он  проводил 
биохимические исследования единичных яйцеклеток, 
ранних зародышей лабораторных грызунов, биохимии 
оплодотворения. Уделял много внимания разработке 
методов микрохимии и  методов получения первичных 
клеточных культур и органов человека. По приглашению 
академика Е.И. Чазова Вадим Сергеевич в  1977  году 
переехал в М оскву, создал пионерскую лабораторию 
культуры клеток и тканей, где оригинальными методами 
были получены культуры различных клеток сосудистой 

стенки, печени, кишечного эпителия человека для изуче-
ния клеточных и биохимических механизмов атероскле-
роза и нарушений липидного и липопротеидного обмена.

С 1997 по 2000 гг. Вадим Сергеевич работал заме-
стителем директора по  науке Института биологической 
медицины при Центре акушерства, гинекологии и  пери-
натологии РАМН, с 2000 по 2004 — научным консуль-
тантом ЗАО «РеМеТекс».

В последнее десятилетие Репин трудился в Институте 
общей патологии и  патофизиологии, став вдохновите-
лем создания и  научным руководителем лаборатории 
клеточной биологии и патологии развития. Основой на-
учных интересов Вадима Сергеевича стало изучение 
стволовых клеток человека и применение их в медици-
не; медицинская клеточная биология и  биотехнология; 
клеточные механизмы атеросклероза; клеточные ме-
ханизмы цирроза и других заболеваний печени. Вадим 
Сергеевич стоял у  истоков фундаментальных исследо-
ваний возможностей применения стволовых и прогени-
торных клеток при различных заболеваниях, в том числе 
считающихся неизлечимыми.

Плодотворная научная деятельность Вадима Сергееви-
ча получила высокое международное признание.
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Николай Петрович Омельяненко 
(1950–2018)

Николай Петрович Омельяненко  — выдающий-
ся ученый-гистолог, непревзойденный специалист 
по  соединительной ткани, доктор медицинских наук, 
профессор, заведующий лабораторией электронной 
микроскопии ЦИТО им. Н.Н. Приорова, заведующий 
лабораторией соединительной ткани с  группой кли-
нической генетики ЦИТО им. Н.Н. Приорова. Лауреат 
премии Ленинского комсомола, лауреат премии 
Правительства Российской Федерации.

Николай Петрович в  1973  году окончил Первый 
Московский медицинский институт им. И.М. Сеченова. 
С  1973  по  1986  год работал в  должности научного со-
трудника в НИЛ биологических структур Минздрава СССР.

Н.П. Омельяненко опубликовал более 200 работ в об-
ласти гистофизиологии соединительной ткани, в том чис-
ле 7 монографий. Он является соавтором трех практиче-
ских руководств для врачей.

Николай Петрович был членом Нью-Йоркской Ака-
демии наук, международных обществ: «Соединитель-
ная ткань», «Заживление ран», «Ортопедов и  травма-
тологов», «Российской ассоциации морфологов». Под 

его руководством подготовлена плеяда специалистов 
в  области гистологии соединительной ткани, остеоло-
гии, клинической и  экспериментальной морфологии, 
электронной микроскопии.

Николай Петрович  — неутомимый труженик и  ис-
следователь, посвятивший всю свою жизнь без остатка 
любимому делу  — советской и  российской науке. В  ос-
нову своего труда он положил главную цель: наука ради 
помощи пациенту, исследователю, врачу. Много лет 
Николай Петрович посвятил изучению клеточных основ 
регенеративной медицины, разрабатывал и  реализо-
вывал на  практике новые биотехнологические способы 
ускорения заживления сложных повреждений скелета, 
исправлению врожденных деформаций костей у  детей, 
восстановлению морфо-функциональной организации 
скелетных тканей после травм.

Своими мыслями, словами и  делами, реализо-
вавшимися в  научных исследованиях, профессор 
Н.П. Омельяненко внес основополагающий вклад в раз-
витие фундаментальных знаний о строении соединитель-
ной ткани в норме и патологии.
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Introduction. Periodontitis affects >743  million peo-
ple worldwide. Neural crest-derived stem cells (NC-SCs) 
hold the required multipotentiality to regenerate the dam-
aged periodontium. These cells have been identified within 
adult tissue samples of  adipose tissue, PDL and palatal 
tissue, reducing ethical problems associated with stem 
cell use. Typical enzyme isolation protocols are expensive, 
time consuming and may represent increased patient risk. 
Mechanical dissociation has been suggested as a method 
of generating cell suspensions required for stem cell isola-
tion and proliferation.

Material and methods. Samples of skeletal muscle tis-
sue were used to appraise the suitability of a novel mincing 
method of mechanical dissociation against enzymatic diges-
tion with collagenase and dispase. Skeletal muscle is readily 
available and has shown to contain populations of NCSCs.

We used the Rigenera-Human Brain Wave® prototype 
mincer to produce a healthy suspension of NC stem cells. 
We  have compared successful cell cultures produced via 
mechanical dissociation and enzymatic dissociation, pro-
ducing single cell suspensions suitable for Magnetic Active 
Cell Sorting (MACs) with human antigen marker CD271.

Results. Despite Countess Automated Cytometry 
data identifying cell suspensions produced by  mechani-
cal dissociation (n=24) containing on  average 26,8  times 
as many living cells as enzymatic cell suspensions (n=18), 
enzymatic suspensions produced more successful cell cul-
tures. Spheroids and subsequent adherent cells formed 
from 4 enzymatic cell suspensions (44,4%) vs. 1 mechani-
cal cell suspension (8.3%). Additionally, enzymatic digestion 
protocols formed spheroids faster and more plentifully than 
mechanical cell suspensions. Adherent cells and spheroids 
isolated via both methods appear morphologically similarly 
to NC-SCs from our previous studies.

Conclusion. The results of this study have indicated the 
suitability of  this prototype mincer for prospective experi-
ments with palatal tissue. Although proliferative cultures 
of adherent cells were isolated using mechanical dissocia-
tion, this mechanical dissociation method does not repre-
sent a viable alternative to enzymatic digestion, suitable for 
use in the clinical setting.

aDult neural crest-DeriveD steM cells 
(ncscs) for coMparative research

Natella Enukashvily1, Julia Dombrovskaya2, Anna 
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1  Institute of Cytology, St. Petersburg, Russia;
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3  Witten/Herdecke University, Witten, Germany;
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Adult craniofacial tissues in vertebrates contain post-
migratory neural crest-derived stem cells (NCSCs). These 
cells, originated from ectoderma, undergo an  epithelial-
mesenchymal transition in  embryogenesis, while keep-
ing their multipotency. The optimal source of NCSC is the 
tissues of  the oral cavity — alveolar and palatine mucous 
membranes, dental pulp, periodontal ligaments, etc. 
In each tissue, stem cells (SC) are located in different mi-
croenvironment that affects their properties. NCSC from 
the oral cavity of standard laboratory rodents differ from 
human SC. We hypothesized that the ovine palate contains 
NCSCs with a developmental potential equivalent to their 
human counterparts.

Objective: to  investigate the morphofunctional proper-
ties of NCSC from the oral cavity of human and sheep.

The study was carried out using primary cultures of den-
tal pulp SC (DPSC) and SC from human exfoliated deciduous 
teeth (SHED), as well as SC of human periodontal ligaments 
(PDLSC) and SC of the sheep hard palate mucosa. Cells were 
isolated both by adhesion to plastic and by immunomagnetic 
separation. The proliferative activity and immunophenotype 
of  the populations were determined. To study the features 
of  osteogenic differentiation, we  compared the intensity 
of staining with alizarin, the timing of calcifications and tran-
scription of  the late and early response osteogenic genes 
(POSTN, OSX, ALP, Cbfa1, BGLAP), as well as odontoblast 
markers (dentinsialoprotein, DSPP; Dentin matrix acidic 
phosphoprotein 1  precursor  — DMP-1). The ability of  the 
isolated cells to form neurospheres was evaluated.

Human PDLSC had the maximum proliferative activity, 
DPSC proliferated at a slower rate. The cells of all samples 
possessed had surface markers of mesenchymal stromal 
cells. However up  to  20% of  cell at  early (2–3) passages 
were positive for CD117+. Pulp SCs (DPSC) were the fast-
est responding to  osteogenic stimuli; in  this case, odon-
toblast marker genes were transcribed at  a  higher level 
as compared to PDLSC. Sheep NCSC proliferated at a rate 
comparable to human PDLSC. Both human SC and sheep 
SC were capable of  forming neurospheres and expressing 
NCSC markers (e. g. HNK-1, Slug, CD271).

Thus, despite the fact that the properties of NCSC de-
pend on the their niche, sheep NCSC have properties similar 
to human cells and can be used as a model object in pre-
clinical studies of the efficacy and safety of cellular products 
based on NCSC.
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Skin Organoids As a Novel Tool for 
Analysis of the Skin Microenvironment 
In Vitro
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Wu1, Shay Soker1, Anthony Atala1

1 � Wake Forest Institute for Regenerative Medicine, 
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Introduction. Skin has a  complex layered structure 
designed to  provide the first physical and immunologic 
barrier from the aggressive influence of  environment. 
In vitro models containing native skin architecture include 
cell sheets-derived skin and bioprinted skin. However, 
these models show low viability in long-term in vitro stud-
ies (more than 14 days), require complex bioreactors for 
culture, and do not allow for non-invasive, real-time micros-
copy due to sample thickness. To overcome these limita-
tions, we have generated a novel skin organoid containing 
the key cell types present in skin as a tool for disease mod-
eling and drug testing in vitro.

Materials and Methods. Multiple human skin cell types 
were induced to form spheroids at varying cellular concen-
trations. Cell viability in  the organoids was determined us-
ing Live/Dead assay and skin structures were assessed 
by histology, immunohistochemistry and scanning electron 
microscopy (SEM) at 7, 14 and 21 days of culture in vitro. 
Cell-specific markers have been used to specify a  location 
of  different cells: Pan-Cytokeratin, G-Mel, Cytokeratin 71, 
CD146, Vimentin, and Adiponectin.

Results. The skin organoids formed compact struc-
tures with high cell viability maintained up  to  21  days. 
The skin organoids’ layered organization was confirmed 
using SEM, Hematoxylin and Eosin (H&E) staining and 
Masson’s Trichrome staining. Immunohistochemical stain-
ing showed that the surface of  the epidermis was formed 
by  keratinocytes and melanocytes and the center repre-
senting the dermal core was formed by  fibroblasts, follicle 
dermal papillae cells, microvascular endothelial cells and 
adipocytes. The epidermal zone was stratified, organoids 
were uniformly pigmented, and the dermal core increased 
collagen deposition by 21 days.

Conclusions. By  utilizing cellular self-organization, 
we have created skin organoids containing the major skin 
cell types which localized with layer specificity to  recreate 
the normal skin microenvironment. Thus, our novel skin 
organoids recapitulate normal human skin microanatomy 
and functional characteristics, and provide an efficient and 
cost effective in vitro model of human skin for a wide range 
of investigations.

Secretome of stem cells 
as an alternative to stem cell 
transplantation

Wolf-Dieter Grimm1–3, Darius Widera2, 4

1 � Department of Dentistry, Faculty of Health, Witten/
Herdecke University, Witten, Germany

2 � Stavropol State Medical University, Stavropol, Russian 
Federation,

3 � North-Western State Medical University named after 
I.I. Mechnikov, St. Petersburg, Russian Federation;

4 � Reading School of Pharmacy, University of Reading, 
Reading, UK

prof_wolf.grimm@yahoo.de

Recent advances in stem cell biology and regenerative 
medicine raised hopes for future routine use of stem cells 
in  restoration of  tissue and organ function in  various dis-
eases and disorders.

Oral-derived neural crest related stem cells (oNCSCs) 
have drawn attention in recent years because of  their ac-
cessibility, plasticity, and high proliferative ability. The oNC-
SCs can undergo self-renewal and have multipotent differen-
tiation ability, but do not have the ethical issues associated 
with other sources of  stem cells. The tissue engineering 
methodologies combined with an  increased understand-
ing of oNCSCs biology will provide powerful tools for a wider 
spectrum of  application of  oNCSCs in  various therapeutic 
strategies. Emerging evidence suggests that adult craniofa-
cial tissues in vertebrates contain limited numbers of post-
migratory neural crest-derived stem cells.

Globally, the advances using oNCSCs in  therapeutic, 
reconstructive, and orthopedic applications are the future 
of  personalized and regenerative medicine. However, be-
cause oNCSCs technology is  still in  its infancy, interdisci-
plinary cooperation is needed to achieve successful clinical 
applications. Despite the unquestioned therapeutic benefit 
of stem cell transplantation, numerous studies have report-
ed that the potential of adult stem cells to  improve regen-
eration and healing of  chronic wounds is  mediated largely 
through their immunomodulatory, anti-inflammatory and 
angiogenic properties rather than being a result of engraft-
ment and differentiation.

Recent lines of evidence suggest that stem cell-derived 
extracellular vesicles (EVs) harbour an  anti-inflammatory, 
angiogenic and immunomodulatory potential that is compa-
rable to  ADSCs themselves without the associated risks. 
NCSCs possess immunomodulatory and immunosuppres-
sive properties that are mainly mediated through secretion 
of  extracellular vesicles (EVs). Notably both, the content 
(a specific combination of different proteins, lipids, microR-
NAs as well as a small portion of mRNAs) and immunomod-
ulatory features of EVs are cell type and context-dependent. 
In  general, wound healing models in  animal models repre-
sent a potent tool in regenerative medicine and allow quanti-
tative measurement of regeneration by assessing the bone 
defect healing. Such quantitative parameters would greatly 
facilitate the evaluation of the effects of NCSC-derived EVs 
on wound (bone defect) healing.



МОСКВА, 20–23 НОЯБРЯ 2019 г. 13

Гены & Клетки  XIV, Приложение, 2019

Treatment of diabetic peripherial 
artery disease with autologous bone 
marrow or peripherial blood derived 
cells
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of Sciences, Novosibirsk, Russia
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Diabetic foot syndrome occurs in  10,0% of  cases 
among patients with diabetes mellitus, ulcers heal too 
long, are accompanied by infectious processes and occurs 
gradually leading to  the amputation of  the affected limb. 
Some authors suggest, that the paracrine factors secret-
ed by mononuclear stem cells (MNCs) are these the main 
driving force behind its therapeutic activity. In  the current 
study, we investigate the efficacy and safety of the therapy 
of ischemia using stem cells in patients with diabetes mel-
litus. An  assessment of  the paracrine functionality of  the 
patient's cells was performed.

There were three groups: the patients from the main 
group were treated with intramuscular injections of mobi-
lized autologous mononuclear cells (12) or  bone marrow 
autologous cells (5). The patients of the control group (20) 
had similar conservative and endovascular treatment with-
in the same time period without stem cells. We  analyzed 
cell types, level of  cell proliferation and viability, promising 
effects of MNCs conditioned medias on proliferation of lines 
fibroblasts, MSCs from patients without diabetes mellitus 
and EaHy926, migration on the wound model.

The tolerance of patients to cell therapy is high, the num-
ber and volume of  surgical interventions on  the foot after 
cell therapy are less, epithelialization of trophic ulcers and 
restoration of  the support function of  the limb are higher 
in the main group. There is a patient-specific correlation be-
tween the composition of the cellular product, conditioned 
media and their clinical effect. We suggest that MNCs con-
ditioned medias can be employed in regenerative medicine 
for therapeutic angiogenesis and skin repair in  difficult-to-
heal conditions such as diabetic foot.

Stimulating effect 
of fs-1 on functional activity 
of lymphopoiesis and myelopoiesis 
progenitor cells in vitro

Samal Kassymbekova1, Tamara Bukeyeva1, 
Indira Bishimova1, Sholpan Tursunova1, 
Sabina Murzageldinova1, Tigran Davtyan2

1 � Scientific Centre for Anti-infectious Drugs, Almaty, 
Kazakhstan;

2 � Analytical Laboratory, Scientific Centre of Drug and 
Medical Technology Expertise JSC, Yerevan, Republic 
of Armenia

s_kassymbekova@scaid.kz

Cancer is the second leading cause of death globally, and 
is responsible for an estimated 9,6 million deaths in 2018. 
Chemotherapy is a cancer treatment that uses drugs to kill 
rapidly growing and dividing cells, like cancer cells. Unlike ra-
diation or surgery, which target specific areas, chemo works 

systemically. This affects some fast-growing healthy cells, 
like those of the skin, hair, intestines, and bone marrow.

Bone marrow is  the spongy tissue inside the bones, 
which makes new blood cells. Chemotherapy affects this 
process, so  there are side effects, such as  too few blood 
cells. Low levels of blood cells during treatment can cause 
problems: more susceptible to  infections; body tissues 
do  not receive enough oxygen (hypoxia); anemia and in-
creased blood coagulation.

Prevention and treatment of such side effects is called 
palliative or  supportive therapy and constitutes an  impor-
tant part in cancer treatment.

In this article we present study results concerning new 
medicine FS-1 effect on bone marrow mesenchymal stem 
cells. FS-1 synthesized at Scientific Centre for Anti-infectious 
Drugs is ionic nanostructured complex formed by proteins 
and/or polypeptides, hydrocarbons, salts of alkali and alka-
line earth metals with intercalated iodine. Patented in 2014 
(RK No20129000).

In  our work we  used mesenchymal stem cells from 
mouse bone marrow (STEMCELLS Technologies, USA). 
Detect production of stem-cells factor (SCF), IL-7, IL-8 mac-
rophage colony-stimulating factor (M-CSF), chemotactic 
stroma-derived factor-1 (SDF-1), macrophage anti-inflam-
matory protein (MIP)-1α and MIP-1β quantitative analysis 
was made using kits from R&D  Systems (USA) in  accor-
dance with manufacturers’ protocols.

In the process of study of FS-1 effect on production of cy-
tokines and chemokines in mouse bone marrow mesenchy-
mal stem cells culture we  found out that FS-1  has actual 
stimulating effect on production of SCF (Р = 0,015), IL-7 (Р = 
0,017), M-CSF (Р = 0,009) and SDF-1 (P = 0,009).

Thus, new medicine FS-1 can influence animal bone mar-
row by stimulating mouse bone marrow mesenchymal stem 
cells to  produce certain cytokines regulating myelopoiesis 
and lymphopoiesis, as  well as  certain chemokines taking 
part in  induction of  stem cells and mature cells migration 
from bone marrow to blood.

Obtained results can be  used in  development of  drugs 
for bone marrow hematopoietic function recovery during 
chemotherapy of tumors.

Improving CRISPR-Cas technology for 
therapeutic applications

Nataliya A. Logvina1, Ilya P. Kopnin1, Ilya 
O. Aparin1, Timofei S. Zatsepin1, 2

1 � Center of Life Sciences, Skolkovo Institute of Science 
and Technology, Moscow, Russia;

2 � Chemistry Department, Lomonosov Moscow State 
University, Moscow, Russia

n.logvina@skoltech.ru

CRISPR-Cas technology has rapidly become a  popular 
and rather powerful tool of genome manipulation. It is widely 
used not only for scientific research but for the development 
of new therapeutic approaches.

Applications of  CRISPR-CAS system are not limited 
by genome editing, they include genetic screens, modulation 
of  gene expression either by  attracting RNA polymerase 
or by blocking its binding to DNA, induction of histone or ge-
nome methylation and silencing, incorporation of  specific 
sequences into the target site in the genome.

Whatever modification of  the CRISPR-Cas technology 
is used, it relies deeply on the target recognition by CRISPR-
Cas complex, based on  the complementarity of  a  rath-
er short oligonucleotide sequence. The efficiency and 
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specificity of  this binding of  spacer part of  the guide RNA 
to  DNA are especially important for therapeutic applica-
tions of CRISPR-Cas system. However, its selectivity is still 
insufficient for routine in  vivo use. Uncontrolled insertion 
or removal of genes and their fragments in the “hot spots” 
of the genome can lead to oncotransformation of cells after 
genome editing ex vivo or  in vivo. Another important prob-
lem for therapy is targeted delivery of the preformed RNA-
protein complex or  insufficient level of  nuclear localization 
of synthetic guide RNAs if they are not part of the protein.

Here we use combinations of known and novel chemical 
RNA modifications to  improve the characteristics of pre-
cise genome editing for its potential applications in  bio-
medicine. These novel modifications stabilize RNA in  vivo 
and are less toxic then phosphorothioates which are wide-
ly used to prevent RNA degradation of synthetic RNA mol-
ecules in vivo. We  identify patterns of RNA modifications 
which can further improve therapeutic efficacy of CRISPR-
Cas system without decrease of genome editing efficiency 
and compare them to the known gRNA modifications pat-
terns. We also analyze the effects of these RNA modifica-
tions on the protein-RNA complex activity and discuss pos-
sible alterations in the structure of Cas9 effector complex 
caused by these modifications.

This work was supported by the Russian Foundation for 
Basic Research grant № 19-04-00298.

Translational 3D Cell Culture 
Systems for Clinically Compliant 
Expansion of Adult Stem Cells 
and Isolation of Stem Cell-Derived 
Extracellular Vesicles

Darius Widera

University of Reading, United Kingdom
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Since its early days, ex vivo mammalian cell culture has 
been conducted on flat two-dimensional (2D) glass or poly-
styrene surfaces. Although 2D cell culture is  still widely 
used, it  is  known to  result in  unnatural cell polarity and 
morphology in  addition to  lacking the three-dimensional 
extracellular matrix. These drawbacks are especially evi-
dent if the cultivated cells are clinically relevant cell types 
including but not limited to stem cells. In this context, 2D 
cultivation is known to interfere with stem cell proliferation 
and to alter the cell phenotype.

In  this talk, different approaches to  stem cell cultiva-
tion, differentiation, and assessment of migration in 3D will 
be discussed. In particular, biocompatible natural and syn-
thetic scaffolds for the cultivation of  adult human neural 
crest-derived stem cells and human mesenchymal stem 
cells of  different origin will be  presented. Moreover, the 
impact of extracellular vesicles derived from adult human 
stem cells will be discussed in the context of their regen-
erative potential.

Анализ противоопухолевой 
активности мезенхимных стволовых 
клеток собаки, экспрессирующих 
гены-супрессоры опухоли и гены-
иммуномодуляторы in vitro
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Схожая патофизиология онкологических заболе-
ваний собак и  человека делает собак перспективной 
моделью для исследования эффективности противо-
опухолевой терапии. Мезенхимные стволовые клетки 
(МСК)  — негемопоэтические клетки-предшественники, 
которые способны избирательно мигрировать в  опу-
холевые ниши. Поэтому МСК могут быть использова-
ны для целевой доставки противоопухолевых агентов. 
Одними из  таких агентов могут быть цитокины  — бел-
ки иммунной системы. Многочисленные исследования 
на  клеточных культурах и  животных моделях опухолей 
показали, что цитокины обладают широкой противоопу-
холевой активностью.

МСК были выделены из  жировой ткани собаки. 
Выделенные клетки были в  значительной степени по-
ложительны по  поверхностным маркерам мезенхимных 
стволовых клеток собаки CD105, CD10, Stro-1 и Thy-1. 
Мультипотентность МСК была подтверждена путем диф-
ференцировки в хондроциты, остеобласты и адипоциты. 
МСК были генетически модифицированы рекомбинант-
ным лентивирусом, кодирующим родственный фактору 
некроза опухоли апоптоз-индуцирующий лиганд соба-
ки (TRAIL), интерферон β-1 собаки (IFNβ1) и фосфатазу 
с двойной субстратной специфичностью собаки (PTEN). 
Полученную клеточную линию отбирали путем культиви-
рования в  среде с  бластицидином S  (5  мкг/мл) в  тече-
ние 10 дней. Экспрессия генов была подтверждена ПЦР 
в  режиме реального времени. Для того, чтобы оценить 
противоопухолевую активность нативных и  генетически 
модифицированных МСК, 2×105  МСК культивировали 
в  течение 24  часов, затем собирали кондиционирован-
ную среду (КС). Клетки рака толстой кишки человека 
HCT-116  культивировали в  свежей среде RPMI-1640, 
либо в КС от нативных или генетически модифицирован-
ных МСК. Через 48 часов пролиферативная активность 
клеток HCT-116, культивировавшихся в  КС  генетиче-
ски модифицированных МСК, была значительно ниже 
(78,97±9,23%) по  сравнению с  клетками, культивиро-
вавшимися в КС нативных МСК (99,71±4,38%) и в све-
жей среде (100,00±4,36%).

В  дальнейших экспериментах будет проанализиро-
вана противоопухолевая активность полученных МСК 
на модели спонтанного возникновения опухолей у собак 
крупных пород in vivo.

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ 
и Правительства Республики Татарстан в рамках научно-
го проекта № 18-44-160024 и Программы повышения 
конкурентоспособности КФУ.
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Введение. Отсутствует ясность и  понимание меха-
низмов «качественного» и  «некачественного» зажив-
ления Вопросы регенерации и  репарации тканей бази-
руются на  фунндаментальных научных исследованиях 
молекулярной и  клеточной биологии. В  последние годы 
во всем мире стали активно изучать и применять клеточ-
ные технологии для индукции восстановительных про-
цессов. Применение новых технологий может стать наи-
более эффективным методом лечения.

Цель. Изучить механизмы повреждения и  защиты, 
обусловленные БАС в слизистой оболочке желудка и пе-
риферической крови, их  изменения при хирургических 
ранах желудка в эксперименте на разных этапах патоло-
гического процесса.

Материал и методы. Использовали 60 белых крыса 
линии Wistar. Создана модель послеоперационной раны 
желудка. Выполнено 2  серии опытов: с  однократным 
и  двукратным введением аллогенных МСК. Введение 
аллогенных МСК КМ, как и физиологического раствора, 
осуществляли внутрибрюшинно. В первой серии опытов 
клеточный препарат в дозе 3,5 млн. клеток вводили кры-
сам однократно на  3  сутки после операции. Во  второй 
серии опытов аллогенные МСК вводили крысам дважды 
на 3 сутки и на 6 сутки. Контроль– интактным одно- или 
двукратно вводили физиологического раствор.

Результаты и обсуждение. В группе контроля в 40% 
выявлена воспалительная реакция и расхождение швов 
В  серии исследований с  однократным введением МСК 
на 3 сутки воспаление и расхождение шва было в 10% 
животных. В группе животных при двукратном введении 
осложнений не  было. Для оценки цитокинового статуса 
в  сыворотке крови животных определяли содержание 
про- (IL-1β, TNF-α, IFN-γ) и противовоспалительных цито-
кинов (IL-4). Через 24 часа после ушивания операцион-
ной раны в сыворотке крови повышалась концентрация 
провоспалительных цитокинов (IL-1β, TNFα, IFNγ). При 
низком содержании ротивовоспалительного интерлей-
кина (IL-4). После введении аллогенных МСК снижалось 
содержание TNFα, IL-1β и IFNγ и повышался IL-4.

Заключение. Установлена положительная дина-
мика регенераторных процессов в  зоне операционной 
раны под влиянием МСК. Эти процессы связаны с  по-
зитивным иммунорегуляторным действием МСК. После 
введения МСК восстановливается соотношение про- 
и  противовоспалительных цитокинов и  активируется 
морфогенетическая функция иммуноцитов. Отражением 
этих процессов является отсутствие поздних осложне-
ний заживления операционной раны.

Разработка системы визуализации 
экспрессии гена GFAP — 
специфического маркера астроцитов
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Исследование астроглиальных клеток представляет 
большой интерес при изучении процессов нейродегене-
рации и нейропластичности. Клетки астроглии выполня-
ют важные функции в гомеостазе нейронов и регуляции 
синаптической пластичности, влияют на  выброс про-
апоптотических факторов. Для изучения механизмов 
взаимодействия астроглии с нейронами in vitro важным 
условием является получение чистых популяций целе-
вых типов клеток. Несовершенство протоколов диффе-
ренцировки ИПСК приводит к незначительному выходу 
релевантных типов клеток. Решением этой проблемы 
может стать отбор целевых клеток с использованием ин-
тегрированных в геном флуоресцентных репортеров, ко-
торые помогают осуществлять визуализацию экспрес-
сии специфических генов-маркеров. Ранее нами была 
получена линия ИПСК, в  которой репортерный ген RFP 
маркировал экспрессию астроцит-специфичного гена 
GFAP. ОТ-ПЦР анализ выявил наличие РНК-продукта 
гена RFP в дифференцированных производных, однако 
свечение флуоресцентного белка не регистрировалось. 
Вероятно, это связано с  низкой активностью промо-
тора гена GFAP, недостаточной для визуализации све-
чения RFP при помощи флуоресцентной микроскопии 
и  проточной цитометрии. В  настоящей работе прове-
дена оптимизация системы визуализации экспрессии 
целевого гена. В  локус AAVS1  при помощи системы 
CRISPR/Cas9  внесли репортерную конструкцию LoxP-
GFP-LoxP-RFP под контролем конститутивного промото-
ра Pgk1. Непосредственно за  маркерным геном GFAP 
через 2А-пептид помещена последовательность гена 
Cre-рекомбиназы. В  отсутствии активности гена GFAP 
в клетках экспрессируется белок GFP. После активации 
GFAP в  клетках нарабатывается Cre-рекомбиназа, обе-
спечивающая удаление последовательности гена GFP 
вместе со  стоп-кодоном из  генома. В  результате акти-
вируется ген RFP, и  клетки приобретают красное све-
чение. Активность репортерной системы подтверждена 
на клетках линии НЕК293А, в геном которой внесли кон-
струкцию LoxP-GFP-LoxP-RFP. Временная экспрессия 
Cre-рекомбиназы осуществлялась с  плазмиды pCAG-
Cre:GFP (Addgene #13776). Для подтверждения работы 
созданной нами системы визуализации необходима ин-
теграция обоих трансгенов в геном ИПСК и проведение 
направленной дифференцировки. Система позволит вы-
явить наличие астроглиальных производных в смешан-
ной популяции дифференцированных клеток человека.
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Влияние клеток пуповинной 
крови на особенности состояния 
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Анализ вариабельности сердечного ритма (ВСР) по-
зволяет оценить состояние и  общую активность в  ор-
ганизме человека и  животных механизмов регуляции 
физиологических функций и его адаптационных резер-
вов. Цель  — изучить влияние последовательного при-
менения краниоцеребральной гипотермии (КЦГ) и кри-
оконсервированных клеток пуповинной крови (кПК) 
на  показатели ВРС у  крыс линии SHR с  генетически 
детерминированной АГ.

Объект исследования  — 12-месячные крысы 
SHR, которым проводили сеанс КЦГ на  аппарате 
«Флюидокраниотерм ПГВ-02», после чего внутрибрю-
шинно вводили суспензию кПК человека (5×108  кле-
ток/кг). Регестрацию ЭКГ у  животных осуществляли 
на 7 и 30 сутки после проведения КЦГ и введения кПК 
на  электрокардиографе серии «Поли-Спектр» («Нейро-
Софт», Россия) во  2-м  стандартном отведении. 
Спектральный анализ ВСР проводили с  помощью про-
граммы «Поли-Спектр-Ритм».

Показано, что у  крыс SHR отмечаются изменения 
вегетативного баланса, выражающиеся в  низкой син-
хронизации регуляторных составляющих и возрастании 
симпатического звена, что свидетельствует о снижении 
уровня нейрогуморальной регуляции и наличии явлений 
перенапряжения и астенизации в регуляторных отделах 
ЦНС у  животных с  хронической формой АГ. Анализ ха-
рактера изменений ВСР на  7  сутки после применения 
КЦГ и  кПК позволил оценить последовательные воз-
действия как факторы, направленные на  активацию 
адаптационно-компенсаторных процессов со  сбалан-
сированностью ваго-симпатических взаимоотношений 
и  нейрогуморальных факторов регуляции. К  30  суткам 
после воздействий у  крыс с  АГ  отмечалось снижение 
симпатикотонических влияний. Снижение значимости 
нейро-гуморальной составляющей в  регуляции сердеч-
ного ритма сопровождалось сохранением преобладания 
вагусной составляющей (по  соотношению общих зна-
чений и  динамики изменений LF  и  HF). Таким образом, 
возможности адаптационно-компенсаторных реакций 
у  крыс линии SHR после сочетанного применения КЦГ 
и кПК сохраняются на более высоком уровне, чем в груп-
пе контроля без воздействий.

Флуоресцентная визуализации 
реваскуляризации 
трансплантированного сегмента 
трахеи приматов как перспективный 
метод оценки трансплантата

Андрей Леонидович Акопов1, Гарри Вазгенович 
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Циркулярная резекция трахеи при удалении более 50% 
ее длины связана со значительными рисками развития ос-
ложнений и летальности. Путь к решению данной проблемы, 
возможно, лежит в создании тканеиженерной конструкции 
трахеи, которая может быть использована для замещения 
удалённого участка. Основной причиной неудач при транс-
плантациях является потеря каркасной функции и недоста-
точное формирования эпителиальной выстилки на внутрен-
ней поверхности трахеи. Для предупреждения осложнений 
необходимо, как минимум, добиться реваскуляризации 
трансплантированного органа, с  целью чего предложено 
производить предварительную гетеротопическую имплан-
тацию донорского органа в  хорошо васкуляризированные 
ткани реципиента. Обычным визуальным осмотром дока-
зать наличие хорошей реваскуляризации трансплантата 
in vivo не удается. Эту задачу можно решить методом индо-
цианиновой ангиографии, основанной на системном вводе 
в кровоток индоцианина зеленого, с последующим наблюде-
нием зоны интереса в свете инфракрасной флуоресценции.

В  эксперименте использовались донорские трахеи 
двух самцов павиана гамадрила. Децеллюляризацию 
обеих трахей проводили по единому протоколу с исполь-
зованием детергент-энзиматического метода. В  каче-
стве реципиентов выбраны два здоровых павиана гама-
дрила. Проведена имплантация в  участок широчайшей 
мышцы спины двух реципиентов (павианы гамадрилы) 
сегментов трахеи длиной 4 см до и после рецеллюляриза-
ции. Наличие реваскуляризации в трансплантате трахеи 
оценивали через 60 суток после операции с использова-
нием индоцианиновой флуоресцентной ангиографии.

Через 60 суток после имплантации фрагменты трахеи 
обнаружены у  обоих животных, хрящевой каркас макро-
скопически представлялся сохранным, плотно интегриро-
ванным в мышечную ткань, естественного цвета, однако 
мембранозная стенка трахеи и просвет трахеи отсутство-
вали. Методом индоцианиновой флуоресценции у  обоих 
животных удалось визуализировать сосуды трахеи, а так-
же четко различить межхрящевые сосуды и участки хря-
щевых полуколец, лишенные сосудов. Имплантированные 
сегменты практически равномерно васкуляризированы, 
локальных нарушений кровоснабжения не отмечалось.

Имплантация тканеинженерного комплекса трахеи, 
как подвергнутого рецеллюляризации, так и  без нее, 
сопровождается включением трансплантированного 
сегмента трахеи в  кровоток через 60  суток после им-
плантации. Флуоресцентная ангиография является ин-
формативным методом оценки реваскуляризации тра-
хеи приматов без эвтаназии животного.
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Ожоговая травма остается одним из самых тяжелых 
и распространенных видов травм, а ее лечение — слож-
ным и  высоко затратным. Одним из  современных на-
правлений в лечении ожогов стало использование мало 
манипуляционных клеточных технологий, основными 
преимуществами которых является использование толь-
ко аутологичного клеточного материала, без этапов куль-
тивирования, без применения ксеногенных добавок и ис-
кусственных сред.

В  университетской клинике «ПИМУ» Минздрава 
России разработана оригинальная технология лечения 
ожоговых ран на основе использования свежевыделен-
ной клеточной взвеси. Используя метод лазерной про-
точной цитометрии (цитометр FACS CANTO ii) показано, 
что 75–90% клеток взвеси экспрессировали цитокера-
тин, от  7  до  20% были CD90+, CD73+, CD105+ при ми-
нимальном количестве клеток крови (CD45+ до  4–5%). 
Иммуногистохимическое исследование с использовани-
ем антител к  панцитокератину и  виментину после куль-
тивирования взвеси подтвердило ее  клеточный состав. 
Жизнеспособность клеток взвеси — 60–80%.

В  исследование были включены 109  детей 
и 39 взрослых в возрасте с ожогами 2–3 степени (в со-
ответствии с  МКБ-10). Все пациенты или их  законные 
представители дали добровольное информированное 
согласие на участие в исследовании.

Этапы технологии: забор биоптата кожи, фермен-
тативная холодовая обработка и  получение клеточной 
взвеси, трансплантация аутологичных клеток в  сочета-
нии с фибриновым клеем на раневое ложе; у взрослых, 
при больших по  площади поражениях (более 30% п. т.), 
вместе с сетчатым аутотрансплантатом 1:6.

Наблюдение показало, что эпителизация раневой по-
верхности (в том числе и в ячейках трансплантатов) на-
ступала в срок 6–14 дней с момента операции. Пациенты 
не отмечали дополнительного дискомфорта, связанного 
с  локализацией примененной методики, по  сравнению 
с классическими методами аутодермопластики. Не было 
инфекционных осложнений, реакций индивидуальной ги-
перчувствительности, объемного лизиса аутотрансплан-
татов, замедленной эпителизации.

При катамнестическом наблюдении через 6–12 ме-
сяцев не  фиксировали формирования грубых рубцов 
и  функциональных нарушений в  зонах применения ме-
тода. В  результате: сокращено количество перевязок 
под наркозом, уменьшено время нахождения пациентов 
в  стационаре, улучшено качество вновь образованной 
кожи. Технология не  требовала специального оборудо-
вания и может выполняться в любом хирургическом ста-
ционаре после проведения ряда организационных меро-
приятий и кратковременного обучения специалистов.

БМКП для замещения дефектов кожи: 
характеристика и доклиническое 
исследование

Диана Яковлевна Алейник, Марфа Николаевна 
Егорихина, Ирина Николаевна Чарыкова, 
Юлия Павловна Рубцова, Лариса Николаевна 
Соснина, Андрей Александрович Стручков, Петр 
Владимирович Перетягин, Анна Геннадьевна 
Соловьева, Наталья Юрьевна Орлинская

Университетская клиника ФГБОУ ВО «Приволжский 
исследовательский медицинский университет» 
Минздрава России, Нижний Новгород, Россия

daleynik@yandex.ru

Разработан БМКП для замещения дефектов кожи 
на  основе естественных биополимеров и  мезенхималь-
ных стволовых клеток (МСК) жировой ткани человека. 
МСК вводили в состав в процессе формирования БМКП 
и с помощью световой и фазово-контрастной микроско-
пии показали динамику и  равномерное распределение 
их в структуре матрицы. В 1 сутки после формирования 
МСК были округлыми, начиная с  3  суток  — «выбрасы-
вали» отростки и «расправлялись». К 6 дню в структуре 
матрицы была сформирована «клеточная сеть» с  мно-
жеством межклеточных контактов, и БМКП были готовы 
для использования. Все материалы и  конструкты были 
стерильны.

Для характеристики МСК в  структуре БМКП выби-
рали методы, позволяющие оценить их без разрушения 
матрицы, избежать выраженной гибели и  повреждения 
клеток. С  помощью флуоресцентной микроскопии (кра-
сители Lipophilic Tracers-Dio и  Hoecst 3334, цифровой 
имиджер Cytation5) показано сохранение МСК типичной 
морфологии и жизнеспособности. Количественный ана-
лиз (Патент РФ  № 2  675 376) показал пролифератив-
ную активность МСК в структуре конструкта. Изменение 
содержания VEGF-A в ростовой среде (метод ИФА) — вы-
раженную секреторную активность. Для фенотипиро-
вания МСК выделяли из  структуры БМКП с  помощью 
коллагеназы. После выделения фиксировали снижение 
доли клеток CD90+ до  80%. Культивирование выделен-
ных клеток на пластике привело к восстановлению фено-
типа МСК.

Оценивали эффективность БМКП при восстанов-
лении дефекта кожи на  модели полнослойной кожной 
раны крыс с  кольцом. При формировании БМКП в  экс-
периментальных условиях использовали охарактеризо-
ванные МСК жировой ткани крысы. Сформировали три 
группы: 1  — с  полнослойной кожной раной под увлаж-
няющей повязкой; 2  — с  полнослойной кожной раной 
со скаффолдом (матрицей) без клеток; 3 — с полнослой-
ной кожной раной с  БМКП. Состояние ран контролиро-
вали с  помощью планиметрии, видеонаблюдения, дер-
матоскопии, гистологических и иммуногистохимических 
методов. Животных выводили из эксперимента на 7, 14, 
21 и 28 сутки.

Продемонстрирована эффективность применения 
БМКП: отмечено раннее формирование грануляционной 
ткани, ускорение процессов ангиогенеза, образование 
и  организация правильно упорядоченных коллагеновых 
и элластиновых волокон в подлежащей ткани, ускорение 
эпителизации.
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Дедифференцировка не нервных 
клеток — триггер регенерации нервной 
ткани млекопитающих

Мария Анатольевна Александрова

ФГБУН Институт биологии развития 
им. Н.К. Кольцова РАН, Москва, Россия
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Одна из  задач регенеративной медицины  — замена 
потерянных и  поврежденных клеток для нервной тка-
ни решается с  использованием стволовых клеток или 
трансплантацией экзогенных клеток. Сейчас полагают, 
что новый подход, направленный на  репрограммирова-
ние собственных эндогенных клеток может быть эффек-
тивным для регенерации в  нервной ткани. У  взрослых 
млекопитающих терминально дифференцированные 
нейроны не способны к самовосстановлению, в то время 
как глия и другие не нервные клетки со свойствами ла-
тентных прогениторов реагируют на травмы регрессией 
исходной дифференцировки и  даже репрограммирова-
нием или трансдифференцировкой до нового состояния 
дифференциации. К таким клеткам относят, повсемест-
но присутствующие в мозге астроциты, Мюллерову глию 
(МГ) и  клетки пигментного эпителия (ПЭ) в  сетчатке 
и Шванновские клетки (ШК) на периферии. Все они при 
повреждении сходным образом понижают уровень диф-
ференцировки и  пролиферируют, но  достигают разной 
степени регресса. С  фундаментальных позиций важно, 
что в  ходе дедифференцировки клетки находятся в  не-
котором промежуточном состоянии, одновременно экс-
прессируя гены маркеры и  исходной и  последующей 
дифференцировки, что отличает молекулярные меха-
низмы регенерации клетки от  нормального развития. 
В  успешно регенерирующей периферической нервной 
системе ключевым регулятором ответа на травму нерва 
является c-Jun, который активирует гены эпителиаль-
но-мезенхимального перехода и  стволового состояния 
в ШК. Дедифференцированные ШК используют другие 
формы поведения, экспрессируют нейротрофические, 
ростовые факторы и цитокины, отсутствующие во взрос-
лой нервной ткани, что в сумме активирует и поддержи-
вает регенерацию нерва. В ЦНС паренхимные астроциты 
дедифференцируются и  выявляют стволовые свойства, 
клетки МГ  и  ПЭ  в  сетчатке транзиторно экспрессируют 
OCT3/4, NANOG, KLF-4, обнаруживая признаки плюри-
потентности что, вероятно, допускает репрограммирова-
ние в нейроны. Тем не менее, регенерация в ЦНС почти 
не  поддерживается, поэтому новый подход направлен 
на  подбор факторов транскрипции, микроРНК, малых 
молекул, морфогенов и трофических факторов, которые 
усиливают in vivo в дедифференцированных клетках ней-
рогенез и регенерацию.

Работа выполнена в рамках раздела Госзадания ИБР 
РАН 0108-2019-0004.
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Для целого ряда офтальмологических патологий в на-
стоящее время не  существует оптимальных патогене-
тически обусловленных методов лечения, что приводит 
к низкой эффективности терапии. Среди таких патологий 
важное место занимает состояние, именуемое «лим-
бальной недостаточностью» (ЛН).

ЛН  характеризуется утратой возможности нормаль-
ной реэпителизации роговицы, выполняющей защитные 
и оптические функции. Целостность и функции роговицы 
зависят от способности её эпителия к самообновлению 
благодаря делению стволовых клеток, находящихся в ба-
зальной области роговичного лимба. Гибель этих клеток 
при критических повреждениях роговицы в  результате 
заболеваний или травм является причиной развития ЛН. 
При ЛН происходит нарастание на роговицу конъюнкти-
вы, сопровождающееся формированием фиброваску-
лярного паннуса, что приводит к  потере прозрачности 
роговицы и, как следствие, к ухудшению остроты зрения 
(при локальной ЛН) или слепоте (при тотальной ЛН).

Подходы к лечению ЛН зависят от степени ее тяжести 
и  варьируют от  консервативных до  инвазивных в  ком-
плексе с  местной фармакотерапией. В  качестве пер-
спективного метода, позволяющего влиять на ход реэпи-
телизации роговицы при тотальной ЛН, рассматривают 
трансплантацию различных скаффолдов с культивируе-
мыми стволовыми клетками. Успех такого способа реэ-
пителизации роговицы зависит от ряда факторов, среди 
которых ключевыми являются: высокий репаративный 
потенциал используемых клеток, оптимальный субстрат 
для их культивирования, технология трансплантации, ра-
циональная местная фармакотерапия.

В условиях in vitro был проанализирован репаратив-
ный потенциал стволовых клеток роговичного лимба 
(СКРЛ) и слизистой оболочки ротовой полости (СКСОРП) 
человека и кролика. Проведена оценка биосовместимо-
сти этих клеток со  скаффолдами на  основе амниотиче-
ской мембраны (АМ), гелей коллагена I типа и карбокси-
метилцеллюлозы и полилактидных пленок. Исследовано 
влияние на  жизнеспособность клеток применяемых 
в клинической практике глазных капель различных фар-
макологических групп. В  эксперименте in  vivo на  кро-
ликах с  моделью ЛН  было показано, что одноэтапная 
трансплантация СКРЛ на нативной АМ и СКСОРП на де-
целлюляризованной АМ  и  двухэтапная трансплантация 
СКРЛ в коллагеновом геле приводит к нормальной реэ-
пителизации роговицы с сохранением ее прозрачности. 
Для эффективного применения таких трансплантаций 
в клинике необходимо свести к минимуму возможность 



МОСКВА, 20–23 НОЯБРЯ 2019 г. 19

Гены & Клетки  XIV, Приложение, 2019

реализации цитотоксического эффекта сопровождаю-
щей фармакотерапии путем ее правильного подбора.

Оценка специфической 
активности кондиционированной 
среды, полученной в процессе 
дифференцировки МСК человека 
в остеогенном направлении
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Изучение специфической активности секретома ме-
зенхимных стволовых клеток (МСК) может представлять 
как фундаментальный, так и прикладной интерес. Целью 
настоящей работы являлась оценка влияния на  адгези-
онные, пролиферативные и дифференцировочные свой-
ства кондиционированной среды (КС), полученной в про-
цессе культивирования МСК человека, направленных 
в остеогенную дифференцировку.

Клетки линии FetMSC (выделены из  МСК костно-
го мозга эмбриона человека, предоставлены РККП, 
ИНЦ РАН, Санкт-Петербург) культивировали с  исполь-
зованием роботизированной станции Compact Select 
T (Sartorius). Клетки культивировали в  питательной 
среде с  добавлением эмбриональной телячьей сыво-
ротки до  клеточной массы 7×108  клеток, затем инку-
бировали в  остеогенной и  бессывороточной средах. 
После сбора наработанной клетками КС  она была от-
центрифугирована, профильтрована и сконцентрирова-
на. Полученный концентрат (ККС) подвергали диализу, 
высушивали и  растворяли в  бессывороточной среде 
ДМЕМ (Росмедбио, РФ).

Исследовали активность ККС при разведении его 
в  50 (0,66  мг/мл) и  100 (0,33  мг/мл) раз. Влияние 
ККС на адгезионные свойства FetMSC регистрировали 
после окраски цитоскелета клеток родамин-фаллоиди-
ном. Было выявлено усиление степени распластанности 
клеток через 2 ч инкубации по сравнению с контролем — 
в  присутствии 0,33  мг/мл  ККС клетки были распла-
станы в 3 раза больше, 0,66 мг/мл — почти в 4 раза. 
Пролиферативная активность FetMSC через 7  сут. ин-
кубации в присутствии ККС (обеих концентраций) соот-
ветствовала уровню значений в  контроле (MTT-тест). 
Также было выявлено, что в присутствии ККС (0,66 мг/
мл) без добавления остеоиндуктивных факторов МСК 
направляются в  остеогенную дифференцировку. Так, 
с  помощью конфокальной микроскопии было обнару-
жено превышение значений флуоресценции для факто-
ров транскрипции Runx2, Osterix и YAP1 после 14 сут. 
культивирования по сравнению с контролем. Значения 
окраски на  щелочную фосфатазу в  клетках на  7  сут. 
была сравнима, а  на  14  сут.  — значительно превыша-
ла значения, полученные для положительного контроля. 
Уровень накопления ионов кальция в  цитоплазме кле-
ток на  14  сут. культивирования был одинаковым с  по-
ложительным контролем.

Таким образом, экспериментальный образец ККС, по-
лученный в процессе дифференцировки линии МСК че-
ловека в остеогенном направлении, обладает адгезион-
ной, пролиферативной и остеоиндуктивной активностью.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Министерства науки и  высшего образования РФ, 
соглашение № 14.575.21.0164, идентификатор 
RFMEFI57517X0164.
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Трансплантация стволовых и  дифференцирован-
ных клеток в организм человека с целью восстановле-
ния поврежденных тканей нашла широкое применение 
во  многих областях медицины. Однако ограничения, 
связанные с массовой гибелью и низкой выживаемо-
стью клеток при инъекционном введении, поставили 
новые задачи в этой области. Одним из решений стало 
применение клеточных пластов (КП) — многослойных 
конструкций из  клеток и  наработанного ими внекле-
точного матрикса. Клетки в  составе КП  характери-
зуются высокой жизнеспособностью, а  присутствие 
матрикса и заякоренных в нем растворимых факторов 
способствует большей эффективности при использо-
вании в терапии.

Для изучения эффективности мезенхимных стро-
мальных клеток (МСК) для заживления пролежней нами 
была использована мышиная модель пролежневого 
дефекта. Трансплантацию сингенных МСК осуществля-
ли путем микроинъекций в  края раны или аппликацией 
КП  на  ее  поверхность. В  группе сравнения использо-
вали введение кондиционированной среды МСК, со-
держащей растворимые факторы, вырабатываемые 
клетками. Заживление дефекта оценивали по  скорости 
уменьшения площади дефекта на  макрофотографиях 
и по динамике изменения толщины грануляционной тка-
ни (ГТ), а также плотности сосудов и зоны фиброза на 3, 
7, 14 и 21 сутки на срезах ткани.

Трансплантация КП значительно ускорила заживле-
ние дефекта по сравнению с контролем и другими груп-
пами — к 21 дню в группе КП у 100% животных наблю-
далось полное закрытие дефекта. Морфометрический 
анализ гистологических срезов показал, что толщина 
ГТ  в  зоне дефекта значимо увеличена в  группе при-
менения КП  на  7  день наблюдения по  сравнению 
с  остальными группами. Кроме того, трансплантация 
КП  приводит к  ускорению процесса фиброзирования 
ткани  — уже на  14  день наблюдалось активное со-
зревание ГТ  с  образованием рубца, в  то  время как 
в остальных группах процесс был либо слабо выражен 
(суспензия МСК, кондиционированная среда), либо от-
сутствовал (группа без терапии).
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Применение КП  из  МСК продемонстрировало вы-
сокую эффективность в  заживлении пролежневого 
дефекта по  сравнению с  отрицательным контролем 
и применением клеток в суспензии (по скорости закры-
тия дефекта, показателям формирования ГТ  и  рубца), 
что подтверждает перспективность применения КП для 
стимуляции заживлении пролежней, а также дает воз-
можность более детально изучить механизмы, ответ-
ственные за эти процессы.

Исследование выполнено в  рамках государствен-
ного задания МГУ им.  М.В. Ломоносова и  поддержа-
но грантами РФФИ № 17-04-01452  и  Президента 
РФ № МК-1068.2019.7.
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стресса на фенотип и секретом 
моноцит-производных 
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Гипоксические условия оказывают значимое регуля-
торное воздействие на свойства мезенхимальных стро-
мальных клеток (МСК), а  также моноцитпроизводных 
макрофагов (МН/МФ), что может повлиять на результат 
взаимодействия этих клеток.

Цель: изучение влияния гипоксического стресса 
на фенотип и секретом МН/МФ при прямом и паракрин-
ном взаимодействии с МСК in vitro.

Моноциты (МН) выделяли из  фракции мононуклеа-
ров периферической крови человека, а МСК из жировой 
ткани человека и культивировали в стандартных услови-
ях (5% СО2, 37°С). Для оценки функционального статуса 
и активности МН/МФ проводили их со-культивирование 
с МСК. Со-культивирование проводили в течение 6 дней, 
после чего клетки подвергались короткому (24  ч) гипок-
сическому воздействию (1% О2). Фенотип МН  и  МН/
МФ был охарактеризован методом проточной цитометрии 
по  следующим маркерам  — созревание (CD11b), про-
воспалительная активация (CD80, CD86, HLA-DR) и  M2 
(противовоспалительный) фенотип (CD163, CD206). 
Изменение экспрессии генов про- и противовосполитель-
ных цитокинов определяли при помощи полимеразно-цеп-
ной реакции. Паракринный профиль МН/МФ оценивали 
по внутриклеточному содержанию цитокинов с помощью 
твердофазного иммуно-ферментного анализа.

В  присутствии МСК МН/МФ  проявляли признаки 
М2  поляризации, о  чем свидетельствовало увеличение 
экспрессии CD163 и CD206.

Поляризация фенотипа МН/МФ в присутствии МСК, 
как считается, сопровождается сдвигом профиля про-
дукции растворимых медиаторов. Мы  не  обнаружили 
при взаимодействии МН/МФ  с  МСК изменения транс-
крипционной активности IL10, IL12, TNFA. В тоже время, 
отмечено достоверное увеличение транскрипционной 
активности IL6 при паракринном взаимодействии с МСК. 
Гипоксический стресс вызывал достоверное повышение 
экспрессии IL6 в МН/МФ.

Оценка внутриклеточного содержания цитокинов IL-6, 
IL-10, TNF-а в МН/МФ показала многократное увеличе-
ние концентрации IL-6  при взаимодействии с  МСК, что 

подтвердило формирование МН/МФ  фенотипа, обо-
значаемого как МСК-обученные макрофаги. Мы  не  вы-
явили изменение внутриклеточного содержания IL-
10  и  TNF-а  в  МН/МФ. Короткий гипоксический стресс 
не  влиял на  уровень цитокинов IL-6, IL-10, TNFа в  МН/
МФ в монокультуре и при сокультивировании с МСК.

Короткое гипоксическое воздействие не  влияло 
на фенотип макрофагов, а взаимодействие с МСК усили-
вало формирование М2 фенотипа и их функциональную 
активность.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
17-04-00942.
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Возможность использования мезенхимных стволо-
вых клеток (МСК) для клеточной терапии различных за-
болеваний является предметом интенсивных исследо-
ваний. Одним из  способов повышения выживаемости 
трансплантированных клеток является культивирование 
МСК в  виде трехмерных (3D) клеточных агрегатов  — 
сфероидов. Цель настоящей работы  — изучение моле-
кулярно-генетического профиля МСК в  сфероидах (3D 
МСК) и  монослойных МСК (2D МСК), подвергнутых те-
пловому стрессу (45°С, 30  мин.). Исследования прово-
дились на  мезенхимных стволовых клетках эндометрия 
человека (эМСК). Для получения 3D сфероидов, эМСК 
культивировали в  висячих каплях. Методами Real-Time 
PCR и ELISA в 3D эМСК было обнаружено усиление экс-
прессии противовоспалительных и  ангиогенных факто-
ров (TSG-6, HGF, EP2 и VEGF) по сравнению с 2D эМСК. 
Культивирование клеток в  сфероидах приводило к  из-
менению экспрессии генов ремоделирования хроматина 
(SMARCA1, CHD1, KMT2B и др.), генов ЕМТ/МЕТ пере-
ходов (E-cadh, N-cadh, TWIST1 и др.) и повышению уровня 
маркеров плюрипотентности. В 2D и 3D эМСК тепловой 
шок (ТШ) вызывал активацию защитных механизмов 
клеток. Через 3  часа после ТШ  многократно усилива-
лась экспрессия генов белков теплового шока (БТШ) 
HSP40, HSP70  и  HSP90, однако паттерн экспрессии 
БТШ в 3D и 2D эМСК различался. Через 3–6 часов по-
сле ТШ была обнаружена гибель 3D эМСК за счет акти-
вации апоптозных путей: наблюдалось появление annexin 
V+ клеток и активация caspase-3. Жизнеспособность 2D 
эМСК не  отличалась от  контрольного уровня, однако 
в  течение нескольких суток после ТШ  проявились при-
знаки стресс–индуцированного преждевременного ста-
рения (SIPS): арест клеточного цикла, усиление экспрес-
сии p21, изменение клеточной морфологии и появление 
β-галактозидазной активности. Результаты наших иссле-
дований выявили различия в паттерне экспрессии генов, 
составе секретируемых факторов, а  также реализации 
стресс-активируемых защитных механизмов в  2D и  3D 
эМСК. При одинаковом тепловом воздействии 3D эМСК 
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подвергаются апоптозу, а 2D эМСК проявляют признаки 
SIPS. Высокий терапевтический потенциал 3D эМСК, ве-
роятно, обеспечен усиленной экспрессией противовос-
палительных и  ангиогенных факторов и  эффективным 
ответом на стрессовые воздействия.

Работа была поддержана Российским научным фон-
дом (проект 19-14-00108) и  программой научных ис-
следований президиума РАН «Фундаментальные иссле-
дования для биомедицинских технологий».
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ганглиев неонатальных поросят
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Криоконсервирование культур клеток, полученных 
из  спинальных ганглиев (СГ), является актуальным для 
биомедицинских исследований и  фармакологии. СГ  со-
держат мультипотентные клетки-производные нервно-
го гребня, способные дифференцироваться в  нейроны 
и  субпопуляцию глиальных клеток, что открывает воз-
можность их использования в регенеративной медицине. 
Сегодня один из наиболее часто применяемых криопро-
текторов  — диметилсульфоксид (ДМСО), однако в  лите-
ратуре накапливаются данные о  высокой токсичности 
10% ДМСО в  составе криосред, разрабатываемых для 
терапевтического использования.

Цель работы  — исследовать влияние концентрации 
ДМСО в составе криозащитной среды на клеточный со-
став и жизнеспособность культуры клеток СГ неонаталь-
ных поросят.

Суспензию клеток СГ  1-дневных поросят получали 
по  методу de  Luca и  соавт. и  культивировали в  среде 
α-МЕМ с  10% фетальной телячьей сыворотки (ФТС) 
и антибиотиками при 37°С в атмосфере с 5% СО2. Для 
криоконсервирования использовали среды на  основе 
α-МЕМ и 25% ФТС, содержащие ДМСО в концентрациях 
5, 7,5 и 10%. Криоконсервирование проводили по трех-
этапной программе замораживания с начальной скоро-
стью 0,5°С/мин. до  –20°С, далее со  скоростью 1°С/
мин. до  –80°С  с  последующим погружением в  жидкий 
азот. Контроль — интактная культура.

Установлено, что культура клеток СГ  неонатальных 
поросят гетерогенна по  составу. Она содержит тела 
чувствительных нейронов и  нейроглиальные клетки. 
Нейроглия была представлена 3 морфологическими ти-
пами клеток: крупными распластанными мультиполярны-
ми клетками, мелкими веретеновидными клетками с дву-
мя небольшими отростками, полигональными клетками 
с удлиненными отростками. Было установлено, что крио-
консервирование культуры клеток в среде, содержащей 
7,5% ДМСО, сохраняет все вышеописанные морфологи-
ческие типы клеток, а также позволяет получить до 90% 
жизнеспособных клеток после отогрева. Использование 
ДМСО в  концентрациях 5  или 10% менее предпочти-
тельно, поскольку тогда данный показатель не  превы-
шает 83%. Концентрация ДМСО в криозащитной среде 
не оказывала влияния на скорость формирования моно-
слоя после размораживания образцов

Таким образом, для криоконсервирования культуры 
клеток СГ  неонатальных поросят оптимально исполь-
зование 7,5% ДМСО, так как это позволяет сохранить 
жизнеспособность и  морфологические характеристики 
культуры на уровне, близком к интактной. Все вышеска-
занное позволяет рекомендовать данный состав среды 
для низкотемпературного консервирования культур кле-
ток, полученных из нервных ганглиев.

Нарушение постнатального 
органогенеза сердца после 
неонатальной непереносимости 
лактозы

Ольга Владимировна Анацкая1, Андрей 
Леонидович Рунов1, Максим Сергеевич Вонский1, 
Марианна Викторовна Харченко1, Сергей 
Владимирович Пономарцев1, Артем Уристемович 
Елмуратов2, Александр Евгеньевич Виноградов1
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Многочисленные статистические и  эксперименталь-
ные данные свидетельствуют о том, что воспалительные 
процессы и  задержка роста в  раннем детстве повыша-
ют риск возникновения сердечно-сосудистых заболева-
ний (ССЗ) десятилетия спустя. Одной из  частых причин 
подобных симптомов в  детском возрасте является не-
переносимость лактозы (НЛ), приводящая к  дисбиозу, 
воспалению, ацидозу, окислительному стрессу, гибели 
недифференцированных клеток и ускоренному старению. 
В связи с этим, мы предположили, что НЛ новорожден-
ных может быть одной из причин длительной дисфункции 
сердца. Чтобы проверить эту гипотезу, мы разработали 
модель неонатальной НЛ у крыс. Заболевание вызывали 
перегрузкой фермента лактазы диетой с  повышенным 
содержанием лактозы с  10  по  21  дни после рождения. 
Доза дополнительной лактозы в диете соответствовала 
возрастному фактору безопасности фермента лактазы. 
Материал для исследования получали от  21  дневных 
животных и от животных в возрасте 16-ти недель. Диета 
вызвала заметное и  длительное снижение массы тела, 
атрофию сердца, гипертрофию почек, печени и  под-
желудочной железы. Эхокардиография выявила долго-
временное утолщение межжелудочковой перегородки, 
уменьшение фракции укорочения левого желудочка 
(ЛЖ) и  увеличение диастолического диаметра ЛЖ, что 
указывает на  развитие кардиомиопатии смешанного 
типа и  нарушение постнатального органогенеза серд-
ца. Цитофотометрия и  анализ изображений кардиоми-
оцитов показали договременную деформацию клеток, 
избыточную полиплоидию, нестабильность хромосом 
и  деформацию ядер. Количественная ОТ-ПЦР, транс-
криптомный анализ и иммунофлуоресценция обнаружи-
ли активацию фетальных маркеров TGF-β2 и MYH 7 и по-
давление маркеров дифференцировки EGR1  и  MYH6. 
Оценка уровней мРНК генов, которые являются мише-
нями этих регуляторов, подтвердила скоординированную 
активацию сетей эмбиональности и  подавление сетей 
дифференцировки. В целом, наши результаты являются 
первым свидетельством того, что НЛ новорожденных мо-
жет вызывать длительное ухудшение работы миокарда, 
ремоделирование кардиомиоцитов и  активацию в  них 
программ эмбриональности. Таким образом, ЛМ можно 
рассматривать как новый, скрытый фактор онтогенети-
ческого программирования ССЗ.
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По недавней оценке ВОЗ, в мире насчитывается при-
близительно 23 миллиона людей, которые потеряли зре-
ние из-за патологии роговицы. Наиболее эффективным 
методом лечения является кератопластика. Однако не-
хватка донорского материала и наличие ряда патологий 
делающих классическую кератопластику малоэффек-
тивной в виду осложнений со стороны иммунной систе-
мы является актуальной проблемой.

Одним из возможных вариантов решения данной про-
блемы является разработка биосовместимого материа-
ла, с минимальной иммуногенностью, проницаемого для 
клеток и обладающего необходимой степенью прозрач-
ности и биомеханики.

Ранее, мы  показали в  экспериментах in  vivo приме-
нение разработанных нами коллагеновых мембран, им-
плантируемых в  толщу роговицы. Материал оставался 
прозрачным на протяжении всего хода эксперимента, от-
сутствовали воспалительные и иммунные реакции.

Однако ввиду конструкционных особенностей дан-
ные мембраны затруднительно использовать в качестве 
полноценной замены роговицы или структурного участ-
ка её ткани. Поэтому, используя биополмерный матрикс 
на  основе коллагена Viscoll, мы  создали прочные, про-
зрачные, стерильные коллагеновые гидогели фиксиро-
ванной толщины, которые могут быть использованы в ка-
честве стромального эквивалента роговицы.

Проведенные нами исследования в  in  vivo модели 
глубокой послойной передней кератопластики (DALK) 
на глазах кроликов продемонстрировали принципиальную 
возможность решения проблемы создания полнофункцио-
нального искусственного аналога стромы роговицы. А со-
вмещение разработанного нами стромального эквивален-
та с  современными клеточными технологиями позволит 
приблизится к созданию полноценного аналога роговицы.

Результатом такого совмещения станет новый био-
медицинский клеточный продукт, который позволит ле-
чить ряд патологий роговицы и будет лучшей альтернати-
вой применению донорских тканей.

Внеклеточный матрикс 
мультипотентных мезенхимальных 
стромальных клеток: особенности 
продукции и регуляции при 
«физиологической» гипоксии
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Людмила Борисовна Буравкова1, 2
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Факторы клеточного микроокружения, такие как низ-
кий уровень О2, играют важную роль в  модификации 
клеток, в том числе и в метаболизме внеклеточного ма-
трикса (ВКМ). Несмотря на то, что интерес к эффектам 
депривации О2  на  мультипотентные мезенхимальные 
стромальные клетки (МСК) постоянно увеличивается, 
данных относительно модификации матрикса МСК при 
гипоксии, практически нет. При этом данные, полученные 
на других клетках стромального дифферона, указывают 
на принципиальное значение концентрации О2 в форми-
ровании ВКМ.

Сравнительный анализ показал, что МСК, постоянно 
культивируемые в  условиях «физиологической» гипок-
сии (5%) и  при нормоксии (20%), продуцируют хорошо 
развитый ВКМ, практически не  различающийся по  со-
держанию коллагеновых и  неколлагеновых компонен-
тов. Иммуноцитохимически идентифицированы мажор-
ные молекулы этих компартментов  — коллаген I  типа 
и фибронектин.

Полногеномный скрининг дифференциальной экс-
прессии матрикс-ассоциированных генов в  МСК при 
5  и  20% выявил изменения в  транскрипции ряда ге-
нов, кодирующих белки основного («core») матрисома: 
коллагеновых белков, гликопротеинов, протеогликанов, 
и  матрисом-ассоциированных белков: протеаз и  ВКМ-
ассоциированных молекул. При «физиологической « 
гипоксии (5% О2) выявлено снижение экспреcсии генов 
коллагенов базальных мембран (COL: 4A1, 5A1, 5A2), 
структурных белков COL: 1A1, 1A2, 3A1, ELN), глико-
протеинов — FN, FNDC1, протеогликанов — ACAN, BGN, 
MGP. В  то  же  время была увеличена экспрессия генов 
металлопротеаз MMP2, MMP3, ADAM23  и  подавлена 
транскрипция их ингибиторов (TIMP3, CRIM1, CST6).

Согласно базе HypoxiaDB для более чем половины 
генов «core» матрисома и почти всех матрисом-ассоци-
ированных генов верифицированы гипоксия-зависимые 
механизмы регуляции. Верификация с помощью ОТ-ПЦР 
подтвердила данные полногеномного скрининга.

Полученные результаты показывают, что в  условиях 
«физиологической» гипоксии МСК накапливают вне-
клеточный матрикс также эффективно, как в  стандарт-
ных условиях культивирования при 20% О2. Обнаружен 
сдвиг профиля транскрипции ВКМ-ассоциированных 
молекул: снижение активности генов, ответственных 
за продукцию матрикса, и повышение активности генов 
ферментов, его деградирующих; снижение экспрессии 
генов интегринов, которые «заякоривают» клетки к  ма-
триксу, дает основание предположить, что в  случае по-
вреждения МСК окажутся более «подготовленными» 
к реализации репаративных свойств, таких как миграция 
и пролиферация.

Работа выполнена при поддержке Программы 
Президиума РАН № 43П.
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Наряду с оксидом азота (NO) и оксидом углерода (CO), 
сероводород (H2S) является важнейшим вторичным мес-
сенджером газообразной природы. В  организме чело-
века H2S участвует в противовоспалительных реакциях, 
а также обладает цитопротекторным действием.

Считается, что инфракрасное излучение действует 
на  эукариотические клетки главным образом через ци-
тохром С  оксидазу митохондрий, и  при высоких дозах 
может приводить к гибели клеток. Поскольку H2S также 
оказывает влияние на  митохондрии и  при высоких кон-
центрациях ингибирует цитохром С  оксидазу, представ-
ляло интерес выяснить, способен ли  H2S модифициро-
вать эффекты лазерного облучения.

В  ходе работы мы  облучали мезенхимальные ство-
ловые клетки (МСК) и  меланому Mel IL  лазерным све-
том с  длиной волны 835  нм  в  двух дозовых режимах: 
90  кДж/м2  и  540  кДж/м2. В  качестве донора H2S ис-
пользовался NaHS. В одну часть образцов клеток NaHS 
вводился перед облучением, в другую — сразу после об-
лучения до  конечной концентрации 10, 20  и  50  мкМ. 
Присутствие NaHS в  концентрациях 10, 20  и  50  мкМ 
значительно и дозозависимо ослабляло негативный эф-
фект излучения.

Таким образом, H2S оказывает эффект на  внутри-
клеточные процессы, происходящие после облучения, 
поскольку его действие сохраняется при добавлении до-
нора H2S через несколько часов после облучения. В ряде 
публикаций было показано антиоксидантное действие 
сероводорода. По некоторым данным, высокие дозы ла-
зерного облучения увеличивают в митохондриях концен-
трацию супероксидных анион-радикалов, что приводит 
к цитотоксическим эффектам. Можно поэтому предполо-
жить, что защитное действие H2S при облучении связано 
с его антиоксидантной функцией.

Работа финансировалась за  счет проекта РНФ 
№ 18-14-00300.

Клеточная терапия хронических 
стенозов гортани и трахеи 
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Введение. Стенозы гортани и  трахеи (СГТ) пред-
ставляют собой анатомическое сужение дыхательных 
путей, приводящее к  дыхательной недостаточности. 
Основной причиной приобретённых стенозов являются 
травмы, полученные в ходе медицинских вмешательств. 
Повреждение слизистой оболочки инициирует местное 
воспаление, приводит к нарушению эпителизации, реци-
дивирующему формированию грануляционно-рубцовой 
ткани и хронизации патологического процесса. При этом 
подавление местного воспаления для восстановления 
тканевого гомеостаза и  барьера слизистой оболочки 
является ключевой задачей. Известно, что мезенхималь-
ные стволовые клетки (МСК) проявляют широкий спектр 
иммуномодулирующей активности и могут быть эффек-
тивны в клеточной терапии ХСГТ.

Цель исследований: оценить безопасность, перено-
симость и клиническую эффективность клеточной тера-
пии ХСГТ с  использованием аутологичных МСК обоня-
тельной выстилки (ОВ)

Материалы и  методы. В  клинические испыта-
ния включено 7  пациентов с  диагнозом ХСГТ (J38.6, 
J95.5 по МКБ-10) без нарушения целостности хрящевого 
каркаса (NCT03130374 в clinicaltrials.gov). Биомассу ау-
тологичных МСК ОВ накапливали на 3–6 пассажах, кон-
тролировали подлинность (CD73+CD90+CD105+CD31–

Lin–CD45–HLA-DR–), стерильность. Вводили 10 млн МСК 
ОВ  на  1  см2 слизистой оболочки в  дополнение к  стан-
дартному хирургическому лечению.

Результаты. Медианное число госпитализаций па-
циентов до  проведения клеточной терапии составило 
4. Спустя 5–7  суток после стандартного хирургическо-
го лечения отмечался отек слизистой, происходил рост 
грануляционной ткани, выявлялась фибриновая пленка. 
Выраженное разрастание соединительной ткани тре-
бовало повторных хирургических вмешательств спустя 
2–3 месяца. После локального одно- (n=5) или двукрат-
ного (n=2) введения МСК ОВ  побочные местные и  си-
стемные явления отсутствовали. Переносимость и  без-
опасность метода клеточной терапии определена как 
хорошая. Через 2–3  месяца после клеточной терапии 
не выявлено признаков рестенозирования: роста грану-
ляционной ткани, образования рубцов, сужения просве-
та дыхательных путей. Спустя 1–2 года после клеточной 
терапии все пациенты наблюдаются амбулаторно без 
признаков нарастающей дыхательной недостаточности 
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и  рестенозирования. Отмечено улучшение показателей 
функции внешнего дыхания и повышение толерантности 
к физической нагрузке.

Заключение. Клеточная терапия ХСГТ с применени-
ем аутологичных МСК ОВ безопасна, хорошо переноси-
ма, предотвращает рестенозирование и может быть ис-
пользована в комплексном лечении заболевания.

Экстрасинаптические NMDA рецепторы 
регулируют процесс созревания 
дофаминергических нейронов 
человека

Станислав Анатольевич Антонов, 
Екатерина Вячеславовна Новосадова, 
Игорь Анатольевич Гривенников

Институт молекулярной генетики РАН, Москва, 
Россия

vamore@inbox.ru

Получение дофаминергических (ДА) нейронов путем 
направленной дифференцировки индуцированых плю-
рипотентных стволовых клеток (ИПСК) человека откры-
вает уникальные возможности для изучения патогенеза 
болезни Паркинсона in vitro. В настоящее время, созре-
вание пост-митотических нейронов человека рассматри-
вается как длительный автономный процесс, зависящий, 
главным образом, от времени дифференцировки. В этой 
связи, изучение механизмов, координирующих созрева-
ние ДА нейронов является актуальной задачей, и может 
способствовать увеличению эффективности существую-
щих методов нейрональной дифференцировки ИПСК.

NMDA рецепторы (NMDA-R) являются доминантным 
типом ионотропных глутаматных рецепторов в развиваю-
щейся нервной системе, и вовлечены в управление процес-
сом дифференцировки многих типов нейронов. В данной 
работе с  помощью иммунофлуоресцентного окрашива-
ния было обнаружено, что субъединицы Glun1  и  Glun2A 
NMDA-R  экспрессируются в  сомах и  проксимальных 
участках нейритов иммунопозитивных к  тирозингидрок-
силазе (TH+) ДА нейронов, получаемых из различных ли-
ний ИПСК. Ранее нами было показано, что в ДА нейронах 
на  15–30  день дифференцировки in  vitro NMDA-R  яв-
ляются функциональными, поскольку их  активация при-
водит к  возникновению транзиторного низкоамплитуд-
ного увеличения внутриклеточной концентрации Ca2+. 
Ультраструктурный анализ ДА нейронов на данном этапе 
дифференцировки не выявил наличия синаптических кон-
тактов, что свидетельствует об  экстрасинаптической ло-
кализации NMDA-R в изучаемых клетках.

Установлено, что ДА  нейроны, дифференцирую-
щиеся в  среде, содержащей селективный антагонист 
NMDA-R  MK-801  в  концентрации 10  µM, имеют выра-
женные морфологические отличия от  контроля. Размер 
сомы (67,7±26,2  µm2) в  TH+ клетках был достовер-
но ниже по  сравнению с  контрольными значениями 
(121,9±46,2 µm2). Кроме того, в присутствии MK-801 на-
блюдалась тенденция к уменьшению числа бифуркаций 
нейритов (2±2) по сравнению с контролем (4±2).

Полученные данные свидетельствуют об участии экс-
трасинаптических NMDA-R в регуляции роста ДА нейро-
нов человека при их  дифференцировке. Это позволяет 
предпологать, что модуляция NMDA-R  может являться 
потенциальным инструментом для управления процес-
сом созревания ДА нейронов in vitro.

Работа выполнена при поддержке РФФИ (проект 
№ 17-04-01661).
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Модифицирование RGD пептидами полимерных со-
судистых протезов может обеспечить стимулирование 
ранней и качественной его эндотелизации.

Цель исследования — определить оптимальный ва-
риант модифицирования RGD-пептидами поверхности 
сосудистых графтов на  основе полигидроксибутирата/
валерата (PHBV) и поликапролактона (PCL).

Материалы и  методы. Графты PHBV/PCL диаме-
тром 1,5  мм  изготовлены методом электроспининга 
и  модифицированы аминами 1,6-гексаметилендиа-
мин (А1) или 4,7,10-trioxa-1,13-tridecanediamine (A2) 
и  пептидами: RGDK (P1), AhRGD (P2), циклический 
пептид c[RGDFK] (P3) в  течение 10, 30  или 60  мин. 
Архитектоника поверхности графтов изучена методом 
сканирующей электронной микроскопии. Проведены 
физико-механические испытания графтов, анализ гемо-
совместимости, биосовместимости in  vitro с  использо-
ванием колониеформирующих эндотелиальных клеток 
(CFECs). Проходимость графтов с  RGD, имплантирован-
ных в сосудистое русло крыс на 1 и 3 месяца, оценивали 
методом УЗИ. Качество эндотелизации внутренней по-
верхности эксплантированных образцов графтов и фор-
мирование других элементов новообразованной сосу-
дистой ткани осуществляли методами гистологического 
и иммунофлуоресцентного исследований.

Результаты. Оптимальное время аминолиза граф-
тов, существенно не  менявшее структуру и  физико-ме-
ханические свойства сополимерного каркаса, состави-
ло 60  мин.  — для А1  и  30  мин.  — для А2. Наибольшая 
степень деформации тромбоцитов отмечена на  поверх-
ности графтов А1Р2  и  А1Р3. Максимальная адгезия 
и  жизнеспособность CFECs выявлена на  поверхности 
A2P3. Ускорение процессов эндотелизации внутренней 
поверхности графтов и  сохранение эндотелиального 
монослоя спустя 3  месяца имплантации имело место 
в  100% графтов А2Р1  и  А2Р3. В  стенке данных граф-
тов наблюдалась лучшая регенерация сосудистой ткани 
и меньшая склонность к кальцификации.

Выводы. Оптимальные варианты модифицирова-
ния RGD-пептидами поверхности сосудистых граф-
тов PHBV/PCL  — использование пептидов RGDK 
и  c[RGDFK], иммобилизованных через длинный линкер 
4,7,10-trioxa-1,13-tridecanediamine.
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Большое количество осложнений в результате прове-
дения операций каротидной эндартерэктомии с исполь-
зованием сосудистых заплат делает необходимым раз-
работку новых биосовместимых материалов, подходящих 
для реконструкции сосудистой стенки. Перспективным 
подходом — использование комбинации биодеградируе-
мого полимера и биоактивных молекул, стимулирующих 
регенерацию сосудистой ткани.

Цель исследования — оценить эффективность при-
менения биодеградируемого матрикса на  основе поли-
капролактона (PCL), содержащего сосудистый эндоте-
лиальный фактор роста (VEGF), в  качестве сосудистых 
заплат для артериальной реконструкции.

Материалы и  методы. Сосудистые заплаты изго-
тавливали методом эмульсионного электроспиннинга 
на  установке Nanon-01A (MECC) из  смеси (20:1) 14% 
(w/v) раствора PCL в трихлорметане и раствора реком-
бинантного VEGF крысы в  физиологическом растворе 
(10  мкг/мл). Немодифицированные сосудистые за-
платы изготавливали из  чистого раствора 14% (w/v) 
PCL в  хлороформе при параметрах, описанных выше. 
В  качестве группы сравнения использовали коммерче-
ские сосудистые заплаты из  бычьего ксеноперикарда 
(КемПериплас-Нео, ЗАО НеоКор), используемые при 
проведении каротидной эндартерэктомии.

Результаты. Коммерческие заплаты из  ксенопери-
карда обладали лучшими механическими свойствами 
по  сравнению с  заплатами PCL/VEGF, однако после 
имплантации в  аорту крыс они в  значительной степени 
подвергались структурной дегенерации. Заплаты PCL/
VEGF сохраняли свою целостность при длительном сроке 
имплантации. Высокая пористость биодеградируемого 
материала способствовала его эффективному заселе-
нию клетками, а VEGF обеспечивал привлечение эндоте-
лиальных клеток на  внутреннюю поверхность и  поддер-
жание жизнеспособности клеток в  толще заплаты, что, 
в  свою очередь, стимулировало формирование новой 
сосудистой ткани.

Выводы. Биодеградируемый матрикс на основе PCL/
VEGF, полученный методом электроспиннинга, имеет 
значительные перспективы применения в качестве сосу-
дистых заплат для артериальной реконструкции, так как 
стимулирует формирование элементов кровеносного со-
суда и восстановление поврежденной сосудистой стенки.

Наноструктурированные скаффолды 
для направленного роста 
нейрональных клеток

Ольга Юрьевна Антонова, Ольга Юрьевна 
Кочеткова, Андрей Юрьевич Михеев

Институт теоретической и экспериментальной 
биофизики, Пущино, Россия

ol_antonova@mail.ru

В настоящее время отсутствуют подходы для контро-
лируемой направленной регенерации нервов и реиннер-
вации органов и  тканей, поэтому поиск новых перспек-
тивных методов регенерации нервных волокон является 
актуальным. При разработке тканеинженерных конструк-
ций все больше внимание исследователей привлекает 
физические аспекты поверхности, поскольку показано, 
топография поверхности влияет на  жизнеспособность, 
рост и функциональную активность нейронов.

Данная работа направлена на разработку трехмер-
ных нанотопографических скаффолдов, обеспечиваю-
щих ускоренный направленный рост отростков нерв-
ных клеток.

В настоящее время малоизучен рост клеток на скаф-
фолдах с  размером волокон менее 200  нм, основные 
исследования были сосредоточены в  этом направле-
нии. Методом электроспиннига получены подложки 
на  основе нейлона-4,6  со  средним диаметром волокон 
15–20  нм  и  160  нм  с  рандомно-структурированными 
и  строго ориентированными волокнами. Данные скаф-
фолды, показали высокую биосовместимость с нервны-
ми клетками (нейробластомы человека IMR-32) и неза-
висимо от  ультраструктуры повышали пролиферацию 
клеток по сравнению с контролем. Показано, что рандом-
но-ориентированные нановолокна не  инициируют рост 
нейритов нейронов гиппокампа крыс в  доминирующем 
направлении. В то время как ориентированные волокна 
оказывают сильное влияние на  морфологию нейронов. 
Морфометрический анализ позволил количественно 
определить ориентацию нейритов в наноструктурирован-
ных скаффолдах и подтвердить индуцированную тополо-
гией поверхности направленность растущих отростков. 
Визуализация Z-стека выявила рост нейритов между во-
локнами. В отличие от контроля (стекло, покрытие поли-
D-лизином) нейроны культивированные нановолокнах
имели длинные нейриты и образовывали развитие ней-
ронные сети. Полученные скаффолды, на основе волокон 
нейлона 4/6, способствовали значительной элонгации
отростков и поляризованности клеток в целом.

Таким образом, наноархитектура и адгезивные свой-
ства, полученных скаффолдов делает их  привлекатель-
ными для дальнейшей разработки тканеинженерных 
конструкций.

«Исследование выполнено за  счет гранта 
Российского научного фонда (проект № 19-74-10097)».
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Мужское бесплодие, проявляющееся нарушениями 
сперматогенеза, является серьезной социальной и  ме-
дицинской проблемой. Значительная часть случаев муж-
ского бесплодия является идиопатическими, для которых 
эффективное лечение отсутствует, поэтому поиск воз-
можных механизмов нарушений сперматогенеза и  раз-
работка новых подходов к  восстановлению фертильно-
сти являются актуальными. Так как жизнеспособность 
и функция сперматогониальных стволовых клеток (ССК), 
дающих начало сперматозоидам, регулируется спец-
ифическим микроокружением, или нишей стволовой 
клетки, нарушение функции ниши может являться при-
чиной бесплодия. При этом, многие поврежденные ниши 
стволовой клетки способны к  восстановлению. Важный 
вклад в этот процесс могут вносить стромальные клетки, 
в  частности, мезенхимные стромальные клетки (МСК). 
Так, продемонстрировано участие МСК в  восстановле-
нии некоторых ниш стволовой клетки, в  особенности, 
за  счет секреции этими клетками спектра биоактивных 
факторов. Ранее нами было показано, что при экзоген-
ном введении самих МСК или компонентов их секретома 
в ткани яичка происходит восстановление поврежденной 
в эксперименте ниши ССК. Однако, локализация и проис-
хождение МСК в сперматогенной нише и, следовательно, 
возможность мобилизации пула МСК при повреждении 
остаются неизученными.

В  последнее время новые методы исследования 
клеточного состава тканей на уровне одиночных клеток 
позволили установить различные субпопуляции клеток 
с  определенным транскриптомным профилем, в  том 
числе в  тканях яичка. Поэтому целью данной работы 
являлось выявление среди стромальных клеток яичка 
субпопуляций, схожих по  транскриптому с  МСК, выде-
ленных из других тканей, с целью установки их локализа-
ции и  принадлежности к  известным популяциям клеток 
ниши ССК с  помощью биоинформатического анализа. 
Для этого использовали массивы данных секвенирова-
ния одиночных клеток жировой ткани человека, а также 
образцов ткани яичка, полученных от здоровых доноров. 
Анализ кластеров проводили по транскриптам генов, об-
наруженных в обоих массивах данных. Обнаружено, что 
кластеры, обогащенные генами, оверэкспрессируемы-
ми в МСК, наиболее близки к кластерам, обогащенными 
генами, присущими клеткам Лейдига и  перицитам. При 
этом, данные группы отдалены от  кластеров, в  которых 
оверэкспрессируются гены сперматогенного эпителия.

Работа поддержана грантом РНФ № 19-75-30007.
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Целью исследования было создание скаффолда 
щитовидного (гиалинового) хряща с  применением трёх-
мерной экструзионной биопечати с механической систе-
мой подачи материала.

Материалы и методы. Для создания скаффолда был 
использован 3D-биопринтер Rokit Invivo (Южная Корея) 
с  ПО  версии 1.68. Слайсинг модели проводился в  про-
грамме NewCreatorK версии 1.57.63. В  качестве ос-
новного материала использовали ателоколлаген свиньи 
I типа (ООО «Имтек», Россия), который смешивали с бу-
фером и средой в соотношении 3:1, обеспечивающих за-
пуск полимеризации по ходу печати. В качестве опорного 
(жертвенного) материала использовали желатин с  кон-
центрацией 12%, обеспечивающей состояние геля при 
комнатной температуре. Подача материала осуществля-
лась через иглы 21G. Параметры печати: высота слоя — 
386 мкм, скорость печати — 5 мм/с, выход материала — 
150%, плотность заполнения — 60%.

Результаты. Для создания модели щитовидного 
хряща были использованы снимки в  формате DICOM. 
Обработку модели и ее модификацию для печати двумя 
материалами проводили посредством FreeCAD версии 
0.17. После получения модели в формате сетки (mesh), 
она была переведена в  твердое тело и  вручную вы-
ровнена по  основанию. Поскольку полученная модель 
гортани имеет сложную геометрию, её  печать без ис-
пользования опоры была невозможна. Опора являлась 
своеобразным временным фундаментом для печата-
емого изделия и  таким образом каждый следующий 
слой ложился на  предыдущий, что позволяло модели 
не  потерять необходимую форму. Для оптимизации 
процесса печати (время печати, количества материа-
ла) часть скаффолда из желатина располагали только 
в местах, где коллаген не имел точки опоры (предыду-
щий слой коллагена или печатный столик). Таким обра-
зом общий контур опоры из желатина и основной части 
скаффолда из  коллагена был идентичен. После окон-
чания печати конструкцию помещали в CO2-инкубатор 
и  в  результате повышения температуры и  изменения 
pH (за счет наличия среды) опорный материал удалял-
ся, а коллаген стабилизировался.

Выводы. В результате проведенного исследования 
был получен скаффолд щитовидного хряща гортани 
человека в масштабе 50% удовлетворительного каче-
ства, сохранявший форму после 24 часовой инкубации 
при 37°С.
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Цель исследования — изучить в экспериментальных 
условиях эффективность применения метода струйной 
кислородо-сорбционной обработки (СКСО) на  регенера-
цию мягких тканей.

Материалы и  методы. Исследование проведено 
на  150  белых крысах линии Wistar в  5  группах: 4  кон-
трольных и 1 опытной. Для изучения регенерации у жи-
вотных под наркозом препаратом «Золетил-100» в асеп-
тических условиях в  области холки моделировали раны 
мягких тканей путем иссечения по шаблону кожи и под-
кожной клетчатки с  поверхностной фасцией. В  1  кон-
трольной группе лечение не проводилось. Во 2 и 3 кон-
трольных группах раны обрабатывались струей воздуха 
и  кислорода, соответственно; в  4  контрольной  — на  де-
фект наносился сорбент, в 1 опытной группе — проводи-
лась СКСО, которая осуществлялась при помощи специ-
ального устройства с  расстояния 10–15  см  под углом 
30–45о. Изучение эффективности СКСО проводили 
с  использованием объективных, планиметрических, ги-
стологических, гистохимических и статистических мето-
дов исследований.

Результаты исследования. При анализе местных 
признаков воспаления было выявлено, что обработка 
ран струей кислорода практически не  давала преиму-
ществ по  сравнению с  обработкой воздухом. Наиболее 
выраженные изменения были зафиксированы при нане-
сении сорбента и применении СКСО — ускорение купиро-
вания изучаемых симптомов в 1,1–1,3 и в 1,2–1,5 раза, 
соответственно, по сравнению с 1 контрольной группой. 
Средняя площадь ран была минимальна в  1  опытной 
группе и составила на 3, 5, 7 и 10 сутки 42,7%, 74,0%, 
90,3% и 99,5%, соответственно, по сравнению с исход-
ными данными. Во  всех группах отмечался рост сред-
ней оптической плотности РНК с  максимальными зна-
чениями в  1  основной группе, где он  достигал к  7  сут. 
0,34±0,02  усл. ед. Средняя оптическая плотность SH-
групп к 7 сут. была наиболее выраженной в 4 контроль-
ной и  1  основной группах, к  10-м  суткам наблюдалось 
ее нивелирование в 1 основной группе.

Таким образом, применение СКСО приводило к наи-
более быстрому купированию симптомов воспаления 
по сравнению с 1 контрольной группой — в 1,2–1,5 раза; 
максимальному сокращению средней площади ран  — 
до 99,5% к 10 сут. по сравнению с исходными данными; 
максимальному повышению оптической плотности РНК 
и  SH-групп к  7  сут. и  нормализации SH-групп к  10  сут., 
что в совокупности указывает на наиболее высокую ак-
тивность репаративных процессов в 1 основной группе.

Трансплантация аутологичных 
стволовых клеток костного 
мозга в комплексной терапии 
дилатационной кардиомиопатии
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Байгенжин, Темирлан Сибирьевич Карибеков, 
Максат Аскерович Жантурганов, Айгерим 
Хайруллаевна Жакупова, Назгуль Косбергеновна 
Кульмырзаева, Болат Габассович Купенов
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В  патогенезе хронической сердечной недостаточ-
ности (ХСН) и  дилатационной кардиомиопатии (ДКМП) 
имеют место иммунное воспаление, системная воспали-
тельная реакция (СВР). Стволовые клетки костного моз-
га (СК КМ) за счет экспрессии пептидов, факторов роста 
и цитокинов, способствуют ингибированию СВР, снижая 
активность фибропластических процессов и активизиру-
ет процессы регенерации ткани миокарда.

Цель: оценить безопасность и эффективность транс-
плантации мононуклеарной фракции клеток костного 
мозга (МККМ) у  больных с  выраженной систолической 
дисфункцией левого желудочка (EF<40%) и дилатацион-
ным синдромом (ДС).

Методы исследования. Было обследовано 57 паци-
ентов (50 мужчин и 7 женщин) с выраженным ДС и низ-
кой фракцией левого желудочка (EF<40%), в  возрасте 
от 46 до 63 лет. Из них с истинной ДКМП — 22 пациента, 
ИКМП  — 30, перипортальная кардиомиопатия у  5  жен-
щин. После культивирования в  течение 72  часов, су-
спензию МККМ вводили внутривенно 123×106  клеток. 
Пациенты получали базовую терапию ХСН. Качество 
жизни определяли по «Миннесотскому опроснику у боль-
ных с ХСН (MLHFO)». Достоверность определяли по t кри-
терия Стьюдента.

Результаты исследования. Трансплантация кле-
ток не  вызывало осложнений, длившаяся 2–2,5  часа, 
не  было сбоев в  работе сердца (АД, ЧСС). У  всех паци-
ентов отмечено субъективное улучшение общего со-
стояния. Отмечено снижение уровня предсердного на-
трийуретического пептида (Pro-BNP, исходные данные = 
5172±268 ng/ml), раннего маркера сердечной недоста-
точности через 3  месяца (1047±122  ng/ml; Р<0,001). 
Анализ сердечной функции по  данным ЭХОКГ показал, 
что фракция выброса левого желудочка исходно была 
низкой и  составляла (EF=30%), а  после клеточной те-
рапии увеличилась до 36,7%. Также отмечалось умень-
шение объемов левого желудочка уже к  3  месяцу  — 
КСО ЛЖ  (157мл и  132  мл, соответственно, Р<0,001). 
Уменьшение КДО проходило от 216 мл исходно до 214мл 
через 3  месяца (Р<0,05). Функциональный класс ХСН 
снизился после клеточной терапии с 3,2±0,2 до 1,5±0,4 
(Р<0,05), что свидетельствует об улучшении систоличе-
ской функции левого желудочка, уменьшения полостей 
сердца и  обратное развитие функционального класса 
ХСН.Отмечалась регуляция СВР (IL1β/TGFβ) и активиза-
ция восстановительных процессов (регуляция системы 
матриксных металлопротеиназ — MMP 2,3.9).

Выводы. Трансплантация МККМ улучшает систоли-
ческую и  диастолическую функции левого желудочка, 
уменьшая полость, снижая ФК ХСН, достоверно снижая 
маркер сердечной недостаточности  — Pro-BNP у  боль-
ных с дилатационным синдромом и ХСН.
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Мезенхимальные стволовые 
клетки костного мозга устраняют 
аутоиммунные реакции и ускоряют 
регенерацию поврежденного участка 
толстой кишки при неспецифическом 
язвенном колите
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Актуальность. Язвенно-воспалительные поражения 
толстой кишки при неспецифическом язвенном колите 
(НЯК) обусловлены как местными, так и системными ау-
тоиммунными процессами, что угнетает процессы репа-
ративной регенерации.

Мезенхимальные стволовые клетки костного мозга 
(МСК КМ) продуцируют иммунорегуляторные пептиды, 
участвующие в  регуляции дифференцировки Т-клеток, 
в  направлении CD4+CD25+ (Т-регуляторов), способству-
ют активизации процессов восстановительной регенера-
ции и  могут способствовать устранению аутоиммунных 
реакций и заживления язв. Цель — изучить влияние МСК 
КМ  на  содержание CD4+/CD8+ лимфоцитов и  молеку-
лярного маркера регуляторных клеток — FoxP3 в слизи-
стой оболочке желудка, определяющих направленность 
регенерации язв.

Методика. Под наблюдением было 8  пациентов 
с НЯК в возрасте от 28 до 46 лет, которым произведена 
трансплантация (системно) МСК КМ (1группа) 5 млн кле-
ток; 10 пациентов составили контрольную группу (2 груп-
па) и  получали традиционное лечение. Больным обеих 
групп было проведено иммуногистохимическое изучение 
слизистой оболочки толстой кишки (СОТК) до  и  в  ди-
намике лечения (на  3  и  5  сутки) после трансплантации 
клеток. Образцы ткани забирали при биопсиях из  края 
язвенного дефекта, а также из области постъязвенного 
рубца. Иммуногистохимически в  биоптатах СОТК опре-
деляли экспрессию CD4+, CD8+, CD16+, CD20+, FoxP3. 
Все больные были с длительным анамнезом (>3 лет).

Результаты. При иммуногистохимическом ис-
следовании биоптатов СОТК выявлено большое ко-
личество Т-лимфоидных клеток, преобладали CD8+ 
по сравнению с CD4+ (3:1). Примерно 40% CD8+ клеток 
составляли NK+. Умеренная экспрессия FoxP3-2,25%. 
Ииммуноморфологическая картина СОТК у больных кон-
трольной (2  группы) в  исследуемые сроки практически 
не  менялась в  контроле, терапевтический эффект был 
не выраженным, а заживление язв не наступало.

Клиническое состояние больных в  1  группе улуч-
шалось в  первые дни после трансплантации МСК КМ. 
Колоноскопия СОТК показало быстрое заживление 
язв на  10–12  сутки с  полной эпителизацией. У  боль-
ных отмечено большое количество CD4+ Т-клеток, они 
преобладали над CD8+ клетками; снижение NK+ клеток 
до 11%, а также повышение FoxP3 до 11,65%, тогда как 
во 2 группе его экспрессия к 5 суткам наблюдения оста-
валась сниженной до 3,34%.

Трансплантация МСК КМ  способствует супрессии 
пролиферации эффекторных клеток (цитотоксических 
Т-лимфоцитов, натуральных киллеров) и  повышению 
FoxP3, в  результате чего наступает ускоренное и  каче-
ственное заживление язв.

Cекреторная активность 
мезенхимальных стволовых 
клеток костного мозга у больных 
с первичным билиарным циррозом 
печени

Манарбек Бапович Аскаров, Дана 
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Кудайбергенова, Айжан Абдисадиковна 
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Хронический стресс сопровождается вторичным им-
мунодефицитом. Мезенхимальные стволовые клетки 
(МСК) продуцируя широкий спектр биологически актив-
ных веществ (БАВ) участвуют в  регуляции иммунитета 
и обеспечивают гомеоморфоз тканей.

Цель: исследование секреторной активности МСК 
в  процессе культивирования у  пациентов с  первичным 
билиарным циррозом печени (ПБЦ).

Материал и  методы. Осуществлен забор костно-
го мозга у  20  пациентов с  ПБЦ (1  группа) и  у  20  здо-
ровых доноров  — МСК пуповинной крови (2  группа). 
Исследование секреции БАВ: FGF-basic; HGF; IGF-1; IL1β; 
IL-2; TGFβ1; IL-4; TNFα отбирали культуральную среду 
на  3, 7, 14, 21  сутки культивирования МСК и  прово-
дили ИФА, на  анализаторе ALISEI Quality System. Для 
электронной микроскопии брали взвесь МСК при 85% 
монослое. Клетки фиксировали в  2,5% растворе глю-
таральдегида с постфиксацией в 1% ОsО4 и заключали 
в эпон. Полу- и ультратонкие срезы готовили на ультра-
микротоме «Leica». Срезы окрашивали метиленовым 
синим  — азуром II  и  основным фуксином по  Humphrey 
и  Pittman. Ультратонкие срезы контрастировали ура-
нилацетатом и  цитратом свинца. Изучение проводили 
на электронном микроскопе Libra 120.

Результаты. У  больных с  ПБЦ выявлена низкая 
секреция БАВ по  сравнению с  чем у  20  здоровых до-
норов  — МСК пуповинной крови. У  пациентов 1  груп-
пы до  14  суток культивирования отмечалась высокая 
секреция провосп. цитокинов: IL1β; IL-2; TGFβ1; TNFα 
и низкая секреция фактора роста гепатоцитов (HGF), ин-
сулиноподобного фактора роста-1 (IGF-1) и противовос-
палительных цитокинов: TGFβ1; IL-4. По достижении 90% 
монослоя МСК секреция провоспалительных цитокинов 
оказалась достоверно ниже противовоспалительных ци-
токинов. Во 2 группе нами выявлена стабильно высокая 
секреция всех исследованных БАВ.

Электронномикроскопически в  МСК как в  1, так 
и  во  2  группе выявлено беспорядочное распределение 
актиновых фибрилл цитоскелета. В гиалоплазме — круп-
ные везикулы-эндосомы с плотно упакованными мелки-
ми везикулами, отражающие секреторную активность 
МСК. Митохондрии с плотным матриксом и ясно разли-
чимыми кристами.

Вывод. Cекреторная активность МСК костного моз-
га у  больных с  ПБЦ была ниже, чем у  МСК пуповинной 
крови. Длительное прекультивирование приводило к вос-
становлению секреторной активности клеток за  счет 
увеличения секреторных гранул, увеличения количества 
митохондрий, что в целом свидетельствует о высоком ре-
генераторном потенциале полученных клеток и  пригод-
ных для целей регенеративной медицины.
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Разработка современного 
остеопластического материала для 
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В работе представлено исследование биохимических 
свойств синтезированного остеопластического материа-
ла на  основе оксида циркония ZrO2, допированного фос-
фатами кальция ГАП (Ca10(PO4)6(OH)2) и ТКФ (Сa3(PO4)2). 
Исследована способность данного материала ускорять 
процессы регенерации в кости, за счет биоактивного со-
става. Опытным путем доказано отсутствие токсическо-
го воздействия материала на организм подопытного.

Цель исследования. Определить степень участия 
данного материала в  процессе регенерации костной 
ткани.

Материалы и  методы. Лунка удаленного нижнего 
резца кролика заполнялась дисперсной формой биоке-
рамического материала. У  подопытного берется кровь 
на анализ (на 2, 4, 8, 16, 24 сутки) для исключения вос-
палительных реакций. Одновременно проводятся рент-
генологические исследования зоны интереса-нижней 
челюсти, для отслеживания динамики процессов регене-
рации костной ткани.

Результаты и  обсуждения. Забор крови произво-
дится из  ушной вены кролика. Исходя из  полученных 
нами данных по  клиническому анализу крови, процес-
сов воспалительного характера в  организме кролика 
не  выявлено, все основные показатели колеблются 
в интервале нормы. Повышение уровня кальция в кро-
ви свидетельствует и  процессе костной регенерации 
после удаления зуба .

Выводы. Данный материал действительно активно 
участвует в процессе регенерации костной ткани, не вы-
зывая воспалительных реакций в  организме кролика. 
Данная биокерамика может быть рассмотрена как мате-
риал биокерамического класса, со свойствами схожими 
с костью, которая бы участвовала в репаративном остео-
генезе дефектов костной ткани.

Изучение изменений в поведении 
клеток микроглии в моделях травмы 
спинного мозга различной степени 
тяжести
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Клетки микроглии  — это резидентные макрофаги 
центральной нервной системы, первыми отвечающие 
на  инфекции и  повреждения выделением специфи-
ческих протеаз, цитокинов и  нейротрофинов. В  зави-
симости от  тяжести и  срока после травмы спинного 
мозга, фенотип, цитокиновый профиль, фагоцитарная 

активность микроглии способны меняться, оказывая 
нейродегенеративное либо нейропротективное вли-
яние на  окружающие ткани. В  связи с  этим, целью 
нашей работы явилось выявление изменений в  пове-
дении микроглии на  модели травмы спинного мозга 
in vitro различной степени тяжести.

В  ходе выполнения исследования, при помощи 
Leica Impact One Stereotaxic Impactor For Reproducible 
Neurotrauma нами была смоделирована травма спин-
ного мозга крысы слабой (1,5  м/с), средней (2,5  м/с) 
и  тяжелой (4  м/с) степени тяжести. Между животными 
различных экспериментальных групп была выявлена 
разница в  показателях функционального теста ВВВ 
и морфометрического анализа (площадь сохранной тка-
ни и площадь патологических полостей).

Для изучения поведения клеток микроглии при раз-
ных степенях травмы спинного мозга на 3 и 60 сутки по-
сле повреждения in vitro, нативные клетки культивирова-
ли в условиях добавления соответствующих гомогенатов 
ткани спинного мозга. Было показано, что клетки микро-
глии при разных условиях способны менять пролифе-
ративную активность. Методом проточной цитометрии 
выявлены изменения в  фенотипе микроглиии, культи-
вированной при разных условиях. Анализ ПЦР-РВ также 
выявил изменения в экспрессии генов в микроглии, куль-
тивированной при разных условиях.

Таким образом, на  модели травмы спинного мозга 
in  vitro различной степени тяжести и  различных сроков 
показано достоверное изменение в  поведении клеток 
микроглии. Полученные результаты могут служить осно-
вой для дальнейшей разработки подходов к стимулиро-
ванию нейрорегенеративных процессов в нервной ткани.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 18-34-00141.
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Принцип работы пьезокерамического биосенсора 
основан на  измерении резонансной частоты колеба-
ний биочипа. В  качестве биочипа выступает пьезодиск 
с  нанесенным на  него сенсорным слоем. При подаче 
на  биочип переменного электрического напряжения 
происходят механические колебания и, если частота 
переменного тока совпадает с  частотой механических 
колебаний, то  появляется резонанс  — резкое увеличе-
ние амплитуды колебаний биочипа. Для детектирования 
бактерий, вирусов или белков биочип помещается в про-
точную жидкостную ячейку. Создание потока в проточной 
жидкостной ячейки увеличивает вероятность попадания 
мишени на  поверхность биочипа, что в  конечном итоге 
увеличивает чувствительность метода и уменьшает вре-
мя проведения анализа. Сигналом для обнаружения па-
тогена является сдвиг резонансной частоты биочипа при 
попадании патогена или белка на  поверхность. Сигнал 
регистрируется в  виде кривой связывания, которая 
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отображается в  ПО, и  указывает концентрацию обнару-
женных частиц. В качестве сенсорного слоя биосенсора 
выступают рецепторные молекулы, например, антитела, 
отвечающие за биоспецифическое связывание, и вспо-
могательные молекулы, обеспечивающие надёжную 
фиксацию и правильное расположение рецепторов. Для 
создания сенсорного слоя часто используются монослои 
на основе тиолов, которые наносят после напыления зо-
лота на пьезокерамический диск.

Для достижения полной симметрии электрической 
схемы биочипа нами предложено оригинальное ре-
шение с  использованием составного пьезокерами-
ческого биочипа. В  биочипе указанной конструкции 
электрическое напряжение можно подавать только 
на внутренние электроды, а наружные электроды необ-
ходимо заземлять или держать под не изменяющимся 
во  времени потенциалом. В  этом случае достигается 
симметрия в  геометрии биочипа, симметрия в  подаче 
электрических напряжений, и, как следствие, полная 
симметрия двойных электрических слоев в приповерх-
ностном слое. Использование симметричной конструк-
ции биочипа существенно снижает влияние медленных 
процессов на  границе раздела поверхность биочипа/
жидкость на регистрируемый сигнал.

Для дальнейшего увеличения чувствительности био-
сенсора до уровня единичных патогенов необходимо ис-
пользовать биочипы существенно меньших размеров 
с толщиной и диаметром микронных размеров.

Клинический случай применения 
аллогенных мезенхимальных 
стволовых клеток у пациентки 
с септическим шоком

Валерий Вартанович Багдасаров1, Елена 
Анатольевна Багдасарова1, 2, Оганнес 
Артаваздович Симонян2, Алексей Валерьевич 
Люндуп2, Михаил Евгеньевич Крашенинников2, 
Оксана Андреевна Головина2

1 � ГБУЗ «ГКБ им. С.С. Юдина ДЗМ», Москва, Россия;
2 � ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И.М. Сеченова 

Минздрава России (Сеченовский Университет), 
Москва, Россия

ovik_87@mail.ru

Иммуноспецифические свойства клеточной терапии 
с использованием аллогенных мезенхимальных стволо-
вых клеток (аМСК) представляют собой новую терапев-
тическую стратегию при сепсисе и связанной с ним дис-
функции органов (ПОН).

Цель: представляем клиническое наблюдение успеш-
ного применения аМСК в лечении септического шока.

Пациентка Ф. 1982 г. поступила в ГКБ им. С.С. Юдина 
переводом из ЦРБ МО. За 4 дня до перевода пациентке 
была выполнена торакотомия, лапаротомия по  поводу 
проникающих колото-резаных ранений брюшной поло-
сти и грудной клетки. Пациентка переведена в тяжелом 
состоянии с  явлениями острого респираторного дис-
тресс-синдрома. Проводилась комплексная интенсивная 
терапия, антибактериальная терапия-Левофлоксацин 
500 мг 2 раза в сутки в/в.

Несмотря на  проводимую терапию у  пациентки на-
растала отрицательная динамика в  тяжести состояния. 
Скорректирована антибактериальная терапия Меропенем 
2 г. 3 раза в день, Линезолид 600 мг 2 раза в сутки.

Несмотря на  проводимую терапию у  пациентки от-
мечается прогрессивное ухудшение тяжести состояния, 

нарастание явлений ПОН, не коррелирующаяся с прово-
димой терапией (APACHE II 25 баллов, SOFA 14 баллов). 
На фоне правосторонней полисегментарной пневмонии 
и массивного нагноения послеоперационной раны груд-
ной клетки, возник септический шок. Учитывая вышепри-
ведённые данные, пациента включена в  протокол кли-
нического исследования № ГХ2ЦКПРМ КТРП 1/2015, 
одобренный локальным этическим комитетом ПМГМУ 
им Сеченова от 17.07.2015 г. На 15 сутки от поступле-
ния пациентке введено 250×106 аМСК.

При оценке результатов, нами было выявлено, что 
на  3-и  сутки после введения аМСК наблюдалось: сни-
жение лейкоцитов крови с 30×109 до 10×109; снижение 
уровня лактата крови с 3,05 до 0,98; снижение темпера-
туры тела с  39,8°С до  36,6°С; увеличение количества 
суточной мочи со 100 мл до 1800 мл; снижение бальной 
оценки тяжести состояния по шкале APACHE II с 20 бал-
лов до 10 б, и тяжести ПОН по шкале SOFA с 14 баллов 
до 6 на 3 сутки и дальнейшее прогрессивное снижение. 
Следует отметить что, позиционируя аМСК, как имму-
норегулирующий инструмент, мы наблюдали на 3 сутки, 
повышение Т-лимфоцитов, Т-хелперов, В-лимфоцитов, 
снижение количества натуральных киллеров, С3-
комплемента, В2  микроглобулина и  церулоплазмина. 
Пациентка через 6 дней после введения аМСК переведе-
на из ОРИТ в хирургическое отделение, еще через 6 дней 
выписана домой.

Выводы. Из всего вышеприведенного хотелось сде-
лать вывод об эффективности аМСК в лечении сепсиса 
и септического шока.

Изменение активности тромбоцитов 
посредством лигандов Т-кадгерина: 
липопротеидов низкой плотности 
и адипонектина

Александра Ивановна Баглай4, Мария 
Николаевна Балацкая2, Александр Владимирович 
Балацкий1, 3, Всеволод Арсеньевич Ткачук1–3
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им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия;

2 � Факультет фундаментальной медицины, МГУ 
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4 � Биологический факультет, МГУ 
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Помимо обеспечения гемостаза тромбоциты игра-
ют важную роль в  регенерации поврежденных сосудов 
и  тканей. В  последние годы экспериментальные и  кли-
нические исследования применения плазмы, обогащён-
ной тромбоцитами (PRP), продемонстрировали её  эф-
фективность для лечения ран и при регенерации тканей. 
Для подготовки PRP с  высоким регенеративным потен-
циалом необходимо понимание молекулярно-клеточных 
механизмов регуляции функций тромбоцитов в  норме 
и  при патологии, поскольку их  активность существенно 
варьируется. Так при ожирении происходит изменение 
профиля липидов и гормонов жировой ткани, что приво-
дит к гиперактивности тромбоцитов.

Недавно нам удалось обнаружить на  тромбоцитах 
рецептор липопротеидов низкой плотности (ЛПНП), 
способный вызывать внутриклеточную кальциевую 
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сигнализацию,  — Т-кадгерин. Используя методы про-
точной цитометрии и  конфокальной микроскопии 
мы  подтвердили наличие Т-кадгерина как на  тромбоци-
тах человека, так и на мегакариоцитах (линия MEG-01). 
По данным иммуноблота кажущаяся молекулярная мас-
са Т-кадгерина на  тромбоцитах отличается от  таковой 
в эндотелиальных клетках (105 и 130 кДа) и составляет 
более 160 кДа. Наличие гликозилфосфатидилинозитид-
ного якоря, характерного для этого белка в других клет-
ках, у  тромбоцитарной формы Т-кадгерина было прове-
рено с  помощью специфической фосфолипазы PI-PLC. 
После обработки ферментом количество Т-кадгерина 
снижалось, что говорит о присутствии ГФИ-заякоренного 
Т-кадгерина и  на  тромбоцитах, и  на  мегакариоцитах. 
Анализ образцов РНК тромбоцитов и  мегакариоцитов 
при помощи полимеразной цепной реакции с последую-
щим секвенированием показал, что в этих клетках при-
сутствует изоформа-1 как и в других клетках.

Помимо ЛПНП у  Т-кадгерина есть другой лиганд  — 
гормон жировой ткани адипонектин. Этот гормон, на-
против, снижает активность тромбоцитов, как на уровне 
кальциевой сигнализации, так и  на  уровне распласты-
вания и адгезии. Снижение концентрации адипонектина 
при ожирении усугубляет гиперактивность тромбоцитов.

Таким образом, в  настоящем исследовании при ис-
пользовании различных концентраций ЛПНП и  адипо-
нектина была показана важность Т-кадгерин как регуля-
тора активности тромбоцитов и необходимость контроля 
показателей плазмы при использовании PRP.

Работа поддержана грантом Президента РФ  МК-
3144.2019.7 и РФФИ № 18-015-00372.

Электроформованные смеси 
из полилактида и белков крови — 
от исследования совместимости 
компонент к контролируемой 
структуре биоматериала
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Для развития тканевой инженерии необходимо соз-
дание биорезорбируемых материалов с контролируемой 
структурой и  кинетикой деградации. Один из  подходов 
к решению этой задачи состоит в формировании смесей 
из  традиционных биомедицинских полиэфиров с  бел-
ками, причем не  только с  малорастворимыми в  воде 
структурными белками (например, коллагеном или эла-
стином), но и с растворимыми, например, белками крови. 
Соотношение компонент такой смеси и  их  распределе-
ние в объеме материала будет определять его свойства.

В данной работе мы исследовали смеси из полилак-
тида и  двух белков крови (альбумина и  фибриногена) 
и  использовали электроспиннинг (электроформова-
ние) для изготовления нетканых пленок из этих смесей. 
Электроспиннинг позволяет формировать изделия, 
состоящие из  волокон с  диаметром 100–1000  нм, 

которые имитируют структуру внеклеточного матрикса. 
Хотя возможности использования электроспиннинга для 
создания биомедицинских изделий подробно описаны, 
есть лишь единичные работы, которые рассматривают 
электроформованные полимер-белковые смеси.

Изготовление изделий из смесей полиэфира и бел-
ка осложняется их  низкой совместимостью, которая 
приводит к  фазовому расслоению. Оно проявляется 
на  этапе приготовления раствора полимера и  белка 
в  общем растворителе  — 1,1,1,3,3,3-гексафторизо-
пропаноле (ГФИП). Мы построили фазовую диаграмму 
трехкомпонентной системы из  полилактида, бычьего 
сывороточного альбумина (БСА) и ГФИП. Мы сравнили 
структуру нетканых пленок, которые были сформиро-
ваны из  растворов различного состава и  проследили 
взаимосвязь между составом смеси и  особенностями 
морфологии пленки.

Распределение компонент в  составе волокон за-
висит от  множества факторов. Используя спектроско-
пию комбинационного рассеяния света и сканирующую 
электронную микроскопию с рентгеновским микроана-
лизом, мы  показали, что при электроспиннинге поли-
мер-белковой смеси из  раствора в  ГФИП могут быть 
сформированы разные по  химическому составу типы 
нановолокон и нанолент — однокомпонентные или двух-
компонетные. В  последних полимер и  белок совмеща-
ются на  масштабе, который определяется диаметром 
волокна (менее 1 мкм).

Полилактид-белковые смеси более гидрофильные, 
чем чистый полилактид, и  это может улучшать их  био-
совместимость. Мы  надеемся, что аккуратный выбор 
условий формирования нетканых полилактид-белковых 
пленок позволит оптимизировать кинетику их деграда-
ции и создавать биомедицинские материалы принципи-
ально нового типа.

Исследование выполнено за счет гранта Российского 
научного фонда (проект № 19-74-00037).

Эффективность трансплантации 
аутологичных стволовых клеток 
костного мозга при системной 
склеродермии
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Системная склеродермия (ССД) — аутоиммунное за-
болевание с  воспалительными и  фибропластическими 
реакциями и  прогрессирующего фиброза внутренних 
органов. Применение ГСК КМ, с  иммуномодулирующи-
ми и морфогенетическими, а также ангиогенетическими 
и  антифибротическими свойствами может стать пер-
спективным и эффективным патогенетическим методом 
лечения ССД.

Цель работы: клинико–морфологическая оценка эф-
фективности трансплантации гемопоэтических стволо-
вых клеток аутогенного костного мозга при ССД.

Материал и  методы. Под наблюдением находи-
лось 60  пациентов в  возрасте от  27  до  49  лет, с  диа-
гнозом системная склеродермия (ССД) по  критериям 
Американской коллегии ревматологов (ACR, 1980). 
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Длительность заболевания  — более 3  лет. Проведению 
трансплантации стволовых клеток костного мозга по-
служила резистентность к иммуносупрессивной терапии 
(D-пеницилламин, азатиоприн, преднизолон) и  высокий 
индекс активности аутоиммунного процесса (EScSG), со-
гласно критериям Европейской группы по изучению ССД.

Проведена аспирация костного мозга из гребня под-
вздошной кости в количестве 400 мл. Выделена ГСК КМ. 
Трансплантацию ГСК КМ проводили системно в объеме 
до 140×106 клеток. Клиническую эффективность оцени-
вали по критериям Европейской группы по изучению ССД. 
Для морфологической оценки лечения изучали биопсий-
ный материал кожи голени в стадии индурации до и в ди-
намике лечения. Препараты окрашивали гематоксилином 
и эозином, а также по Массон-трихром. Электронно- ми-
кроскопическое исследование проводили на  электрон-
ном микроскопе Libra 120 фирмы Carl Zeiss.

Результаты. Через 3 мес. после трансплантации ГСК 
КМ  отмечено уменьшение плотности кожи и  снижение 
кожного счета с 13,7 до 6,8 баллов. Уменьшение актив-
ности ССД по EScSG с 4,1 до 2,1 баллов. При светоопти-
ческом исследовании кожи — снижение окрашиваемости 
соединительной ткани по Массон трихром, уменьшение 
плотности расположения пучков коллагена с  распадом 
их  на  фрагменты. Уменьшалось число миофибробла-
стов. Отмечено разрежение фиброзной ткани вокруг со-
судов. Появлялись зачатки потовых желез и  волосяных 
фолликул. Ангиогенез. На уровне электронной микроско-
пии процесс биодеградации фиброзной ткани проявлял-
ся в форме фиброклазии и активации макрофагов, появ-
лении неактивных и разрушенных форм фибробластов.

Заключение. Трансплантация аутологичных ГСК 
КМ создают условия для регуляции и ингибирования ау-
тоиммунного воспаления, восстановления морфо-функ-
ционального состояния кожи больных ССД.

Трансплантация мезенхимальных 
стволовых клеток костного мозга при 
сахарном диабете II типа

Абай Кабатаевич Байгенжин, Манарбек Бапович 
Аскаров, Ольга Владимировна Ульянова, Айгерим 
Хайруллаевна Жакупова, Дана Талаповна 
Сайпиева, Дина Александровна Серебренникова, 
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Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) обладают 
иммунорегуляторными и трофическими свойствами. При 
сахарном диабете 1 типа, собственные иммунные клет-
ки атакуют β-клетки в островках Лангерганса. Сахарный 
диабет 2 типа (СД2) — заболевание, связанное с инсули-
норезистентностью. Недавние исследования показали 
связь его с  иммунной дисфункцией. Применение MСК 
при лечении СД 1 типа, так и СД 2 типа патогенетически 
оправдано.

Цель: оценить эффективность трансплантации МСК 
КМ у пациентов с СД 2 типа.

Методика. Было включено 20 пациентов с СД 2 типа, 
с анамнезом более десяти лет. Уровень глюкозы натощак 
у пациентов составлял 7,15 мг/дл, а через 2 часа после 
еды уровень глюкозы-15,32 мг/дл. Уровень гликирован-
ного гемоглобина (HbA1c) — 7,9%.

Трансплантация МСК КМ  проведена пациен-
там двукратно с  интервалом в  6  мес. МСК в  среднем 

121×106 разбавляли в 250 мл 0,9% NaCl и трансплан-
тировали внутривенно.

Уровень глюкозы натощак и через 2 часа после еды, 
а также HbA1c проводили до трансплантации и через 3, 
6 и 12 мес. В течение всего исследования, пациенты при-
нимали те же лекарственные препараты.

Результаты. После 1 трансплантации МСК КМ, уро-
вень глюкозы снизился и продолжал снижаться до 3 мес. 
у  всех пациентов исследуемой группы. Уровень HbA1c 
снизился через 6 мес. после трансплантации.

Через 3  мес. после МСК КМ  с  медикаментозным 
лечением, уровень глюкозы натощак и  уровень HbA1c 
незначительно изменились, с  7,15  мг/дл  до  6,9  мг/
дл  и  с  7,6% до  8,0% соответственно. Уровень глюкозы 
в крови через 2 ч после еды сильно снизился с 15,3мг/
дл до 10,9 мг / дл.

Через 6 мес. после МСК КМ все 3 показателя (уро-
вень глюкозы в крови натощак, уровень глюкозы в кро-
ви через 2  часа после еды и  уровень HbA1c были зна-
чительно снижены. Уровень глюкозы в  крови натощак 
с  7,15  мг/дл  до  5,9  мг/дл, уровень глюкозы в  крови 
через 2 часа после еды с 15,3 мг/дл до 9,8 мг/дл и уро-
вень HbA1c — с 7,9% до 6,9% гемоглобина.

Через 6  мес. после МСК КМ  уровни глюкозы в  кро-
ви натощак были стабильными. Значения были на уров-
не 6,0 мг/дл (на 12-м месяце) по сравнению с 5,9 мг/
дл  (на  6  месяце). Аналогично, глюкоза крови через 
2  ч  после еды была стабильной на  уровне 10,8  мг/
дл  (на  12  месяце) по  сравнению с  6  месяцем. Уровень 
HbA1c снизился с 6,9% (на 6 месяце) до 6,7% (на 12 ме-
сяце). В течение 12 мес. наблюдения и лечения никаких 
побочных эффектов не наблюдалось.

МСК КМ  регулируя иммунные и  восстановительные 
процессы, позволили снизить уровень глюкозы в  крови 
и уменьшить дозу инсулина.

Влияние мезенхимальных стволовых 
клеток из костного мозга и пуповины 
на пролиферацию CD4+ лимфоцитов 
периферической крови

Яна Маратовна Байзянова1, Руслан 
Вячеславович Николаев1, Екатерина Николаевна 
Балашова2, Елена Юрьевна Осипова1
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Введение. Области применения мезенхимальных 
стволовых клеток (МСК) расширяются, необходима стан-
дартизация клеточного продукта (КП), в том числе имму-
носупрессивной активности (ИСА).

Цель. Оценить ИСА МСК из  ткани пуповины (ТП) 
доношенных новорожденных и  из  костного мозга (КМ) 
здоровых доноров на разных пассажах и после криокон-
сервации в отношении CD4+ Т-лимфоцитов перифериче-
ской крови. Материал и методы. Образцы ТП (n=5) были 
получены из  «НМИЦ АГП» им.  В.И. Кулакова. Образцы 
КМ  и  периферической крови (n=23) доноров, были по-
лучены в «НМИЦ ДГОИ» им. Д. Рогачева. Использовали 
реагенты производства Miltenyi Biotec. МСК культивиро-
вали по стандартной методике с использованием среды 
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StemMACS MSC Expansion Media. CD4+ лимфоциты вы-
деляли с использованием набора CD4+ T Cell Isolation Kit. 
Для анализа ИСА использовали набор MSC Suppression 
Inspector. CD4+ лимфоциты и МСК культивировали в раз-
личных соотношениях в течении 5 дней. В «0» день лим-
фоциты метили CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl 
ester), концентрация которого при делении снижается, 
на  проточном цитофлюориметре детектировали сни-
жение флюоресценции по каналу FITC. При оценке ИСА 
доля пролиферирующих лимфоцитов без добавления 
МСК принимали за  100%, и  рассчитывали коэффици-
ент снижения пролиферации (КСП). Результаты: При 
добавлении на  0  день, МСК КМ  4-го  пассажа (п.) сни-
жают пролиферативную активность лимфоцитов при 
соотношении 1:1 в 2,5 раза, 8:1 в 1,2 раза. Добавление 
МСК через 72 часа после стимуляции лимфоцитов при-
водило к такому же снижению пролиферации, как и при 
добавлении в  0  день (1:1  — КСП=2,3; 8:1  — КСП=1,3). 
Это обьясняет эффективность применения МСК при 
патологиях, связанных с активацией лимфоцитов. МСК, 
добавленные после криоконсервации обладают таким 
же  иммуносупрессивным действием, как и  сразу после 
культивирования и следовательно, их можно применять 
для клеточной терапии с  сохранением свойств КП. Так, 
КСП при 1:1 составил 2,5, а при 8:1 — 1,3. МСК на 10 п. 
обладает меньшим КСП  — 1,9  и  1,1  при 1:1  и  8:1  со-
ответственно. МСК ТП  обладают более выраженными 
иммуносупрессивным действием. При соотношении 
1:1  КСП составил 4,47, что достоверно (р<0,05) выше 
аналогичного показателя для МСК КМ. Рекомендуется 
рассмотреть МСК ПК как альтернативу МСК КМ, так как 
эти клетки легко доступны и обладают выраженной им-
муносупрессивной активностью.

Заключение. Определение ИСА МСК, позволяет оце-
нить функциональные свойства КП, предназначенного 
для клинического применения и оптимизировать прото-
колы клеточной терапии с использованием МСК.

Механизм действия 
трансплантированных нейральных 
прогениторных клеток при 
спинальной травме: интеграция или 
паракринный эффект?
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В  эксперименте на  макаках-резусах исследовали 
эффективность трансплантации аллогенных нейраль-
ных прогениторных клеток, полученных путем прямого 
репрограммирования (drNPCs) при травме спинного 
мозга. Предварительно была разработана модель не-
обратимой спинальной травмы у  нечеловекообразных 
приматов с  интраоперационным контролем вызванных 
потенциалов (ВП), позволяющая получить полный одно-
сторонний анатомический перерыв кортикоспинального 
тракта и заднего столба на уровне Th7-8 (Baklaushev V.P., 
2019). В экспериментах на этой модели было обнаруже-
но, что трансплантация 5  млн. drNPCs через 2  недели 

после пересечения афферентных и  эфферентных пу-
тей спинного мозга в  течение последующих 12  недель 
приводит к  частичному восстановлению нарушенных 
функций спинного мозга в виде регресса ипсилатераль-
ной моноплегии и  восстановления сомато-сенсорных 
и  моторных ВП. Последующий иммуногистохимический 
анализ показал, что drNPCs могут сохранять свою муль-
типотентность в  пересаженном спинном мозге не  ме-
нее 12  недель, мигрируя в  зоны образования конусов 
роста поврежденных аксонов. Нейральная дифферен-
цировка пересаженных drNPCs ни  в  одном из  четырех 
исследованных случаев зарегистрирована не  была. 
Sox2-позитивные трансплантированные клетки преиму-
щественно обнаруживались в  зоне активной регенера-
ции, где они секретировали BDNF, что сопровождалось 
повышенным уровнем экспрессии синаптофизина клет-
ками хозяина в  сером и  белом веществе. Полученные 
данные заставляют пересмотреть концепцию механизма 
действия трансплантированных нейральных стволовых 
и  (или) прогениторных клеток в  которой обязательным 
условием восстановления поврежденного спинного моз-
га является интеграция пересаженных клеток в систему 
передачи нервного импульса.

Биодеградируемые макропористые 
матриксы на основе хитозана и его 
сополимеров с олиголактидами для 
регенеративной медицины
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Хитозан — это биодеградируемый полисахарид, пред-
ставляющий интерес для регенеративной медицины. 
На  его основе могут быть получены нецитотоксичные 
матриксы, поддерживающие биоадгезию и  пролифера-
цию клеток. Кроме того, такие матриксы можно легко 
модифицировать по аминогруппам хитозана и, таким об-
разом, создавать композитные подложки с  заданными 
физико-химическими свойствами, что позволяет расши-
рить возможности их применения и улучшить механиче-
ские характеристики хитозана.

Цель работы  — получение полимерных матриксов 
в  виде пленок (2D) и  макропористых гидрогелей (3D) 
на  основе хитозана, изучение их  структуры, физико-хи-
мических свойств, а  также роста и  дифференцировки 
клеток на/в них в модели in vitrо. Сополимеры хитозана 
[ММ  60  кДа, СД  0.9] с  (L,L-) или (L,D-) олиголактидами 
[ММ  5кДа] получали ранее разработанным автора-
ми методом твердофазного синтеза (T.S. Demina et. al. 
Polymers, 2017; 9(7): 302). На модельных клетках линии 
фибробластов мыши (L929) с помощью МТТ-теста было 
показано отсутствие цитотоксичности экстрактов, полу-
ченных из данных материалов. С помощью световой ми-
кроскопии показано, что пленки на основе исследуемых 
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сополимеров поддерживают адгезию фибробластов 
L929 и мезенхимальных стромальных клеток (MСК). При 
использовании конфокальной микроскопии определи-
ли, что гидрогели обладают взаимосвязанной системой 
макропор (ср. размер 150–200 мкм). Гидрогели поддер-
живали пролиферацию L929 клеток при их длительном 
культивировании (МТТ-тест). Дифференцировка МСК 
на  пленочных материалах была оценена по  активности 
щелочной фосфатазы. Значение ферментативной актив-
ности было выше контрольного (монослойная культура 
клеток) во  всех исследуемых образцах, что позволяет 
предположить положительное влияние состава матрикса 
на остеогенную дифференцировку.

Таким образом, гидрогели являются перспективными 
биоматериалами для регенеративной медицины.

Реакция прогениторных клеток 
интимы артерий на ангиотензин 
II и их возможная роль в развитии 
атеросклероза
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Несмотря на  большое количество исследований ате-
росклероза в настоящее время полностью предотвратить 
его развитие не удаётся. Существуют данные о возможной 
роли в инициации атерогенеза субэндотелиальных проге-
ниторных клеток (ПК) мезенхимного происхождения, од-
нако свойства этих клеток изучены недостаточно. Новые 
данные могли бы объяснить мозаичность атеросклероти-
ческих поражений — преимущественное их развитие в из-
гибах и бифуркациях артериального русла, а также открыть 
возможности для клеточной терапии атеросклероза.

Иммунофенотип ПК интимы крупных сосудов изучен 
мало, что затрудняет их  идентификацию. Мы  предпо-
ложили, что такие клетки могут соответствовать пери-
цитам, поскольку перициты формируют скопления под 
эндотелием и обладают, в частности, способностью акку-
мулировать липиды. Для проверки этого предположения 
у мышей C57BL/6 дикого типа или несущих ген GFP под 
промотором нестина выделяли участки аорты от сердца 
до  почечных артерий, замораживали для изготовления 
срезов или окрашивали целиком. Для окраски использо-
вали антитела к  маркерам перицитов: NG2, СD146, ре-
цептору лептина и PDGFRbeta, а также антитела к eGFP 
и  к  CD31. Мы  обнаружили, что в  бифуркациях аорты 
и  ее  ветвей, а  также в  устьях мелких сосудов располо-
жены ПК, несущие маркеры NG2, CD146 и PDGFRbeta. 
В  то  же  время было продемонстрировано, что клетки, 
экспрессирующие нестин и рецептор лептина в субэндо-
телиальном слое отсутствуют, локализуясь, в основном, 
в периваскулярной жировой ткани. При помощи проточ-
ной цитометрии было показано, что число ПК  в  аорте 
мышей увеличивается с возрастом, и к 18 неделям со-
ставляет до 20% от общей популяции.

Также неясно, каким именно образом ПК  интимы 
могут провоцировать развитие атеросклероза. Ранее 
в  нашей лаборатории было показано, что среди ПК  су-
ществует популяция, отвечающая повышением уровня 
внутриклеточного кальция и  секрецией микровезикул 
на повторное воздействие ангиотензина II, мощного ате-
рогенного фактора. При помощи визуализации кальци-
евого ответа в отдельных клетках с последующей имму-
ноцитохимической идентификацией ответивших клеток 
мы показали, что ПК интимы реагируют на ангиотензин 
II повышением внутриклеточного кальция.

Таким образом, в  типичных местах атерогенеза су-
бэндотелиально располагается популяция ПК мезенхим-
ного происхождения. Эти клетки реагируют на ангиотен-
зин II и могут провоцировать развитие атеросклероза.

Работа поддержана грантом РФФИ № 19-015-
00429 и грантом Евразийской ассоциации терапевтов.
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тканеинженерной конструкции 
на основе девитализованного 
матрикса для восстановления 
поврежденной трахеи: in vivo 
исследование
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Цель: изучить биосовместимость и  эффективность 
применения тканеинженерной конструкции (ТИК) на ос-
нове девитализированного трахеального матрикса 
(ДТМ), заселенного сингенными мезенхимальными стро-
мальными и  эпителиальными клетками, для восстанов-
ления поврежденной трахеи в эксперименте на кроликах.

Материалы и  методы: Выделялись сингенные ме-
зенхимальные стромальные клетки костного мозга 
(МСК КМ) и  сингенные эпителиоциты легкого кроли-
ка. Морфологию и  фенотип культуры МСК КМ  под-
тверждали иммунофлюоресцентным окрашиванием 
на  маркеры CD90  и  CD271. Клетки легочного эпите-
лия, полученные методом энзиматической обработки 
измельченной ткани легкого, окрашивались на марке-
ры CKPan, CK8/18 и CK14. Девитализация донорской 
трахеи проводилась тремя последовательными цикла-
ми замораживания-оттаивания. Двухслойное заселе-
ние ДТМ клетками выполняли в  условиях статичного 
и  динамического культивирования. Проведена ортото-
пическая имплантация ТИК кроликам (n=2) на  место 
трахеального дефекта переднебоковой стенки, сфор-
мированного в  результате резекции на  протяжении 
четырех колец. Оценка результатов выполнялась ме-
тодами компьютерной томографии, гистологического 
и иммуногистохимического анализов.

Результаты. Получен трахеальный имплантат в виде 
ТИК на основе ДТМ с двухслойным заселением культу-
рами МСК КМ  и  эпителиоцитов кролика. Через 3  мес. 
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после имплантации отмечалось приживление ТИК, сте-
нозирования стенки трахеи не  наблюдалось, однако от-
мечалось незначительное сужение просвета в  области 
имплантации. Через 6  мес. после имплантации биосов-
местимость тканеинженерной конструкции подтвержда-
лась гистологическим методом. Показана эпителизация 
и  васкуляризация стенки трахеи, отсутствие признаков 
гнойного воспаления и асептического некроза.

Заключение. Разработанная ТИК на  основе ДТМ, 
двухслойно заселенного эпителиоцитами легкого 
и  МСК КМ, была успешно применена для замеще-
ния непротяженных дефектов трахеи в  эксперименте 
in  vivo. Показана высокая степень биосовместимости 
материала ДТМ и  физиологическая совместимость 
имплантата ТИК.

Настоящая работа выполнена при поддержке согла-
шения о субсидии Минобрнауки РФ № 14.614.21.0001 
(RFMEFI61417X0001).
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Созданию биоинженерной конструкции поджелудоч-
ной железы (ПЖ) препятствуют проблемы, связанные 
с  поддержанием жизнеспособности функционально 
активных изолированных островков Лангерганса (ОЛ). 
Сохранению структуры и функции ОЛ в условиях in vitro 
и  in  vivo способствуют матриксы  — биомиметики вне-
клеточного матрикса (ВКМ), обладающие свойствами, 
характерными для нативного микроокружения ПЖ. К та-
ким биомиметикам ВКМ относятся биополимерный ми-
кроструктурированный коллагенсодержащий гидрогель 
(БМКГ матрикс) и  тканеспецифический матрикс из  де-
целлюляризованной ПЖ (ДПЖ матрикс).

Цель работы: провести сравнительный анализ вли-
яния БМКГ матрикса и Д ПЖ матрикса на  секретор-
ную функцию изолированных ОЛ  крысы в  процессе 
их культивирования.

Материалы и  методы. ОЛ  крысы изолировали, ис-
пользуя модификацию коллагеназной методики. ДПЖ 
матрикс получали в  результате децеллюляризации 
фрагментов ПЖ  в  растворе додецилсульфата натрия 
в дистиллированной воде и фосфатном буфере с приме-
нением ротационной системы. Изолированные ОЛ куль-
тивировали в  стандартных условиях в  суспензионной 
культуре  — контрольная группа, в  присутствии БМКГ 
матрикса — опытная группа I и в присутствии ДПЖ ма-
трикса — опытная группа II. Содержание базальной кон-
центрации инсулина в  культуральной среде определяли 
с  помощью набора для иммуноферментного анализа 
и ридера для микропланшетов.

Результаты исследования. На  первые сутки куль-
тивирования концентрация инсулина в опытных группах 
I  и  II  была выше на  26,2% (258,6 μ IE/mL) и  на  48,7% 

(304,9 μ IE/mL) по  сравнению с  контрольной группой 
(205,1 μIE/mL), на третьи сутки инкубации — на 62,1% 
(149,0 μ IE/mL) и  102,9% (186,5 μ IE/mL), соответ-
ственно, по сравнению с контрольной группой (91,9 μIE/
mL). На шестые сутки наблюдали еще большую разницу 
(249,6% и  373,6%) между концентрациями инсулина 
опытных групп I (102,1 μIE/mL) и II (138,3 μIE/mL) и кон-
тролем (29,2 μIE/mL). На 8–10 сутки инкубации сохра-
нившиеся ОЛ контрольной группы не были обнаружены 
и  культуральную среду не  исследовали. На  этих сроках 
в  опытных группах концентрация инсулина практически 
оставалась неизменной: группа I — 93,7 μIE/mL, группа 
II — 126,9 μIE/mL, при этом уровень секреции инсулина 
в  группе II  был на  35,5% выше, чем в  группе I. Вывод. 
БМКГ матрикс и  тканеспецифический ДПЖ матрикс 
способствуют не  только сохранности изолированных 
ОЛ, но и пролонгированию их секреторной способности 
в течение 10 дней. Показано преимущество применения 
ДПЖ матрикса по  сравнению с  БМКГ матриксом при 
создании биоинженерной конструкции ПЖ.

Секретируемые в составе 
внеклеточных везикул микроРНК 
как потенциальные медиаторы 
антифибротического действия 
мезенхимных стромальных клеток
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Фиброз — патологическое увеличение в тканях доли 
стромального компонента, возникающее в ходе репара-
тивной регенерации после обширных повреждений или 
хронического воздействия повреждающих агентов. Для 
предотвращения потери функциональности ткани и вос-
становления ее нормальной архитектуры необходим по-
иск подходов к подавлению и реверсии фиброза.

Перспективным инструментом для решения этой за-
дачи могут считаться мезенхимные стромальные клетки 
(МСК), способные подавлять фиброгенез за  счет дей-
ствия секретируемых растворимых факторов (РФ) и вне-
клеточных везикул (ВВ). Однако остаются почти не  ис-
следованными эффекты МСК в  отношении реверсии 
фиброза. Поэтому мы  изучили возможные механизмы 
влияния МСК на дедифференцировку миофибробластов, 
которые являются ключевыми участниками фиброгенно-
го прогресса.

Ранее нами было показано, что как РФ, так и  ВВ, 
секретируемые МСК жировой ткани человека, инги-
бируют TGFβ-индуцированную дифференцировку фи-
бробластов в  миофибробласты in  vitro. Однако толь-
ко ВВ  способствовали практически полной реверсии 
дифференцировки миофибробластов. Для того, чтобы 
установить потенциальные механизмы этого эффек-
та, состав ВВ  оценили методом РНК-секвенирования. 
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Мы  обнаружили, что ВВ  содержат спектр регуляторных 
РНК, включая длинные некодирующие РНК (lncРНК) 
и  микроРНК (миРНК). Из  270  выявленных миРНК 
52 имели мишени, связанные с регуляцией фиброза.

Для выяснения роли отдельных миРНК, которые мо-
гут быть медиаторами влияния МСК на  развитие фи-
броза, были выбраны потенциально профиброгенная 
миРНК-21 и антифиброгенные миРНК-29 и 129. Для дан-
ных миРНК смоделировали гиперэкспрессию или подавле-
ние экспрессии методом трансфекции ВВ синтетически-
ми нуклеотидными последовательностями. Подавление 
экспрессии миРНК-21  приводило к  уменьшению доли 
клеток с  морфофенотипом миофибробластов в  куль-
туре. При этом подавление экспрессии миРНК-29  или 
129  увеличивало это число и  активировало экспрессию 
профибротических генов, таких как α-гладкомышечный 
актин и EDA-фибронектин. Гиперэкспрессия исследуемых 
миРНК не вносила вклада в свойства ВВ.

Таким образом, можно предположить, что МСК через 
секретируемые ВВ  способствуют дедифференцировке 
миофибробластов в  фибробласты. Одним из  механиз-
мов этого явления и антифибротического эффекта МСК 
в целом может быть регуляция баланса между профибро-
генными и  антифиброгенными миРНК в  составе секре-
тируемых ВВ.

Исследование проводилось при поддержке РФФИ 
№ 18-015-00525  с  использованием биоматериалов 
проекта Московского университета «Ноев ковчег».
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Тканеинженерные конструкции (ТИК), предназна-
ченные для лечения дефектов хряща, включают, как 
правило, аутологичные хондроциты или мезенхималь-
ные стромальные клетки (МСК), культивированные 
на  биосовместимых трехмерных матриксах. Наиболее 
перспективным матриксом представляется децеллюля-
ризованная ткань, обладающая тканеспецифическими 
свойствами, т. е. способностью избирательно поддержи-
вать адгезию и пролиферацию клеток конкретной ткани 
или органа. Отметим, что микронизированная форма но-
сителя позволяет обеспечить наименее инвазивный инъ-
екционный способ введения.

Целью работы было формирование in vitro и иссле-
дование ТИК хряща, включающей микронизированный 
тканеспецифический децеллюляризованный матрикс 
суставного хряща свиньи (МТДМ СХс) и  МСК жировой 
ткани человека (ЖТч).

Материалы и  методы. Микродисперсные части-
цы хряща (размер частиц 100–220  мкм) получали 
в  криомельнице CryoMill (Retch GmBH, Германия). Для 

децеллюляризации образцов использовали комбина-
цию 3  циклов замораживания/оттаивания (–196°С/ 
37°С) и  обработки поверхностно-активными веще-
ствами (додецилсульфатом натрия, Тритоном Х-100) 
и Д НКазой. Каждая ТИК включала 10  мг  МТДМ СХс 
и  2×106  МСК ЖТч. Первые 5  суток биоинженерные 
конструкции культивировали в  ростовой культуральной 
среде, далее ее заменяли на дифференцировочную сре-
ду. Жизнеспособность клеток оценивали методом флуо-
ресцентного окрашивания витальным красителем Live/
Dead Assay. Морфологию ТИК оценивали с использова-
нием гистологических методов окрашивания.

Результаты исследования. К  14  суткам культиви-
рования ТИК в  хондрогенной среде визуализировали 
активный рост клеток с  образованием многослойных 
участков, сопровождающийся наработкой ими внекле-
точного матрикса (ВКМ). ВКМ содержал специфичные 
для хрящевой ткани компоненты, гликозаминогликаны 
(ГАГ) и  коллаген  — образцы локально позитивно окра-
шивались альциановым синим и  по  методу Массона. 
В процессе культивирования клетки и синтезированный 
ими ВКМ образовывали с  микрочастицами МТДМ СХс 
единый плотный конгломерат. На 26 сутки эксперимента 
в ВКМ наблюдали равномерное распределение коллаге-
на и усиление интенсивности окрашивания на ГАГ. В об-
разцах происходила клеточная резорбция МТДМ СХс.

Выводы. Показанная способность полученного 
по разработанному протоколу МТДМ СХс поддерживать 
адгезию, пролиферацию и  хондрогенную дифференци-
ровку МСК ЖТч свидетельствует о  его потенциале для 
использования в регенеративной медицине хряща.

Работа выполнялась при частичном финансировании 
гранта РФФИ № 16-29-07322.
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Ангиогенез является сложным многоэтапным про-
цессом, включающим в себя ряд скоординированных со-
бытий, таких как миграция эндотелиальных клеток (ЭК), 
ремоделирование внеклеточного матрикса (ВМ) и взаи-
модействие ЭК с муральными клетками, стабилизирую-
щими сосуд, сформированный de novo. Данное взаимо-
действие включает в  себя как взаимное паракринное 
воздействие, так и прямые межклеточные контакты.

В  данной работе мы  использовали 2Д модель со-
культивирования ЭК  пупочной вены человека и  мезен-
химальных клеток жировой ткани человека (МСК ЖТ). 
Мы  обнаружили, что со-культивирование в  плотности 
63 тыс. клеток на см2 и соотношении 1:3 (ЭК:МСК ЖТ) при-
водило к  формированию капилляро-подобных структур 
(КПС) эндотелиальными клетками. При этом происходило 
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значительное изменение в  профиле экспрессии генов 
в обоих типах клеток. В ЭК повышалась экспрессия мРНК 
VEGFR2 и uPAR в 2 раза, а в МСК ЖТ урокиназы и ряда 
белков внеклеточного матрикса. Кроме того, значитель-
ным образом менялась экспрессия мРНК белков Notch 
сигналинга. Добавление антител к субъединице интегри-
на av  (рецептор белка ВМ  — витронектина) полностью 
подавляло формирование КПС, а в монокультуре ЭК при-
водило к  повышению уровня экспрессии мРНК таких 
участников Notch сигналинга как Dll4, Jagged1, Notch-1, 
Notch-4, а  также VEGFR1  и  неинтегринового рецептора 
витронектина — uPAR, который является также рецепто-
ром внеклеточной протеазы — урокиназы, принимающей 
активное участие в  ремоделировании ВМ. Добавление 
селективного ингибитора VEGFR2  приводило к  ингиби-
рованию формирования КПС, однако на  монокультуре 
ЭК  применение данного ингибитора значительно не  ме-
няло экспрессию генов Notch сигналинга, урокиназной 
системы или VEGFR 1или 2. Ингибитор γ-секретазы (ком-
понент Notch сигналинга) подавлял формирование КПС, 
а  в  моно культуре ЭК  снижал экспрессию мРНК Dll4, 
и  не  оказывал значительного влияния на  экспрессию 
мРНК VEGFR 1и 2 или урокиназной системы.

Полученные результаты свидетельствуют о  взаимо-
регуляции таких систем как Notch, VEGF и ВМ в процес-
се формирования новых сосудов клетками эндотелия 
и  МСК, что необходимо учитывать при разработке тех-
нологий получения васкуляризированных тканеинженер-
ных конструкций.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
19-015-00511.

Оценка роли контактного окружения 
как фактора дедифференцировки 
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Мультипотентные клетки жировой ткани — МСК и ДЖК 
(дедифференцированные жировые клетки) — дифферен-
цируются in vitro в различных направлениях как под влия-
нием специфических индукторов, так и под воздействием 
изменения концентраций нутриентов в  средах, причем 
успешно без фетальных сывороток. Традиционный про-
токол ферментативной дезинтеграции ткани целиком на-
рушает природную нишу клеток, что затрудняет оценку, 
какие именно факторы микроокружения клеток тормо-
зят проявление ими мультипотентных свойств в  ткани. 
Предположив, что наиболее значимыми являются гради-
енты растворимых веществ, мы смоделировали сохране-
ние клеточных контактов и тканевого матрикса, использо-
вав в эксперименте экспланты жировой ткани.

Целью исследования было оценить значение сохра-
нения контактного окружения клеток жировой ткани как 
фактора дедифференцировки адипоцитов и миграции.

Для этого экспланты жировой ткани крыс и кроликов по-
мещались в среды c BS на основе DMEM или DMEM/F12, 
получившиеся в результате миграции колонии гистохимиче-
ски тестировали на мультипотентность с применением тра-
диционных индукторов адипогенного и остеохондрогенного 

направлений; результаты сравнивали с популяциями МСК-
ЖТ, полученных обычным способом выделения, и Д ЖК, 
выделенных в «потолочной» культуре.

Микроскопией и  липофильным окрашиванием пока-
зано, что собственно адипоциты начинают дедифферен-
цироваться непосредственно в  экспланте жировой ткани 
и  мигрируют из  него, меняя морфологию и  избавляясь 
от липидных капель за 1–3 дня (в зависимости от обеднен-
ности среды глюкозой). Миграция новых клеток может про-
должаться 2–4 недели, при этом в экспланте визуализиру-
ются разрыхляющиеся зоны с существенным снижением 
количества сферических клеток и  скоплением мелкока-
пельных ДЖК. После 1–3 пассажей популяции показали 
способность к индуцированной дифференцировке на ади-
погенез, хондрогенез и  остеогенез, причем частота по-
явления клеток таких типов, как и  наработка коллагена, 
не отличалась от чашек, засеянных в аналогичные среды 
клетками из культур МСК-ЖТ того же животного, а также 
ДЖК, полученных «потолочным» культивированием.

Таким образом, мультипотентные клетки жировой 
ткани легко могут быть получены культивированием 
ее  эксплантов, мультипотентность мигрировавших кле-
ток при этом аналогична ДЖК и МСК, полученных фер-
ментативным выделением, подтверждая гипотезу, что 
трансдифференцировка инициируется изменением кон-
центрации растворимых молекул, составляющих компо-
ненты клеточной ниши, с  возможным участием локаль-
ных тканевых факторов.

Фотобиомодуляция метаболизма 
клеток в 3D-системах
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В настоящее время применение различных скаффол-
дов с иммобилизованными в них клетками для получения 
тканеинженерных продуктов и  трансплантации является 
одним из  наиболее распространенных подходов в  ре-
генеративной медицине. Однако данный метод имеет 
ограничения в  связи с  гибелью клеток внутри конструк-
ций из-за  недостатка кислорода, питательных веществ, 
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отсутствия васкуляризации. Одним из  многообещающих 
подходов для устранения этих проблем является фотобио-
модуляция (ФБМ). Данный метод основан на низкоинтен-
сивном облучении клеток, во  многих случаях активирую-
щем их пролиферацию, метаболизм и дифференцировку. 
Основной мишенью красного и ближнего инфракрасного 
света является дыхательная цепь митохондрий, однако 
до сих пор не изучены процессы запуска того или иного от-
вета клетки на ФБМ. Целью работы стал анализ влияния 
ФБМ в красном и инфракрасном диапазонах на физиоло-
гическую активность клеток в 2D и 3D культурах.

Для выяснения эффектов ФБМ в различных условиях 
были использованы 2 типа клеток человека с различным 
метаболизмом  — первичная культура мультипотентных 
мезенхимных стромальных клеток и  линия клеток нейро-
бластомы SK-N-BE(2), применяли облучение в  красном 
(633 нм) и ближнем инфракрасном (840 нм) диапазонах. 
В 2D культурах ФБМ активировала дыхательную цепь, что 
выражалось в обращении ингибирующего действия роте-
нона. Трёхмерные условия культивирования были созданы 
при помощи инкапсуляции клеток в  модифицированный 
фибриновый гидрогель. Было подтверждено, что при поме-
щении в  3D систему жизнеспособность и  пролиферация 
клеток снижалась в среднем на 20%. ФБМ, особенно свет 
инфракрасного диапазона, в  3D-системе возвращала 
жизнеспособность клеток к контрольным значениям в 2D 
культурах, повышая активность митохондрий на 10–15%.

Таким образом, было показано, что ФБМ красным 
и  инфракрасным облучением увеличивает метаболиче-
скую активность за  счет активации дыхательной цепи 
митохондрий, стимулирует пролиферацию и  выжива-
емость клеток. Инфракрасное облучение имеет более 
выраженные эффекты в  трехмерных системах. За  счет 
своего удобства и  эффективности данный подход мо-
жет найти широкое применение в  тканевой инженерии, 
в  частности, для прекондиционирования клеток в  скаф-
фолдах перед трансплантацией.

Работа выполнена при поддержке РНФ (№ 15-15-
00132, анализ метаболизма и  жизнеспособности) 
и РФФИ (№ 17-02-01248 и № 17-02-00832, ФБМ).

Влияние направленной регуляции АФК 
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Мультипотентные мезенхимные стромальные клетки 
(МСК) по результатам ряда доклинических и клинических 
исследований считаются эффективными для терапии ау-
тоиммунных заболеваний. Однако гетерогенность МСК, 
затрагивающая, как уже показано, пролиферативную, 
колониеобразующую активность МСК, дифференци-
ровочный потенциал, уровень АФК, создаёт сложности 
для их применения. На текущий момент малоизученным 
остаётся вопрос о  влиянии особенностей функциональ-
ного состояния МСК на иммуномодуляторные свойства.

Данное исследование направлено на  выявление 
связи регуляции функций МСК, сопряжённой с  изме-
нением уровня АФК, и  метаболической и  иммуномоду-
ляторной активности МСК в  процессе взаимодействия 
с активированными аллогенными иммунными клетками. 
Предварительные тесты показали повышение уровня 

АФК в МСК при праймировании их ИФН-γ в течение 16 ч, 
а  также снижение уровня АФК при инкубации с  антиок-
сидантом N-ацетил-L-цистеин (NAC). Далее МСК, пре-
кондиционированные с ИФН-γ либо NAC, в течение суток 
сокультивировали с  ФГА-стимулированными аллоген-
ными мононуклеарами периферической крови (МНК) 
при разделении полупроницаемой мембраной транс-
велл. Окрашивание специфическими флуоресцентными 
зондами выявило, что МНК стимулировали повышение 
уровня АФК в МСК, при этом предобработка ИФН-γ сход-
но с  NAC могла ослаблять этот эффект. Наблюдалась 
тенденция к  снижению трансмембранного потенциала 
митохондрий под воздействием МНК, чему также способ-
ствовало прекондиционирование с NAC. Метаболическая 
активность МСК, оцененная по  способности восстанав-
ливать краситель Alamar Blue, практически не менялась. 
Праймирование ИФН-γ, а также взаимодействие с МНК 
приводило снижению объёма эндосомального компар-
тмента. Прекондиционирование МСК, регулирующее уро-
вень АФК, не влияло на способность модулировать экс-
прессию маркёров активации CD25, CD69 на МНК. А при 
взаимодействии МНК с  ИФН-γ-праймированными МСК 
наблюдалось некоторое повышение экспрессии HLA-
DR. Регуляция МСК при помощи ИФН-γ и NAC приводила 
к небольшому снижению способности ингибировать про-
лиферацию и индуцировать гибель активированных МНК.

Таким образом, направленная регуляция уровня АФК 
в  МСК вызывает изменение эндосомального компар-
тмента, активности митохондрий, а  также регулирует 
иммуномодуляторную активность МСК при взаимодей-
ствии с аллогенными активированными МНК.

Работа выполнена при поддержке Гранта Президента 
Российской Федерации МК-2976.2018.4.
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Гиалиновый хрящ представляет собой аваскулярную 
соединительную ткань суставной поверхности состоя-
щей преимущественно из воды и белков внеклеточного 
матрикса. Он способен выдерживать большие механиче-
ские нагрузки и обратимо деформироваться, но облада-
ет низкиим регенеративным потенциалом.

Перспективным направлением медицины является 
трансплантация на место повреждения хряща клеточно-
инженерной конструкции (КИК) состоящей из биодегра-
дируемой мембраны и помещённых в неё генетически мо-
дифицированных аутологичных клеток (мезенхимальных 
мультипотентных стволовых клеток (ММСК), хондроци-
тов и др.) с активацией синтеза белков внеклеточного ма-
трикса. Одним из вариантов такой модификации клеток 
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является их трансфецирование плазмидой, несущей ген 
tgfβ3 — одного из важнейших индукторов хондрогенеза.

Целью исследования стало создание КИК с исполь-
зованием генетически активированных мезенхимальных 
мультипотентных стромальных клеток (ММСК) и  биоде-
градируемой полилактидной мембраны для замещения 
поверхностных дефектов гиалинового хряща.

Материалы и  методы. Биодеградируемую мембра-
ну синтезированли из  полимолочной кислоты. ММСК 
выделяли из  бедренных костей половозрелых крыс 
и  культивировались до  3  пассажа при 37оС и  5% СО2. 
Трансфекция осуществлялась с  помощью электропо-
ратора созданной рекомбинантной плазмидой на  ос-
нове вектора pEGFP-N3  и  содержащий вставку гена 
tgfβ3 и флюоресцентный маркер. Совмещение культуры 
клеток и  мембраны происходило динамическим спосо-
бом с  помощью разработанного и  запатентованного 
устройства (Ru 2019 104 311), а оценка результата про-
исходило с  помощью методики сканирующей электрон-
ной микроскопии и гистологическими методами.

Результаты. По  результатам анализа методом про-
точной цитометрии было подтверждено принадлежность 
используемых клеток к ММСК. С помощью секвенирова-
ния и гель-электрофореза была подтверждена последова-
тельность и наличие вставки в созданной плазмиде. При 
оценке трансфецированных клеток было обнаружены ско-
пления клеточных агрегатов с флюоресцентной светимо-
стью, что подтверждает трансфецирование клеток и дей-
ствие белка на культуру клеток. Устройство по заселению 
КИК позволило подтвердить наличие клеток как на её по-
верхности, так и внутри инженерной конструкции.

Выводы. Разработана КИК, состоящая из  культуры 
ММСК синтезирующих важнейший индуктор хондроге-
неза  — цитокин Tgfβ3  и  биодеградируемого носителя. 
Планируется трансплантация конструкции в область де-
фекта гиалинового хряща экспериментального животно-
го с оценкой результата в динамике.

Восстановление тканевых элементов 
плаценты после повреждения 
наночастицами меди: оценка роли 
фосфорилирующих тирозинкиназ — 
белковых продуктов гена SRC

Дмитрий Александрович Боков1, Дмитрий 
Александрович Горьков2, Андрей Александрович 
Слободсков3, Светлана Викторовна Нотова4

1 � Оренбургский государственный медицинский 
университет, Оренбург, Россия;

2 � Национальный медицинский исследовательский 
центр психиатрии и наркологии им. В.П. Сербского, 
Москва, Россия;

3 � Городская клиническая больница № 2, Оренбург, 
Россия;

4 � Федеральный научный центр биологических систем 
и агротехнологий РАН, Оренбург, Россия

cells-tissue.bokov2012@yandex.ru

Экспрессия гена SRC в дефинитивных тканях является 
онкогенным фактором. Доказана её роль в индукции коло-
ректального рака, рака молочных желёз, головного мозга 
и др. Фоcфорилирующие тирозинкиназы SRC — элементы 
внутриклеточной машинерии, поддерживающей высокий 
уровень пролиферации, выживаемость, высокие адгезив-
ные возможности поверхности клеток. Белковые продук-
ты гена SRC модулируют рецепторы к  цитокинам проли-
ферации, дифференцировки, интеграции клеток.

Перспектива использования новых биомедицинских 
материалов, в  том числе, наноструктурированных ве-
ществ, требует их всестороннего биотестирования с ана-
лизом нового диапазона параметров трансформации 
биологических тканей и сохранения их детерминирован-
ных гистогенетических свойств.

Целью работы стала проверка гипотезы о регулятор-
ной роли гена SRC в активно перестраивающихся тканях 
плаценты, в том числе, и после их повреждения наноча-
стицами меди.

Работа выполнена в группе самок крыс Wistar (N=30), 
которым после наступления беременности каждые три 
дня, вплоть до 18 суток, в бедренную группу мышц вво-
дили по 2 мл взвеси наночастиц меди с концентрацией 
1,0  мл/кг. Наночастицы имели размер 102±2,0  нм. 
Наноструктурированное вещество получено в Институте 
химической физики РАН. Активность гена определяли 
по накоплению в клетках его белковых продуктов, выяв-
ляемых с помощью моноклональных антител.

Введение наночастиц обусловило нарушение хода раз-
вития плаценты и дифференцировки её тканевых элемен-
тов. Сохранялись значительные по объёму (до 10%) участ-
ки незрелого трофобласта; на  50% снижался диаметр 
терминальных балок; на  20% снижался объём лабирин-
та; резко возрастал объём межбалочного пространства 
(на 15%). Появлялись зоны некроза и расплавления балок. 
В балках регистрировалось прекращение фетального кро-
вотока и спадение гемокапилляров. При этом, почти в три 
раза возрастал объём симпластических почек и была про-
демонстрирована индукция новообразования терминаль-
ных балок. Это свидетельствовало об активации компенса-
торно-пластических процессов. В хориональном эпителии 
формирующихся балок и в местах его утолщения опреде-
лялось высоко интенсивное накопление метки маркёра. 
Напротив, клетки трофобласта и децидуальной ткани были 
SRC-негативными. В  ещё большей степени экспрессия 
гена SRC определялась в  мезенхиме хориоаллантоидной 
пластинки и эпителии желточного мешка.

Полученные данные свидетельствуют о регуляторном 
значении гена SRC компенсаторно-пластических процес-
сов в плаценте при повреждении её тканей наночастица-
ми меди.

Трансплантация гиперпродуцирующих 
фактор роста гепатоцитов (HGF) МСК 
жировой ткани в виде клеточных 
пластов эффективно стимулирует 
восстановление ишемизированной 
конечности мыши

М.А. Болдырева1, Ю.Д. Молокотина1, 
Е.К. Шевченко1, И.Б. Белоглазова1, 
Е.С. Зубкова1, К.В Дергилев1, П.И. Макаревич2, 3, 
Е.И. Ратнер1, Е.В. Парфенова1

1 � ФГБУ «НМИЦ кардиологии» Минздрава России, 
Москва, Россия;

2 � Институт регенеративной медицины, Медицинский 
научно-образовательный центр, МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия;

3 � Факультет фундаментальной медицины, МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

mboldyreva@inbox.ru

Клеточная терапия, основанная на  использовании 
мезенхимальных стволовых (стромальных) клеток 
(МСК),  — интенсивно развивающаяся технология сти-
муляции ангиогенеза и регенерации при ишемическом 
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повреждении тканей. При этом крайне актуальной ока-
зывается разработка методов сохранения жизнеспо-
собности и регенеративных свойств клеток после транс-
плантации. Одним из  перспективных подходов может 
быть использование минимальных тканеинженерных 
конструкций в виде клеточных пластов, образованных 
МСК и  наработанным ими внеклеточным матриксом, 
отчасти моделирующих клеточную нишу с  поддер-
живающим микроокружением. Регенеративные эф-
фекты МСК могут быть усилены путем генетической 
модификации, вызывающей гиперэкспрессию фак-
тора роста с  плейотропным влиянием на  процессы 
регенерации. Мы  оценили терапевтический эффект 
МСК жировой ткани (МСК ЖТ), модифицированных 
аденоассоциированным вирусным вектором, несу-
щими ген фактора роста гепатоцитов (HGF), на  моде-
ли ишемии задней конечности у  мыши. Ангиогенный 
(плотность сосудов на  срезах мышц CD31+, α-ГМА+) 
и  нейропротективный эффекты (количество нервных 
волокон на  срезах мышц, NF200+структур) были оце-
нены после трансплантации МСК как в суспензии, так 
и  в  виде тканеинженерной конструкции (cell sheets, 
CS). Восстановление кровотока оценивали по лазерно-
му доплеровскому сканированию в динамике до 21 дня 
после моделирования ишемии.

Полученные результаты показали, что трансплан-
тация клеток, гиперэкспрессирующих плейотропный 
фактор роста HGF, ведет к  более эффективному вос-
становлению ишемизированной конечности, включая 
восстановление кровоснабжения, васкуляризации и  ин-
нервации, уменьшение размера некроза мышц и  по-
следующего фиброза, чем трансплантация немоди-
фицированных МСК ЖТ. Наибольшая эффективность 
отмечена при трансплантации МСК ЖТ, гиперпродуциру-
ющих HGF, в виде клеточных пластов. Мы предполагаем, 
что наблюдаемые эффекты обусловлены плейотропным 
действием HGF наряду с многофакторным паракринным 
влиянием самих МСК ЖТ, которые остаются жизнеспо-
собным и функционально активным при их транспланта-
ции в виде клеточных пластов.

Исследование поддержано грантом РФФИ 
№ 18-015-00438.

Оптимизация протокола тестирования 
металлических образцов на культуре 
фибробластов

Виолетта Викторовна Болтовская, Виктория 
Викторовна Россинская, Ирина Феликсовна 
Нефедова, Лариса Николаевна Кулагина

Институт экспериментальной медицины 
и биотехнологий, СамГМУ, Самара, Россия

violetta.boltovskaya@yandex.ru

В настоящее время стандартные протоколы тестиро-
вания отсутствуют, каждый исследователь составляет 
свой план тестирования для каждого конкретного случая. 
Нами усовершенствован и  оптимизирован протокол те-
стирования in  vitro изделий медицинского назначения, 
имеющих металлические детали.

Протестировать целиком готовые изделия, приме-
няемые в  травматологии, ортопедии, стоматологии, 
на культурах клеток невозможно. Образцы, необходимые 
для исследования изготавливают определенной формы 
и  размеров, структура их  поверхности соответствует 
структуре поверхности самого готового изделия, образ-
цы стерильны.

Первоначальная задача состоит в  получении доста-
точного количества качественных линий клеток, получен-
ных из  первичных эксплантатов. Перед исследованием 
проверяют культуру на жизнеспособность и пролифера-
тивный потенциал (индекс пролиферации, время удвое-
ния, индекс адгезии). Затем приступают непосредствен-
но к тестированию.

Рекомендуемые в  ГОСТ ISO 10993, ч. 5  метод не-
прямого контакта используется только для качественной 
оценки цитотоксичности. Для возможности применения 
еще и количественных методов, мы предложили исполь-
зовать 24-луночные планшеты со вставками.

При появлении явной цитотоксичности образцов 
на первом этапе (окрашивание клеток в синий цвет 0,4% 
раствором трипанового синего), дальнейшее исследо-
вание проводить нецелесообразно. При слабой цитоток-
сичности и ее отсутствии следующий этап включает ком-
плекс общеморфологических и  биохимических методов 
(МТТ и ЛДГ). При проведении исследования на адгезив-
ную способность клеток к поверхности материала необ-
ходимо, чтобы образец полностью закрывал дно лунки 
в планшете, и суспензия клеток вносилась только на по-
верхность образца, иначе произойдет потеря клеток и бу-
дет получен недостоверный результат.

Предложенный нами протокол показал свою пригод-
ность для тестирования новых изделий медицинского на-
значения, которые найдут широкое применение в регене-
ративной медицине.

Влияние ишемической болезни 
сердца на продукции фактор роста 
фибробластов-21 локальных жировых 
депо

Дарья Андреевна Бородкина1, 3, Юлия 
Александровна Дылева1, Ольга Викторовна 
Груздева1, 2, Екатерина Владимировна Белик1
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Кемерово, Россия;
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3 � Областной диабетологический центр Кемеровской 
области, «Кемеровская областная клиническая 
больница» им. С.В. Беляева, Кемерово, Россия

dyleva87@yandex.ru

Цель работы определить особенности продукции 
фактор роста фибробластов-21 (FGF-21) подкожных, эпи-
кардиальных и периваскулярных адипоцитов у пациентов 
с ишемической болезнью сердца и пороками сердца.

Материалы и  методы исследования. В  исследо-
вание включено84  пациента с  ишемической болезнью 
сердца (ИБС) и  инфарктом миокарда (ИМ) в  анамнезе 
и 50 пациентов с пророками сердца: 30 человек с врож-
денными (ВПС, недостаточность аортального клапана) 
и  20  с  приобретенными (ППС, на  фоне ревматической 
болезни сердца, стеноз митрального клапана).Всем па-
циентам во  время планового оперативного вмешатель-
ства (аортокоронарного шунтирования (АКШ) или за-
мене клапанов сердца), проводился забор адипоцитов 
эпикардильной (ЭЖТ) и подкожной жировой ткани (ПЖТ) 
и  периваскулярной жировой ткани (ПВЖТ) (в  области 
маммакоронарного сосудистого пучка, который распо-
лагается в переднем средостении — восходящей частью 
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аорты) с последующим культивированием и получением 
супернатанта. Со  дна лунок аккуратно забирали среду 
для последующего определения экспрессии генаFGF-21, 
а также содержания продуктов его экспрессии методом 
иммуноферментного анализас использованием тест-
систем фирмы BioVendor (США).Данные проанализиро-
ваны с использованием пакета прикладных статистиче-
ских программ Statistica 9.0.

Результаты: среди пациентов без поражения коро-
нарных артерий не  прослеживалось значимой разницы 
в  экспрессии гена FGF-21  во  всех трех культурах для 
адипоцитов. Тогда как среди пациентов с  ИБС адипо-
циты ЭЖТ, характеризовались более низким уровнем 
экспрессии гена — в 3,3 раза ниже чем в культуре ПЖТ 
и в 3,11 ниже, чем в культуре ПВЖТ. Исследуемые груп-
пы достоверно не  различались по  уровню экспрессии 
гена FGF-21 в культурах ПЖТ и ПВЖТ.Данные о секре-
ции FGF-21  соответствовали экспрессии его гена. Так 
наименьшая концентрация FGF-21  регистрировалась 
в супернатанте адипоцитов ЭЖТ пациентов с ИБС и была 
почти в два раза ниже, чем в остальных культурах. Тогда 
как секреция FGF-21  в  супернатанте адипоцитов ПЖТ 
и ПВЖТ достоверно не различалась, ни между группами 
пациентов, ни между культурами.

Выводы: Таким образом ЭЖТ у пациентов с ИБС ха-
рактеризуется подавлением секреции FGF-21 по сравне-
нию с  пациентами без поражения коронарных артерий 
и других жировых депо.

Поисково-аналитическая работа по подготовке руко-
писи проведена при финансовой поддержке гранта РНФ 
№ 17-75-20026 «Молекулярные маркеры патологиче-
ской активации жировой ткани при сердечно- сосудистых 
заболеваниях».

Применение мезенхимальных 
стволовых клеток плаценты при 
местных лучевых поражениях кожи

Виталий Андреевич Брунчуков, Татьяна 
Алексеевна Астрелина, Виктория Андреевна 
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Усупжанова, Анна Андреевна Расторгуева, 
Ольга Александровна Максимова, Валерий 
Евгеньевич Крючихин, Сергей Владимирович 
Лищук, Елена Алексеевна Дубова, Константин 
Анатольевич Павлов, Валентин Андреевич 
Брумберг, Андрей Юрьевич Бушманов, 
Александр Сергеевич Самойлов

ГНЦ Федеральный медицинский биофизический 
центр им. А.И. Бурназяна ФМБА России, Москва, 
Россия

brunya2008@yandex.ru

Изучение регенеративных процессов кожи у  лабо-
раторных животных с  МЛП при использовании мезен-
химальных стволовых клеток (МСК) плаценты человека 
и концентрата их кондиционированной среды (ПКС).

Моделировали МЛП на  рентгеновской установке 
в дозе 110 Гр, 80 лабораторных животных (самцы Wistar, 
8–12  недель, m=210,0±30,0  г) рандомизировали слу-
чайным образом на  4  группы (по  20  животных в  каж-
дой): контроль (К)  — без получения терапии; контроль 
с введением концентрата культуральной среды (КС); те-
рапия МСК плаценты (Пл); терапия ПКС. Терапию произ-
водили в рассчетной дозе 2×106/кг на 1, 14, 21 сутки. 
Проводили гистологическое и  иммуногистохимическое 

исследования. Культивировали МСК до  3–5  пасса-
жа, осуществляли забор кондиционированной среды 
и  концентрировали ее  в  10  раз. С  помощью проточной 
цитофлюориметрии определяли иммунофенотип МСК 
и жизнеспособность.

Средняя площадь измененной кожи на  7  день была 
достоверно ниже в группах К и КС по сравнению с груп-
пами Пл  и  ПКС (p≤0,05), к  14  дню общая измененная 
площадь в  группах К, Пл  и  ПКС не  различалась, тогда 
как в группе КС она была меньше до конца эксперимен-
та. С  14  дня эксперимента регистрировали открытую 
раневую поверхность кожи у  всех животных. Динамика 
уменьшения площади открытой раневой поверхности 
была одинакова для всех групп до  42  дня исследова-
ния. После наблюдали волновую динамику увеличения 
и  уменьшения открытой раневой поверхности во  всех 
группах, кроме КС. На 112 день площадь отрытой ране-
вой поверхности в  группе ПКС была в  6,7  раз меньше 
по  сравнению с  группой К. Полное заживление ране-
вой поверхности кожи в  группе КС  отмечалось у  40%, 
в ПКС — 60%, в Пл — 20%, в группе К не произошло за-
живление раневого дефекта. По данным гистологическо-
го исследования отмечали уменьшение воспалительных 
процессов, наличие зачатков волосяных фолликулов 
и  пролиферацию сосудов микроциркуляторного русла 
в ПКС в отличие от других групп, в которых эти изменения 
были не столь заметны.

Применение концентрата кондиционированной сре-
ды МСК плаценты (группа ПКС) при МЛП у лаборатор-
ных животных приводит к ускорению перехода раневого 
процесса в стадию регенерации и эпителизации. В од-
ной из контрольной групп при применении концентрата 
культуральной среды (группа КС) наблюдали значимое 
уменьшение площади раневой поверхности по сравне-
нию с другими группами на протяжении всего периода 
наблюдения. Однако, анализ гистологического и имму-
ногистохимического исследований не  позволяет одно-
значно утверждать об эффективности применения дан-
ного типа терапии.

Роль междисциплинарного 
взаимодействия в функционировании 
биобанков: цели и формы

Елена Владимировна Брызгалина

Философский факультет, МГУ им. М.В. Ломоносова, 
Москва, Россия

evbrz@yandex.ru

Междисциплинарное взаимодействие прим.тельно 
к  биобанкам отличается опережающим развитием тех-
нических решений в  сравнении с  социогуманитарным 
осмыслением оснований и  последствий биобанкинга, 
что подразумевает сложные кооперационно-коорди-
национные связи отдельных исследовательских групп 
и  различный характер целевых ориентиров и  форм 
междисциплинарности.

Философский уровень определяется включенностью 
биобанков в трансформацию природы человека, дискус-
сионностью оснований и  границ вмешательств в  есте-
ственную заданность телесной основы человеческого 
бытия, остротой проблем доступности и справедливости 
продуктов биобанкинга. Влияние на развитие общества 
расширяющихся и  углубляющихся данных о  человеке 
чревато дискриминационными и  стигматизирующими 
последствиями, что требует анализа заинтересован-
ности различных социальных субъектов в  результатах 
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биобанкинга, изменения отношений к  общественному 
и личному здоровью как благу.

Национально-государственный уровень требует меж-
дисциплинарного взаимодействия по проблемам обеспе-
чения государственной безопасности; при разработке 
и  реализации модели государственного регулирования 
развития фундаментальных и прикладных исследований. 
Биобанки становятся институциями, интегрирующими 
тренды развития всех элементов системы «наука-обще-
ство». Направления и перспективы влияния результатов 
работы биобанков на государственные решения разных 
уровней в  сфере здравоохранения, социальной полити-
ки, и, возможно, других сферах, должны стать предметом 
анализа соотношения глобальных, национально-государ-
ственных интересов и автономии индивида, соотношения 
актов солидарности-добровольности и  коммерциализа-
ции-частного присвоения. Формы междисциплинарного 
взаимодействия на двух описанных уровнях институцио-
нально вынесены за пределы биобанков.

Собственно-научный уровень связан с  определе-
нием целеполагания биобанка, обоснованием стра-
тегий и  форм развития. Он  включает выработку поня-
тийного аппарата междисциплинарных исследований, 
рассмотрения соотношения «часть  — целое» при ти-
пологизации коллекций и  моделировании разного 
уровня процессов, требует разработки и  соблюдения 
нормативного регулирования деятельности. Формы 
междисциплинарного взаимодействия на  этом уровне 
заключены в рамки функционирования биобанков (био-
этические комитеты (комиссии)).

Описанное видение целей и форм междисциплинар-
ного взаимодействия не является исчерпывающим, оно 
быть уточнено и дополнено применительно к конкретным 
биобанкам с учетом их целевой направленности и уровня.

Электропроводящие биосовместимые 
нанокомпозиты на основе хитозана 
и графена

Александр Станиславович Буинов1, Бато 
Чингисович Холхоев1, Ксения Николаевна 
Бардакова2, Эльвира Разитовна 
Гафарова2, Петр Сергеевич Тимашев2, 
Виталий Федорович Бурдуковский1

1 � Байкальский институт природопользования, Улан-
Удэ, Россия;

2 � Первый Московский государственный медицинский 
университет им. И.М. Сеченова, Москва, Россия

buinov.aleksandr.96@mail.ru

Восстановление поврежденных тканей, на  сегод-
няшний день, является одной из  самых актуальных 
и  важных проблем в  современной медицине. Одним 
из способов решения является использование принци-
пов тканевой инженерии, которые позволяют создать 
искусственную ткань из собственных клеток пациента. 
Важная роль при этом отводится скаффолдам, которые 
необходимы для поддержания роста и  дифференциа-
ции клеток в  процессе реконструкции поврежденной 
ткани. Для получения скаффолдов используют различ-
ные полимеры, одним из которых может выступать хи-
тозан, который возможно комбинировать с  различны-
ми биоактивными веществами. Для улучшения свойств 
полимерной матрицы часто добавляют различные на-
полнители, среди которых одним наиболее перспектив-
ных является графен, ввиду его высоких механических 
характеристик и  электропроводности. Таким образом, 

целью данной работы являлось получение и  изучение 
свойств биосовместимых электропроводящих компо-
зитов на основе хитозана и графена.

Для получения стабильных графеновых дисперсий 
использовали мультислойный графен. Дисперсии были 
приготовлены в  водном растворе Pluronic F-108 (ПЛУ) 
с концентрацией 10 мг/мл. Полученные дисперсии при-
менялись с целью получения композитного раствора по-
лимера. Для этого к дисперсиям добавляли хитозан, при 
этом массовое отношение хитозана к  ПЛУ составляло 
2:1. Образцы были получены в виде эластичных пленок 
черного цвета с  содержанием графена 1–5% (масс.). 
Проведенные испытания показали, что добавление гра-
фена к полимеру приводит к увеличению электропровод-
ности, достигающей значения 4×10–1 См/см.

Таким образом, был разработан метод получения гра-
феновых дисперсий с концентрацией графена до 1,5 мг/
мл. Получены однородные пленочные материалы на ос-
нове хитозана и  графена, которые обладают хорошей 
электропроводимостью, улучшенными механическими 
характеристиками, а также не являются токсичными.

Роль физических факторов 
микроокружения в функциональном 
состоянии прогениторных клеток

Людмила Борисовна Буравкова

Лаборатория клеточной физиологии, ФГБУН ГНЦ 
РФ — Институт медико-биологических проблем РАН, 
Москва, Россия

buravkova@imbp.ru

Внеклеточное микроокружение (биохимические 
и  биофизические факторы) является одним из  глав-
ных регуляторов регенеративных и  репаративных про-
цессов. Механизмы действия отдельных факторов 
и  их  комплексное влияние еще предстоит проанали-
зировать. Интенсивное исследование прогениторных 
клеток in vitro приводит к накоплению данных о влиянии 
физических факторов на  функциональное состояние 
и  дифференцировку МСК. Важная роль в  этих процес-
сах принадлежит цитоскелету и  молекулам адгезии. 
Особенно важным эти вопросы становятся при исполь-
зовании носителей различной природы для создания 
биоинженерных конструкций, когда от  жесткости/пла-
стичности и  адгезивных свойств материала зависит 
адгезия и коммитирование клеток. Показано, что МСК 
наряду с  рядом других тканеспецифичных клеток об-
ладают механочувствительностью. Важную роль в этих 
процессах играет внеклеточный матрикс, который че-
рез реорганизацию цитоскелета регулирует взаимо-
действие клеток с  микроокружением, жизнеспособ-
ность и дифференцировку. Для возможного управления 
функциональным состоянием МСК необходимо изучать 
пересечение внутриклеточных путей проведения меха-
нического сигнала и  регуляторные связи от  факторов 
роста и интерлейкинов (от биохимических регуляторов). 
Снижение интенсивности влияния механического фак-
тора хорошо иллюстрируется в  условиях невесомости. 
Продемонстрированные в  экспериментах изменения 
цитоскелета, молекул адгезии и  коммитирования по-
зволяют с  уверенностью говорить о  гравичувствитель-
ности МСК, а  выявленные изменения скелета, мышц 
и  др. требуют внимательного анализа. С  другой сторо-
ны, невесомости и  моделирование микрогравитации 
в наземных условиях уже используют для получения ор-
ганоидов, поскольку эти условия позволяют исключить 
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седиментацию, приводящую к контакту с поверхностью 
и  началу дифференцировки. Еще одной областью ме-
ханобиологии является изучение гидростатического 
давления на хондрогенез. Этот подход используется для 
создания хрящевых ткане-инженерных конструкций. 
Таким образом, биофизические сигналы и факторы мо-
гут i) генерировать, усиливать или поддерживать биохи-
мические сигналы для спецификации мезенхимальных 
предшественников и  для тонкой настройки процессов 
дифференцировки и  ii) играть решающую роль в  фор-
мировании тканевых структур с соответствующими био-
логическими функциями.

Работа поддержана грантом РФФИ № 19-29-04026.

Ex vivo экспансия гемопоэтических 
предшественников из пуповинной 
крови: роль клеточных и неклеточных 
факторов микроокружения

Людмила Борисовна Буравкова, Ирина 
Вячеславовна Андрианов, Екатерина Андреевна 
Голикова, Александра Николаевна Горгостаева

ГНЦ РФ — Институт медико-биологических проблем 
РАН, Россия

buravkova@imbp.ru

Мезенхимальные стромальные клетки (МСК) из  жи-
ровой ткани являются хорошей альтернативой МСК 
из  костного мозга, поскольку эффективно поддержива-
ют экспансию ex vivo гемопоэтических стволовых и про-
гениторных клеток (ГСК). Мононуклеары пуповинной 
крови содержат ГСК, однако их  небольшое количество 
является серьезным ограничением для использования 
в  клеточной терапии. Экспансия ГСК ex  vivo позволяет 
амплифицировать гемопоэтические предшественники 
различной степени коммитирования.

МСК из  жировой ткани эффективно поддержива-
ют ГСПК из  пуповинной крови. По  сравнению с  20% 
О2, при «физиологической» гипоксии (5% О2) обна-
ружено достоверно больше гемопоэтических КОЕ 
среди флотирующих ГСПК, а  также КООБ среди 
МСК-ассоциированных ГСК. По  крайней мере, часть 
этих эффектов может быть обусловлена изменени-
ем функциональной активности МСК, в  которых при 
«физиологической» гипоксии более активно экспрес-
сируются гены, отвечающие за  адгезию клеток, про-
дукцию и  ремоделирование внеклеточного матрикса. 
МСК-ассоциированные ГСК включают субпопуляцию 
CD45+/CD90+ некоммитированных гемопоэтических 
предшественников, что делает их  востребованным 
продуктом в клеточной терапии и регенеративной ме-
дицине. В МСК, ассоциированных с ГСК, повышена экс-
прессия генов, отвечающих за  иммуносупрессивную 
активность (IDO, LIF, PTGS2). МСК в составе ассоциа-
тов с ГСК эффективно ингибируют активацию и проли-
ферацию аллогенных стимулированных T-лимфоцитов. 
Транскрипция и  секреция VEGF также увеличена, ука-
зывая на возможную стимуляцию роста сосудов.

Таким образом, сочетание факторов, характерных 
для тканевой ниши ГСК — стромального слоя и тканевого 
содержания О2 обеспечивает выраженные стромальные 
эффекты с  преимущественным поддержанием неком-
митированных ГСК, обеспечивающих длительное под-
держание кроветворения in vivo (LTC-IC). При этом МСК 
сохраняют свой собственный регенеративный потенци-
ал, демонстрируя свойства «третьей ткани». Результаты 
исследования могут быть востребованы для создания 

эффективных и  контролируемых методических подхо-
дов, обеспечивающих получение большого количества 
гемопоэтических стволовых и прогениторных клеток для 
трансплантации. Полученные результаты расширяют 
возможности использования МСК для нужд регенера-
тивной медицины.

Исследование выполнено при финансовой поддержке 
РФФИ в рамках научного проекта 19-29-04026 и про-
екта в рамках Программы Президиума РАН № 18.

Новая длинная некодирующая РНК 
HELIS — потенциальный биомаркер 
нормальных гепатоцитов человека

Ольга Юрьевна Буренина1, Наталия 
Леонидовна Лазаревич2, 3, Тимофей Сергеевич 
Зацепин1, 4, 5, Мария Петровна Рубцова1, 4, 5, 
Ольга Анатольевна Донцова1, 4, 5

1 � Сколковский институт науки и технологий, Москва, 
Россия;

2 � НИИ канцерогенеза ФГБНУ «Российский 
научный онкологический центр им. Н.Н. Блохина» 
Минздрава России, Москва, Россия;

3 � Биологический факультет МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия;

4 � НИИ физико-химической биологии 
им. А.Н. Белозерского, Москва, Россия;

5 � Химический факультет МГУ им. М.В. Ломоносова, 
Москва, Россия

alunit@inbox.ru

Как известно, большая часть генома человека не ко-
дирует белки, однако транскрибируется с  получением 
РНК разного размера, в частности длинных некодирущих 
РНК (днРНК, >200  нуклеотидных остатков). Несмотря 
на относительно малую изученность этого класса моле-
кул, существует ряд экспериментальных свидетельств 
об их участии практически во всех клеточных процессах, 
в том числе в дифференцировке, пролиферации и канце-
рогенезе. Наш проект направлен на поиск новых днРНК 
человека, экспрессия которых существенно меняется 
в различных типах рака печени по сравнению с условной 
нормой. Такие РНК могут иметь значительный потенциал 
в качестве диагностических или прогностических марке-
ров, а также могут быть использованы в качестве мише-
ней для терапии онкологических заболеваний.

HELIS (от англ. «healthy liver-specific») — новая днРНК, 
впервые охарактеризованная в  нашей научной группе. 
В  отличие от  большинства известных днРНК, уровень 
ее  экспрессии значительно падает при развитии зло-
качественных опухолей печени, в частности при гепато-
клеточной карциноме. В  образцах холангиокарциномы 
количество HELIS было практически невозможно детек-
тировать c  помощью кОТ-ПЦР, что согласуется с  дан-
ными о ее специфичности именно для гепатоцитов. При 
этом при развитии доброкачественных опухолей печени, 
экспрессия днРНК снижалась незначительно. Эти фак-
ты позволяют рассматривать HELIS как потенциальный 
биомаркер. Интересно, что эта днРНК полностью отсут-
ствует в «стандартных» клеточных линиях печени челове-
ка Huh7 и HepG2 (вероятно, ввиду их раковой природы), 
а направленная суперэкспрессия HELIS в Huh7 приводит 
к снижению скорости миграции клеток. Нами было уста-
новлено, что синтез HELIS значительно меняется в про-
цессе дифференциации предшественников гепатоци-
тов — клеток HepaRG, используемых в научной практике 
в  качестве аналога первичной культуры клеток печени. 
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В  ходе культивирования HepaRG образуют смешанную 
популяцию биллиарных клеток и гепатоцитов. Отсутствие 
HELIS в  исходной культуре HepaRG и  ее  аккумуляция 
при дифференцировке клеток позволяет предположить 
ее непосредственное участие в этом процессе и вероят-
ное значение для регенерации печени.

Финансирование исследования: работа поддержана 
грантом РНФ № 18-74-00120.
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регенерации костной ткани 
в условиях иммобилизационного 
остеопороза
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Введение. Иммобилизационный остеопроз (ИОП)  — 
снижение минеральной плотности костной ткани вслед-
ствие длительной иммобилизации. Актуальность из-
учения механизмов регуляции посстравматической 
регенерации костной ткани в условиях ИОП обусловлена 
тем, что на фоне ИОП увеличивается длительность сроков 
сращения, исходы лечения часто оказываются неудов-
летворительными (В.С Оганов, 2009, С.В. Гюльназарова, 
2014). Представляет интерес исследование костного 
морфогенетического белка 2 (КМБ-2), одного из основ-
ных регуляторов остеогенеза, в  процессе репарации 
костной ткани в условиях ИОП.

Материал и методы. Путем ампутации кости голени 
правой задней конечности 10-ти крысам-самцам линии 
Вистар моделировали ИОП. На  90  сутки после ампута-
ции (когда был сформирован ИОП) производили перелом 
большеберцовой кости левой задней конечности (мало-
берцовая кость при этом выступала в роли естественной 
шины). Группа сравнения  — 10  здоровых крыс линии 
Вистар, которым также производили перелом больше-
берцовой кости. На 14 и 30 сутки после травмы живот-
ных выводили из эксперимента и в костных гомогенатах 
большеберцовых костей травмированной и  интактной 
конечностей определяли концентрацию КМБ-2  в  пере-
счете на грамм белка.

Результаты. На  14  сутки после перелома уровень 
КМБ-2  в  травмированной конечности здоровых живот-
ных был значимо выше в 2,1 раза (р≤0,01), чем у живот-
ных с ИОП. При этом уровень КМБ-2 в травмированной 
конечности по сравнению с интактной в группе здоровых 
животных отличался в  3,7  раза, а  в  группе животных 
с ИОП в 1,45 раза (р≤0,05).

Уровень КМБ-2 на 30 сутки после перелома в трав-
мированной конечности животных без ИОП был значи-
мо выше в  2,36  раз, чем у  животных с  ИОП (р≤0,01). 
Концентрация КМБ-2  у  здоровых животных была 
в 1,84 раза выше в травмированной конечности по срав-
нению с интактной (р≤0,01) (у животных с ИОП уровень 
КМБ-2 значимо не отличался).

Выводы. КМБ-2 на всех этапах репаративного остео-
генеза является критически важным регулятором — сти-
мулирует дифференцировку мезенхимальных стволовых 
клеток в  остеогенном направлении, поддерживает ак-
тивность остеобластов, контролирует минерализацию 
костного матрикса (R.N. Wang, 2014, J. Sun, 2015). 
Полученные данные свидетельствуют о  значительном 
снижении участия КМБ-2  в  процессе репаративного 

остеогенеза у животных с ИОП по сравнению со здоро-
выми животными как на стадии репарации, так и на ста-
дии ремоделирования костной ткани, что во многом объ-
ясняет наблюдаемые в  клинической практике случаи 
несращений переломов.

Функции белка IGFBP3 в культуре 
стареющих стромальных стволовых 
клеток эндометрия человека: 
секреция, интернализация, 
паракринная индукция старения 
клеток микроокружения

Елена Борисовна Бурова, Ирина Олеговна 
Васильева, Вера Владиславовна Кошеверова, 
Михаил Алексеевич Витте, Римма Сергеевна 
Каменцева, Алла Николаевна Шатрова
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Преждевременное старение стволовых клеток, ин-
дуцированное в  стрессовых условиях, в  том числе при 
действии окислительного стресса, сопровождается по-
явлением секреторного фенотипа, связанного со  старе-
нием (senescence-associated secretory phenotype, SASP). 
Секретированные SASP факторы могут запустить про-
грамму старения в соседних нормальных клетках через па-
ракринный механизм, способствуя распространению ста-
рения в популяции. В отношении стромальных стволовых 
клеток эндометрия человека (СКЭ), механизм регуляции 
секреции SASP факторов из старых клеток, а также их па-
ракринная активность остаются недостаточно изученны-
ми. Ранее мы провели протеомный анализ секретома ста-
рых СКЭ и, прим.в методы биоинформатики, предположили 
роль одного из  компонентов  — белка IGFBP3 (Insulin-Like 
Growth Factor Binding Protein 3) в индукции старения мо-
лодых клеток. В настоящей работе показано, что уровень 
секреции растворимого фактора IGFBP3  увеличивается 
в процессе Н2О2-индуцированного старения СКЭ, зависит 
от исходной плотности культуры клеток, метода сбора кон-
диционированной среды (КС) и регулируется, в основном, 
активностью PI3K/Akt пути, в отличие от МАРК каскадов, 
вносящих минорный вклад. Для доказательства паракрин-
ного действия IGFBP3 применяли либо иммуноистощение 
КС по IGFBP3, либо добавление экзогенного белка. Среда 
старых клеток, истощённая специфическими антителами 
к IGFBP3, оказывала меньший эффект на старение моло-
дых СКЭ, по  сравнению с  не  модифицированной средой, 
и даже индуцировала их рост. Напротив, молодые клетки 
приобретали фенотип старения в ответ на пролонгирован-
ное действие экстраклеточного рекомбинантного IGFBP3, 
что было подтверждено увеличением доли SA-β-Gal по-
зитивно окрашенных клеток и  уменьшением экспрессии 
маркера CD146. Методом конфокальной микроскопии, 
используя маркеры ранних эндосом (ЕЕА1) и поздних эн-
досом/лизосом (LAMP1), выявлена локализация экзо-
генного IGFBP3 в составе ранних эндосом, но не лизосом. 
Следовательно, интернализованный путём эндоцитоза 
IGFBP3  подвергается, скорее, рециклированию, чем де-
градации. Полученные результаты демонстрируют суще-
ственную роль IGFBP3 в паракринной индукции старения 
молодых клеток. Понимание молекулярных механизмов, 
регулирующих SASP-зависимое старение СКЭ, в перспек-
тиве должно способствовать более эффективному исполь-
зованию этих клеток в качестве трансплантационного ма-
териала для регенерации повреждённых органов и тканей.

Поддержка: грант РФФИ № 19-04-00598.
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Оксид азота (NO) обладает бактерицидным и  рано-
заживляющим действием. Более 20 лет изучаются раз-
личные способы его доставки для стимуляции регенера-
ции. В данном исследовании сравнивали эффективность 
применения NO-содержащего NO газообразного потока 
(NO-СГП) (аппарат «Плазон») и  низкомолекулярных ди-
нитрозильных комплексов железа (ДНКЖ) c тиольными 
лигандами для заживление ран.

Эксперимент проводился на  40  крысах (Wistar, 
120–140  г). После циркулярного иссечения тканей 
диаметром 8–10 мм до собственной фасции в межло-
паточной области животным устанавливалось тефлоно-
вое кольцо, покрытое перфорированной полиэтителе-
новой пленкой. Были сформированы 2 группы, каждая 
из них включала 4 подгруппы по 5 животных. При иссле-
довании эффективности газообразного NO  (группа 1) 
животные подгруппы 1 лечения не получали (контроль). 
Животных других подгрупп обдували NO-CГП в течение 
90 секунд на 1, 2, 3 дни после операции. Во 2 подгруп-
пе температура NO-CГП (tNO-CGF) была 60°С, концен-
трация NO  (NOc)  — 560  ppm; в  3  — tNO-CGF  — 22°С, 
NOc — 560 ppm; в 4 — tNO-CGF — 22°С, NOc — 1120. 
При исследовании ДНКЖ (группа 2) крысам путем 
микроинъекций в  дно раны вводили: в  1  подгруппе  — 
0,5  мл  0,9% NaCl (контроль), во  2  — ДНКЖ с  цисте-
ином 5  ммоль, в  3  — ДНКЖ с  глутатионом 2,5  ммоль 
(дважды, до общей концентрации 5 ммоль), в 4 — ДНКЖ 
с S-нитрозотиолом 5 ммоль (дважды, до общей концен-
трации 10  ммоль). На  4  день крыс выводили из  экс-
перимента. Полученный материал анализировали 
гистологическими, иммунногистохимическими, морфо-
метрическими и статистическими методами.

Наибольшую эффективность при заживление ран 
оказывали NO-СГП в дозе 1120 ppm и ДНКЖ с тиолсо-
держащими лигандами общей концентрацией 5  ммоль. 
В этих группах была статистически доказана более низ-
кая интенсивность воспаления и высокий коэффициент 
регенерации, чем в  контроле (p<0,001). При морфоме-
трическом исследовании в  данных группах выявлялся 
толстый слой грануляционной ткани и умеренно выражен-
ный слой фибрина; в контроле фибринозный слой преоб-
ладал над грануляционным. Иммунногистохимическое 
исследование продемонстрировало выраженную реак-
цию с антителами к коллагену I и III типов в эксперимен-
тальных группах, которая достигала максимума в 4 под-
группе 1  группы, 1  и  2  подгруппах 2  группы. Высокая 
концентрация ДНКЖ (10 ммоль) не способствовала ре-
генерации. Температура газового потока NO  не  влияла 
на процесс заживления.

Таким образом, NO, независимо от  способа до-
ставки к  области повреждения, стимулирует раневое 
заживление.

Остеоиндуктивные свойства коллаген-
фибронектинового гидрогеля с BMP‑2 
на модели орто- и гетеротопического 
неоостеогенеза у крыс
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Актуальность. Использование аутотрансплан-
татов костной ткани широко распространено в  свя-
зи с  их  способностью индуцировать неоостеогенез. 
Забор костных аутотрансплантатов имеет недостатки, 
связанные с  дополнительным хирургическим вмеша-
тельством для забора кости из  донорского участка, 
сопровождающимся болевыми ощущениями, потерей 
крови, развитием гематом и  риском инфицирования. 
В  свою очередь проблемой существующих активиро-
ванных факторами роста материалов, таких как Infuse 
Bone Graft, является использование супрофизиологи-
ческих доз остеоиндукторов, что провоцирует гиперо-
стоз и деформацию кости. Гидрогель на основе высо-
коочищенного коллагена  — наиболее перспективный 
материал для решения поставленных задач, поскольку 
помимо способности к пролонгированному высвобож-
дению BMP-2, биорезорбции и отсутствия антигенных 
свойств, способствует васкуляризации соединитель-
ной ткани и  пролиферации её  клеток. В  процессе де-
градации коллагена образуются вещества, способные 
выводиться из  организма или участвовать в  синтезе 
новых белков при регенерации, в том числе в образо-
вании собственного коллагена.

Цель. Оценить биосовместимость и  способность 
индуцировать орто- и  гетеротопический неоостеогенез 
коллаген-фибронектиновых гидрогелей, насыщенных 
rhBMP-2.

Материалы и  методы. Стерильный 10% ней-
тральный раствор коллагена I  типа свиньи смешива-
ли с  фибронектином человека в  соотношении по  объ-
ему 1:4. Для придания материалу остеоиндуктивных 
свойств в  коллаген-фибронектиновую смесь добав-
ляли rhBMP-2  до  получения конечной концентрации 
10  мкг/мл. Полученные смеси инкубировали при 
4°C в течение 24 ч. Материалы исследовали при под-
кожной имплантации в области холки, внутримышечной 
в трёхглавой мышце бедра и внутрикостной при крити-
ческом дефекте теменных костей у 36 (по 12 в группе) 
крыс линии Wistar. Полученные на 28 сутки некропсии 
зон имплантации исследовали гистологически и  про-
водили морфометрию.

Результаты. При подкожной имплантации колле-
ген-фибронектинового гидрогеля, импрегнированного 
10 мкг/мл rhBMP-2 (Acron), новообразованная костная 
ткань была выявлена по  периферии материала вдоль 
врастающих сосудов и  составляла 8±4% относитель-
но исходного объёма материала. При внутримышечной 
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и  при внутрикостной имплантации костная ткань об-
разовывалась преимущественно в  центре материала, 
формируя первичные остеоны и  наслоения молодой 
пластинчатой костной ткани, соответственно составляя 
17±10% и  25±11% относительно исходного объёма 
материала.

Работа выполнена за  средства госзадания для 
ФГБНУ «МГНЦ».

Оценка функциональной активности 
белка cftr на модели кишечных 
органоидов при новых и редких 
мутациях гена

Татьяна Борисовна Бухарова1, Анна 
Сергеевна Ефремова1, Наталья Вадимовна 
Булатенко1, Юлия Леонидовна Мельяновская1, 
Ника Валентиновна Петрова1, Наталия 
Юрьевна Каширская1, Елена Кястутисовна 
Жекайте1, 2, Рена Абульфазовна Зинченко1, 
Елена Ивановна Кондратьева1, 2, 
Дмитрий Вадимович Гольдштейн1

1 � ФГБНУ «Медико-генетический научный центр 
им. Н.П. Бочкова», Москва, Россия;

2 � ГБУЗ МО «Московский областной консультативно-
диагностический центр для детей», МО, Мытищи, 
Россия

bukharova-rmt@yandex.ru

Введение. Кишечные органоиды (КО)  — это само-
организующиеся структуры из  однослойного эпителия 
по  клеточному составу и  выполняемым клетками функ-
циям идентичные слизистой кишечника. Они являются 
3-D  тканеподобной in  vitro моделью длительного куль-
тивирования, на  которой проводят оценку функции бел-
ка CFTR для персонализированной диагностики муко-
висцидоза и  изучения влияния таргетных препаратов. 
Известно более 2000 мутаций гена CFTR, большая часть 
из них редкие или даже уникальные. Форсколиновый тест 
на КО позволяет исследовать остаточную функцию бел-
ка CFTR при любых мутациях гена, в том числе редких или 
даже единичных, определить их  патогенность. Степень 
набухания КО при стимуляции форсколином коррелиру-
ет с  остаточной активностью канала CFTR. Кроме того, 
у органоидов с нарушенной функцией белка редуцирован 
размер внутренней полости (люмена).

Цель исследования. Оценить функциональную ак-
тивность канала CFTR у больных муковисцидозом с ред-
кими генетическими вариантами гена CFTR c.3274T>C, 
с.1083G>A и c.1735G>T.

Материалы и  методы. Культуры КО  получали 
по  стандартным протоколам из  ректальных биоптатов 
пациентов с  редкими генетическими вариантами CFTR 
и  пациента с  распространенным генотипом c.[1521_1
523delCTT];[c.1521_1523delCTT] в  качестве контроля. 
Для оценки остаточной функции канала CFTR КО  окра-
шивали Calcein AM и обрабатывали 5 мкМ форсколина 
в течение 1,5 ч. Использовали таргетные препараты VX-
809 (корректор) и  VX-770 (потенциатор). Изображения 
получали с помощью микроскопа Observer.D1 (Zeiss).

Результаты. Органоиды, полученные у  пациентов 
с генетическими вариантами с.1083G>A и c.1735G>T, 
в ответ на действие форсколина не изменяли морфоло-
гию  — набухания или увеличения люмена не  наблюда-
лось, что свидетельствует об отсутствии функциональ-
ного канала CFTR. Для КО с мутацией с.1083G>A было 
показано умеренное набухание при совместном 

воздействии VX-809 и форсколина (38±5,2%), что сви-
детельствует о  частичном восстановлении активности 
CFTR корректором. Органоиды, полученные у  пациен-
та с мутацией c.3274T>C, имели сферическую форму, 
большой размер люмена, тонкие стенки и  характери-
зовались высокой функциональной активностью CFTR. 
При этом VX-770 усиливал действие форсколина, а VX-
809 не влиял на набухание.

Результаты форсколинового теста показывают, что 
мутации с.1083G>A и c.1735G>T являются «тяжелыми» 
патогенными и приводят к утрате функции канала CFTR, 
а мутация c.3274T>C не является клинически-значимой.

Исследование выполнено за счет средств Госзадания 
для ФГБНУ «МГНЦ».

Разработка метода получения 
и характеристика клеток 
кардиосфер

Ю.Д. Василец, К.В. Дергилев, З.И. Цоколаева, 
И.Б. Белоглазова, Е.И. Ратнер, Е.В. Парфенова

ФГБУ НМИЦ Кардиологии Минздрава России, 
Москва, Россия

eleagnusom@gmail.com

Разработка новых подходов к  восстановлению по-
врежденного миокарда является одной из  важнейших 
задач современной кардиологии. Однако разработка 
средств таргетного воздействия требует наличия моде-
лей, которые с определенной долей допущения соответ-
ствуют специфическому клеточному микроокружению — 
«клеточным нишам» (КН), содержащим прогениторные 
и  поддерживающие клетки, компоненты матрикса, 
сгруппированные в 3D условиях. Подобной 3D моделью 
КН сердца могут служить кардиосферы (КС).

Цель: разработать метод получения и выполнить ха-
рактеристику клеточного состава КС.

В  работе использованы образцы миокарда мышей 
C57Bl6. Для получения эксплантной культуры исполь-
зовалась среда IMDM, содержащая 20% фетальной 
сыворотки теленка (ФСТ), глутамин, 2-меркаптоэтанол 
(МЭ), антибиотики; для сборки КС  — комбинированная 
среда 35% IMDM/65% DMEM–F12, содержащая 3% 
ФСТ, глутамин, МЭ, EGF, bFGF, кардиотрофин-1, тром-
бин, B27 и антибиотики. Исследование иммунофенотипа 
проводили с  помощью метода иммунофлуоресцентного 
окрашивания. Пролиферацию оценивали МТТ тестом, 
васкулогенные свойства — Tube assay.

Показано, что культивирование образцов миокар-
да в  виде эксплантной культуры с  последующим сбо-
ром кардиосферообразующих клеток и  их  культиви-
рованием в  соответствующих условиях способствует 
сборке КС. КС представляют собой 3D сфероиды с вы-
соким уровенем компактизации, состоящие из  кле-
ток и белков внеклеточного матрикса. В центральной 
части КС  локализуются клетки, экспрессирующие 
маркеры стволовых клеток Oct4 и c-kit, которые окру-
жены клетками мезенхимального фенотипа (CD105+, 
CD73+) и сосудистыми/кардиальными клетками-пред-
шественницами (Gata4+, Pecam+, SMA+). Пересадка 
сформированных КС в среду с высоким содержанием 
сыворотки способствует «разборке» КС  и  получению 
2D гетерогенной культуры клеток. Эти клетки обла-
дают клоногенностью и  способностью к  тубулогенезу 
при культивировании на чашках, покрытых Matrigel™. 
Тубулярные структуры окрашиваются на  марке-
ры эндотелия, что свидетельствует об  ангиогенном 
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потенциале клеток КС. Культивирование клеток 
КС на чашках, покрытых коллагеном 1 типа или фибро-
нектином, усиливает их пролиферативную активность. 
Возвращение клеток в среду для КС способствует по-
вторной сборке 3D КС.

Таким образом, нами разработан метод получения 
КС, которые имеют сходное строение с КН сердца, и мо-
гут быть использованы в  качестве 3D модели для из-
учения их регуляции и тестирования фармакологических 
соединений.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РФФИ № 18-015-00430.

Повышение биосовместимости 
матриц на основе термотропных 
хитозановых гидрогелей

Андрей Вячеславович Васильев1, 2, Валерия 
Сергеевна Кузнецова1, Татьяна Борисовна 
Бухарова2, Юрий Дмитриевич Загоскин3, 
Елена Валерьевна Галицына2, Тимофей 
Евгеньевич Григорьев3, Сергей Николаевич 
Чвалун3, Дмитрий Вадимович Гольдштейн2, 
Анатолий Алексеевич Кулаков1

1 � ФГБУ «ЦНИИ Стоматологии и челюстно-лицевой 
хирургии» Минздрава России, Москва, Россия;

2 � ФГБНУ «Медико-генетический научный центр», 
Москва, Россия;

3 � НИЦ «Курчатовский институт», Москва, Россия

vav-stom@yandex.ru

Актуальность. При использовании термотроп-
ных композиций на  основе хитозановых гидрогелей 
и β-глицерофосфата в качестве основы для костно-пла-
стического материала мы сталкивались с их низкой био-
совместимостью, критическая оценка которой в литера-
туре представлена скудно и  не  имеет систематических 
подходов к решению.

Цель исследования: повысить биосовместимость 
хитозановых гидрогелей за счёт: (1) повышения степени 
деацетилирования и уменьшения количества свободных 
аминогрупп; (2) диализа и отмывки буферными система-
ми от  остатков β-глицерофосфата и  уксусной кислоты; 
(3) включения в состав гелей высокопористых полилак-
тидных (PLA) гранул.

Материалы и  методы. Для получения гидрогелей 
хитозан растворяли в  0,1  М  уксусной кислоте и  до-
бавляли 95% водный раствор β-глицерофосфата 
при 4°С. Для уменьшения степени деацетилиро-
вания (DD%) исходный хитозан реацетилировали 
с  65  до  20  DD%. Для удаления остатков реагентов 
проводили диализ против воды в течение 3 сут. или до-
бавляли 0,1 М раствора NaOH и 0,1M буфера NaHCO3. 

Высокопористые PLA‑гранулы были получены рас-
пылением замороженных эмульсий с  применением 
сублимационной сушки и  смешивались с  гидрогелем 
в концентрации 4%, 8%, 16% по массе. Материалы ис-
следовали на  модели подкожной имплантации у  крыс 
Wistar. Забор некропсий осуществляли на  14  сут. 
При гистологическом исследовании таксис лейкоци-
тов оценивали в баллах от 0 до 5 (1 — единичные лей-
коциты; 2  — незначительное скопление лейкоцитов; 
3  — множество лейкоцитов по  периферии материала; 
4 — лейкоцитарный детрит внутри материала; 5 — пе-
рифокальная инфильтрация).

Результаты. Исходный уровень лейкоцитарной ин-
фильтрации при имплантации хитозановых гидрогелей 

в  среднем составлял 4,5  балла. Снижение степени де-
ацетилирования до  35% приводило к  статистически 
значимому снижению лейкоцитарной инфильтрации 
до 2 баллов. При 20 DD% число лейкоцитов снижалось 
и соответствовало 1 баллу. Диализ гидрогелей хитоза-
нов снижал лейкоцитарную инфильтрацию до 3 баллов, 
а  при добавлении β-глицерофосфата с  последующим 
диализом до  1  балла. Применение раствора щёло-
чи NaOH и  буфера NaHCO3  напротив усиливало вос-
палительный ответ. Наиболее выраженное снижение 
уровня лейкоцитарной инфильтрации (до 2 баллов) на-
блюдалось при насыщении гидрогелей PLA-гранулами 
до 16%, что предположительно связано с уменьшением 
объёма гидрогеля и увеличением площади его взаимо-
действия с белками плазмы крови, снижающими поло-
жительный заряд хитозана.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке гранта РНФ № 16-15-00298-П.

Исследование остеоиндуктивного 
потенциала композиционных 
материалов на основе хитозана 
и коллагена на модели 
экстракционной лунки карликовых 
свиней

Андрей Вячеславович Васильев1, 2, 
Валерия Сергеевна Кузнецова1, Татьяна 
Борисовна Бухарова2, Юрий Дмитриевич 
Загоскин3, Тимофей Евгеньевич Григорьев3, 
Егор Олегович Осидак4, Сергей Петрович 
Домогатский4, Игорь Иванович Бабиченко1, 
Андрей Геннадьевич Надточий1, Сергей 
Николаевич Чвалун3, Дмитрий Вадимович 
Гольдштейн2, Анатолий Алексеевич Кулаков1

1 � ФГБУ «ЦНИИ Стоматологии и челюстно-
лицевой хирургии» Минздрава России, Москва, 
Россия;

2 � ФГБНУ «Медико-генетический научный центр», 
Москва, Россия;

3 � НИЦ «Курчатовский институт», Москва, Россия;
4 � ООО фирмы «ИМТЕК», Москва, Россия

vav-stom@yandex.ru

Актуальность. Популярность применения природ-
ных полимеров в  качестве основы для активирован-
ных костно-пластических материалов обусловлена 
их  высокой биологической совместимостью. Однако 
для придания материалам остеоиндуктивных свойств 
требуется введение в состав факторов роста с контро-
лируемым периодом высвобождения. Ранее нами была 
показана способность пролонгированного высвобож-
дения BMP-2  из  композиционных материалов на  ос-
нове хитозанового гидрогеля, наполненного высокопо-
ристыми полилактидными гранулами, и коллагенового 
гидрогеля. Данные композиции отверждаются при 37оС 
и сохраняют заданную форму, что позволяет использо-
вать их  без армирующих конструкций. Определение 
эффективности применения разработанных материа-
лов требует исследований in  vivo на  моделях крупных 
лабораторных животных в  условиях, приближенных 
к реальным клиническим ситуациям.

Цель. Оценить биосовместимость и способность ком-
позиционных материалов на основе хитозанового и кол-
лагенового гидрогелей, импрегнированных rhBMP-2, 
индуцировать неоостеогенез на модели экстракционной 
лунки карликовых свиней.



48 МАТЕРИАЛЫ IV Национального конгресса по регенеративной медицине

Гены & Клетки  XIV, Приложение, 2019

Материалы и  методы. Для изготовления хито-
занового гидрогеля хитозан растворяли в  уксусной 
кислоте и  диализовали. К  полученному раствору при 
4°С  добавляли водный раствор β-глицерофосфата 
и затем насыщали высокопористыми полилактидными 
гранулами с rhBMP-2, приготовленными методом лио-
филизации. Коллагеновый гидрогель получали путем 
смешивания 10% нейтрального раствора коллагена 
I типа свиньи с rhBMP-2 и человеческим фибронекти-
ном в соотношении 1: 4. Концентрация rhBMP-2 в ма-
териалах составляла 10  мкг/мл. В  исследовании 
участвовали 6  взрослых самцов карликовых свиней, 
которым удаляли резцы верхней и  нижней челюстей 
с  последующим заполнением лунок исследуемыми 
материалами. Животных выводили из  эксперимента 
через 28 суток. Полученные фрагменты челюстей ис-
следовали с помощью рентгенологических, гистологи-
ческих и  морфометрических методов с  целью анали-
за способности материалов индуцировать первичный 
неоостеогенез.

Результаты. Имплантированные материалы 
на  основе коллагена и  хитозана не  вызывали воспа-
лительной реакции. При использовании гидрогеля 
на основе хитозана и высокопористых полилактидных 
частиц, по данным КТ и гистологического исследова-
ния, отмечалось образование 38±24% костной ткани. 
Материал на основе коллаген-фибронектинового геля 
индуцировал образование 53±35% новой кости от об-
щего объема лунки.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке гранта РНФ № 16-15-00298-П.

Сравнительный анализ 
морфофункциональных свойств 
постнатальных мультипотентных 
стволовых и(или) прогениторных 
клеток-производных нервного гребня 
из волосяного фолликула и дермы 
кожи

Роман Геннадьевич Васильев1, Анжела 
Евгеньевна Родниченко1, Ольга Сергеевна 
Губарь2, Алена Васильевна Злацкая1, 
Инна Михайловна Гордиенко3, Наталья 
Михайловна Тодосенко4, Светлана Николаевна 
Новикова1, Лариса Сергеевна Литвинова4, 
Дмитрий Александрович Зубов1

1 � Институт генетической и регенеративной медицины 
НАМН Украины, Киев, Украина

2 � Институт молекулярной биологии и генетики НАН 
Украины, Киев, Украина

3 � Институт экспериментальной патологии, онкологии 
и радиобиологии им. Р.Е. Кавецкого НАН Украины, 
Киев, Украина

4 � Центр иммунологии и клеточных биотехнологий, 
Балтийский федеральный университет им. И. Канта, 
Калининград, Россия

romanvasyliev8@gmail.com

Постнатальные мультипотентные стволовые/проге-
ниторные клетки-производные нервного гребня (мСКНГ) 
имеют значительный потенциал для использования 
в регенеративной медицине. Одними из самых перспек-
тивных источников для изоляции постнатальных мСКНГ 
являются волосяной фолликул (ВФ) и  дерма кожи (ДК) 
вследствие легкой доступности и  малой инвазивности 
процедуры забора биоптата.

Целью работы было провести изоляцию, крупномас-
штабную экспансию и составить сравнительную характе-
ристику постнатальных мСКНГ из ВФ и ДК, полученных 
от тех же доноров.

мСКНГ из  ВФ  были получены методом эксплантов. 
Для изоляции мСКНГ из дермы кожи была разработана 
оригинальная технология, основанная на  комбинации 
ферментативной диссоциации, преплейтинга и культиви-
рования в селективных ростовых условиях. Полученные 
культуры мСКНГ были охарактеризованы с использова-
нием методов проточной цитометрии, кариотипирования, 
иммуноцитохимии, ПЦР в  реальном времени и  мульти-
плексного анализа продукции факторов роста и цитоки-
нов. Также были определены: частота КОЕ, способность 
к  самообновлению путем субклонирования клональных 
колоний, способность к  сферогенезу и  направленной 
мультилинейной дифференцировке.

Постнатальные мСКНГ из  ВФ  и Д К  были успеш-
но получены во  всех случаях от  всех доноров (n  = 
10). Для получения клеток использовали 2  биоптата 
кожи ∅4 от каждого донора. В культуре in vitro мСКНГ 
из  ВФ  и Д К  имели различную морфологию (удлинен-
ная веретеновидная vs  компактной полигональной), 
при этом обладали сходным иммунофенотипом — SO
×10+CD271+NESTIN+SOX2+CD73+CD90+CD105+CD
140a+CD140b+CD349+CD34–CD45–CD56–CD117–

HLA-DR–. мСКНГ из  дермы кожи показывали более 
высокую частоту КОЕ (34±3% vs  25±5% у  мСКНГ 
ВФ), большую скорость пролиферации в 2D условиях 
(PDT 30,2±3,8 vs 34,4±8,0 ч) и при культивировании 
в 3D фибриновом геле (PDT 30,2±3,8 vs 34,4±8,0 ч). 
Необходимо отметить, что после крупномасштабной 
экспансии (до  терапевтической дозы более 100  млн 
клеток) результирующая популяция мСКНГ из  дер-
мы кожи содержала большее относительное количе-
ство клеток, позитивных по  SO×10, CD271, CD105, 
CD140a, CD146 и CD349 (р < 0,05). мСКНГ из обоих 
источников экспрессировали на  схожем уровне сле-
дующие гены: OCT3/4, SOX2, KLF4, C-MYC, NANOG, 
SO×10, TFAP2A, LNGFR, NESTIN, SNAIL1, SNAIL2, 
TWIST1, VEGFA, FGF2, NGF, BDNF, GDNF, NTF3, 
и  NTF4/5. Необходимо отметить, что мСКНГ экс-
прессировали гены, характерные для плюрипотент-
ных клеток (OCT3/4, SOX2, KLF4, C-MYC и  NANOG) 
на значительно более низком уровне, чем ЭСК и иПСК 
человека. мСКНГ ВФ показывали значительно более 
высокий уровень экспрессии SOX9  по  сравнению 
с  мСКНГ из  дермы кожи (р  < 0,05). Также мСКНГ 
ВФ  продуцировали большее количество следующих 
факторов роста, цитокинов и хемокинов: IL-6, IL-8, IL-
16, sIL-2Ra, MCP-1, M-CSF и  HGF (р  < 0,05). В  тоже 
время мСКНГ ДК  показывали более высокую про-
дукцию IL-3, CTACK, SDF-1a, GM-CSF, SCGF, VEGF-A, 
FGF-2  и  NGF (р  < 0,05). мСКНГ из  обоих источников 
показывали схожую способность к  направленной 
мультилинейной дифференцировке в нейроны, шван-
новские клетки, меланоциты, адипоциты, остеобласты 
и хондроциты.

Таким образом, ВФ  и Д К  являются пригодными 
тканевыми источниками для изоляции и последующей 
крупномасштабной экспансии постнатальных мСКНГ 
со  схожими морфофункциональными свойствами. 
Однако необходимо отметить, что мСКНГ из  дермы 
кожи демонстрируют более высокую скорость проли-
ферации при культивировании как в 2D, так и в 3D ус-
ловиях, имеют более высокий клоногенный потенциал 
и формируют более гомогенную популяцию после круп-
номасштабной экспансии.
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Введение. Инъекционная аутотрансплантация жи-
ровой ткани используется в  хирургической практике 
уже более 100  лет. В  течение двух последних десяти-
летий липофилинг стал применятся в  хирургической 
практике значительно чаще. Также существенно рас-
ширился спектр показаний для инъекционной транс-
плантации жировой ткани, которая после работы P. Zuk 
et al. в 2001 году стала рассматриваться как богатый 
источник мультипотентных мезехимальных стволовых 
клеток (ММСК). Помимо собственно жирового транс-
плантата в  практике стали применятся и  продукты 
на  его основе различные по  качественному и  количе-
ственному составу, в  частности стромально-васкуляр-
ная клеточная фракция (СВКФ), содержащая ММСК 
и  субпопуляции прогениторных клеток. Учитывая под-
твержденную клиническую эффективность использо-
вания продуктов на  основе липоаспирата для лечения 
рубцовых изменений, хронических ран, поздних луче-
вых повреждений, неудивительно, что одной из  сфер 
их применения стала онкология. Вместе с тем, актуаль-
ным является вопрос онкологической безопасности 
инъекций жировой ткани и СВКФ.

Методы. С  целью определения потенциального ри-
ска применения липофилинга и  локальных инъекций 
СВКФ у  онкологических пациентов, нами произведен 
анализ литературных данных и  собственного клиниче-
ского материала. Проанализировано 53  источника ли-
тературы, посвященных данной проблеме. Собственный 
опыт включил 241  случая, из  которых 121  — липофи-
линг с  целью реконструкции молочной железы, 63  — 
липофилинг в сочестании с СВКФ для лечения поздних 
лучевых повреждений прямой кишки, 33 — липофилинг 
для лечения хронических постлучевых лучевых ран, 
21 — липофилинг с целью устранения контурных дефек-
тов области головы и шеи.

Результаты. При анализе литературных данных 
удельный вес местных и  системных рецидивов после 
липофилинга у  пациентов, перенесших противоопухо-
левое лечение, составил 2,5% и  2,0% соответственно. 
При использовании СВКФ рецидивов отмечено не было. 
При анализе собственных данных удельный вес местных 
и системных рецидивов составил 0,4% и 1,7% соответ-
ственно. У  пациентов с  постлучевыми повреждениями 
прямой кишки, которым применялся липофилинг в соче-
тании с СВКФ, прогрессирования онкологического забо-
левания отмечено не было.

Выводы. Таким образом, применение липофилинга 
и  локальных инъекций страмльно-васкулярной клеточ-
ной фракции не связано с повышенным риском локаль-
ных и системных рецидивов у онкологических пациентов.

Возможности применения 
продуктов на основе аутологичного 
липоаспирата в коррекции рубцов
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Введение. В  медицинской практике существует 
большое множество способов коррекции рубцов: начи-
ная от  косметологических методов (пилинг, лазерная 
шлифовка, и т. д.) и заканчивая хирургической коррек-
цией рубца. Инъекционная трансплантация продуктов 
на основе аутологичного липоаспирата (милли-, микро-, 
нанотрансплантат) является малоинвазивным хирур-
гическим методом, значительно расширяющим воз-
можности коррекции рубцовых повреждений. С  одной 
стороны, данный метод позволяет выполнить механи-
ческое ремоделирование рубцовой ткани, не прибегая 
к разрезам, с другой — введенный жировой трансплан-
тат дополнительно оказывает биологический эффект, 
выражающийся в  антифибротическом и  проангиоген-
ном действии.

Методы. Методика была применена 245 пациентам 
с различными типами рубцовых повреждений. Большую 
часть составили приобретенные дефекты (послеопе-
рационные, посттравматические и  послеожоговые руб-
цы  — 157  случаев; рубцовые повреждения, сочетанные 
с наличием поздних лучевых повреждений — 54 случая; 
контрактура Дюпюитрена  — 14  пациентов). Из  врож-
денных патологий методика была использована для 
коррекции тубулярной деформации молочной желе-
зы в  16  случаях, реконструкции груди при синдроме 
Поланда — 4 случая.

Забор жировой ткани осуществлялся посредствам 
вакуумной липосакции канюлями диаметром 2,5  мм. 
В  зависимости от  клинической ситуации липоаспират 
обрабатывался тремя способами: отстаивание в течение 
15 мин. , центрифугирование при 1200 g в течение трех 
мин. и  эмульгация. Введение осуществлялось канюля-
ми и острыми иглами в зависимости от типа и глубины 
рубца. При необходимости выполнялось чрескожное ре-
моделирование рубца. Для оценки результатов приме-
нялись клинические методы исследования, опросники, 
фотографирование, инструментальные методы.

Результаты. Во всех случаях были достигнуты поло-
жительные эстетические и функциональные результаты. 
32% пациентов оценили результат как отличный, 41% — 
хороший, 24% — удовлетворительный, 3% как неудовлет-
ворительный. В  отдаленном послеоперационном перио-
де не наблюдалось рецидива рубца или патологического 
рубцевания. Напротив, в большинстве случаев в течение 
года после процедуру отмечалось нарастание положи-
тельного эффекта. Количество повторных этапов зави-
село от типа и размеров рубцового дефекта и составило 
от 1 до 3 процедур. Среди осложнений отмечено форми-
рование липогранулём в 3% случаев.

Выводы. Инъекционная аутотрансплантация жиро-
вой ткани и продуктов на ее основе является безопасным 
и эффективным способом лечения рубцов.
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Введение. Механизмы приживления и  биологиче-
ские эффекты, оказываемые при инъекционном вве-
дении жирового трансплантата, изучены достаточно 
хорошо. Тем не  менее, вопросы, касающиеся клиниче-
ского применения различных продуктов на  основе ли-
поаспирата, требуют более подробного исследования. 
Основываясь на  собственных данных, мы  предлагаем 
дифференцированный подход к  клиническому исполь-
зованию милли-, микро-, нанотрансплантата и  стро-
мально-васкулярной фракции.

Методы. В  зависимости от  типа аспирационной 
канюли материал подразделялся на  микро- (канюля 
с  диаметром отверстий 1,5  мм) и  миллитрансплан-
тат (диаметр отверстий 2  мм  и  более). Для получения 
нанотрансплантата применялась эмульсификация 
микротрансплантата путем его 50-кратного прохода 
через зауженный переходник. С целью получения стро-
мальной-васкулярной фракции (СВФ) использовалась 
ферментативная обработка микротрансплантата кол-
лагеназой II  типа. Полученные из  липоаспирата про-
дукты оценивались путем фотографирования, цито-
логического и  гистологического исследования. Для 
нанотрансплантата и  СВФ также оценивались клеточ-
ность и жизнеспособность. Определение качественно-
го состава путем проточной цитометрии выполнялось 
только для СВФ. В  среднем показатель клеточности 
с 1 мл липоаспирата составил 500 000, при жизнеспо-
собности 85–95%.

Результаты. Основными критериями различия меж-
ду продуктами явились соотношение количества ади-
поцитов к  другим клеткам липоаспирата и  сохранность 
тканевой структуры. Миллитрансплантат содержал мак-
симальные по размеру фрагменты жировой ткани (более 
1,0–3,0 мм) для которых были характеры максимальные 
показатели содержания живых адипоцитов и  сохран-
ности тканевой структуры. Микро- и  нанотрансплантат 
содержали графты 0,5–1,0  мм  и  менее 0,5  мм  соот-
ветственно, и  характеризовались уменьшением соот-
ношения целых адипоцитов к  остальным клеткам и  со-
хранности тканевой структуры. Стромально-васкулярная 
фракция представляла собой чистый клеточный продукт 
без адипоцитов и внеклеточного матрикса.

Выводы. Различные способы обработки липоаспира-
та позволяют получать различные по структуре, составу 
и биологическим свойствам продукты. Алгоритм их кли-
нического применения основан на  преобладании того 
или иного типа клеток, сохранности тканевой структуры 
и физических свойствах.

Безопасность и эффективность 
инъекционной аутотрансплантации 
жировой ткани и стромально-
васкулярной фракции в лечении 
постлучевых ректовагинальных 
свищей и язв прямой кишки

Вячеслав Сергеевич Васильев1, Жанна 
Ивановна Терюшкова2, Андрей Владимирович 
Важенин3, Сергей Александрович Васильев1, 
Евгений Алексеевич Ломакин1, Георгий 
Павлович Димов1, Илья Игоревич Еремин4

1 � ФГБОУ ВО Южно-Уральский государственный 
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Челябинск, Россия;
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Челябинск, Россия;
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Россия;

4 � НИЦ «Курчатовский институт», Москва, Россия

danil-popov97@mail.ru

Введение. Постлучевые ректовагинальные язвы 
и  свищи являются одной из  самых сложных проблем 
колопроктологии. Существующие хирургические ме-
тоды сопряжены с  большим количеством осложнений, 
приводящим к  рецидиву свища. В  свою очередь кон-
сервативные методы обладают лишь временным сим-
птоматическим эффектом, не  приводя к  излечению па-
циента. Целью данного исследования явилась оценка 
безопасности и  эффективности нового метода лечения 
постлучевых ректовагинальных свищей — инъекционной 
аутотрансплантации жировой ткани и стромально-васку-
лярной фракции.

Методы. С  2012  года лечение было проведено 
39 пациенткам (34 пациентки — постлучевые ректоваги-
нальные свищами, 5 — постлучевые язвы прямой кишки). 
Забор жировой ткани в  объеме 100  мл  осуществлялся 
посредствам шприцевой липосакции канюлями диаме-
тром 2,5  мм. Для подготовки к  введению 50  мл  жиро-
вого трансплнатата подвергалось центрифугированию 
(1200 g в течение 3 мин.). Оставшиеся 50 мл липоаспи-
рата подвергалось ферментативной обработке в  кол-
лагеназе 2  типа. Стромально-васкуларная фракция 
вводилась в слизистый и подслизистый слои ректоваги-
нальной перегородки острой иглой 27G папульно диф-
фузно. Жировой трансплантат вводился в глубокие слои 
ректовагинальной перегородки в  объеме 10–20  мл  че-
рез отдельные проколы на  коже и  в  краниальной полу-
окружности свища канюлей диаметром 1 мм. Для оценки 
результатов применялись клинические методы исследо-
вания, опросники, фотографирование, инструменталь-
ные методы (колоноскопия, эластосонография, МРТ), 
гистологическое исследование.

Результаты. Во  всех случаях наблюдалось полное 
закрытие постлучевых ректовагинальных свищей и язв 
прямой кишки в  сроки от  3  до  9  месяцев. В  зависи-
мости от  размеров дефекта, пациентам выполнялось 
от 1 до 4 этапов лечения с минимальным интервалом 
3  месяца. Длительность заживления зависела от  раз-
меров дефекта. Непрерывность толстого кишечника 
восстанавливалась не  ранее чем через 6  месяцев 
после закрытия свища. Ни  в  одном случае не  наблю-
далось развития рецидива ректовагинального свища 
в отдаленном периоде (6–18 месяцев). Также отмече-
но полное заживление постлучевых язв прямой кишки, 
происходившее без отключения толстого кишечника. 
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В ближайшем и отдаленном послеоперационном пери-
оде осложнений не наблюдалось.

Выводы. Инъекционная аутотрансплантация жировой 
ткани и стромально-васкулярной фракции является без-
опасным и  эффективным способом лечения постлуче-
вых ректовагинальных свищей и язв прямой кишки.

Новые подходы к биопечати тканей 
человека с использованием 
мезенхимальных стромальных 
клеток различного происхождения

Игорь Викторович Вахрушев1, Анастасия 
Валерьевна Цветкова2, Юлия Борисовна 
Басок3, Алексей Михайлович Григорьев3, 
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4 � ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И.М. Сеченова 
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Одним из  распространенных способов трехмерного 
культивирования клеток является получение из  них не-
больших сферических агрегатов, называемых сфероида-
ми. В отличие от двумерных культур, в сфероидах клетки 
получают возможность образовывать контакты и  обме-
ниваться регуляторными сигналами, а  также продуци-
ровать экстрацеллюлярный матрикс. Сегодня сфероиды 
широко применяются в биопечати, где они используются 
в  качестве исходных строительных элементов для по-
строения тканеинженерных конструкций в соответствии 
с заданными пространственными моделями.

Настоящая работа посвящена разработке новых под-
ходов к  биопечати хряща с  использованием МСК чело-
века различного происхождения, а также созданию пре-
васкуляризированных тканеинженерных конструкций 
на основе МСК и эндотелиоцитарных клеток.

Источниками культур МСК послужили пульпа молоч-
ного зуба, Вартонов студень (строма) пуповины и  под-
кожная жировая клетчатка. Анализ уровня экспрессии 
поверхностных маркеров показал, что МСК из  всех ис-
точников обладали фенотипом, характерным для мульти-
потентных мезенхимальных клеток.

Сфероиды получали путем агрегации 8  тыс. 
клеток в  низкоадгезивных 96-луночных планше-
тах. Хондрогенную дифференцировку проводили 
в  течение 2  недель в  среде, содержащей TGF-β1. 
Гистохимический анализ всех образцов выявил про-
грессивное увеличение продуцируемого клетками 

экстрацеллюлярного матрикса и  присутствие в  нем 
коллагена и гликозаминогликанов.

Далее были получены смешанные сфероиды на  ос-
нове МСК пуповины и эндотелиоцитов пуповинной вены 
(8000 кл. в соотношении 1:1). Иммуногистохимический 
анализ, проведенный спустя две недели культивирова-
ния, показал наличие множества CD31+ клеток.

Пригодность получаемых сфероидов для биопечати 
была продемонстрирована в серии экспериментов с ис-
пользованием различных биопринтеров оригинальной 
разработки.

Полученные данные позволяют сделать вывод о том, 
что МСК из  исследованных нами источников обладают 
выраженным хондрогенным потенциалом в  условиях 
сфероидного культивирования, и, таким образом, слу-
жат доступной альтернативой первичным хондроцитам 
при разработке подходов к  биофабрикации хрящевой 
ткани. Помимо этого было показано, что МСК обладают 
способностью образовывать смешанные сфероиды в со-
четании с эндотелиоцитами, что решает актуальную про-
блему преваскуляризации тканеинженерных конструк-
ций. Таким образом биопечать является новой областью 
применения МСК, глубоко раскрывающей их терапевти-
ческий потенциал.

Этико-правовые проблемы генно-
инженерных манипуляций 
с эмбрионами и половыми клетками 
человека

Елена Валерьевна Введенская1, 2

1 � Кафедра философии, РНИМУ им. Н.И. Пирогова, 
Москва, Россия;

2 � Центр научно-информационных ислледований 
по науке, образованию и технологиям,ИНИОН РАН, 
Москва, Россия

vvedenskaya.elena@gmail.com

В  России с  1.01.2017  действует «Закон о  биоме-
дицинских клеточных продуктах», в ст. 3 которого гово-
рится о недопустимости создания эмбриона человека 
в целях производства биомедицинских клеточных про-
дуктов, а также о недопустимости использования для 
разработки, производства и применения биомедицин-
ских клеточных продуктов биологического материала, 
полученного путем прерывания процесса развития 
эмбриона или плода человека или нарушения такого 
процесса. Закон следует конвенции Совета Европы 
о  защите достоинства человека в  связи с  достиже-
ниями биологии и  медицины (1997  г.), основным по-
ложением которой является то, что «интересы и  бла-
го отдельного человека превалируют над интересами 
общества или науки». В главе VI «Геном человека» го-
ворится о том, что «вмешательство в геном человека, 
направленное на  его модификацию, может быть осу-
ществлено лишь в  профилактических, диагностиче-
ских или терапевтических целях и только при условии, 
что оно не направлено на изменение генома наследни-
ков данного человека».

К основным морально-этическим аргументам против 
генотерапевтического вмешательства в  зародышевую 
линию относится право человека на сохранение и пере-
дачу потомкам неизменённого генома. Технологии ген-
но-инженерных манипуляций с эмбрионами и половыми 
клетками человека представляют угрозу для человече-
ского достоинства и гуманного отношения к индивидам. 
Так, биологам давно известно, что человеческая жизнь 
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начинается со  слияния сперматозоида с  яйцеклеткой. 
Момент слияния сперматозоида и  яйцеклетки приво-
дит к формированию эмбриона, который ведет себя так 
же, как и  целое существо. Из  человеческой клетки по-
является новый человек, которой должен стать зрелой 
индивидуальностью. Генетические эксперименты с эм-
брионами до 14 дня развития и их последующее унич-
тожение подрывают всякие представления о  ценности 
человеческой жизни.

Положение, сложившееся в  области регенера-
тивной медицины и  клеточных технологий в  РФ, ха-
рактеризуется возникающими морально-этическими 
противоречиями между возможными последствиями 
применения новейших биотехнологий и  традицион-
ными представлениями о  человеческом достоинстве 
и  базовой установке врача  — «не  навреди». Нельзя 
игнорировать и  факт заинтересованности некоторых 
исследователей, чьи научные интересы формируются 
под влиянием мощного финансирования, в  быстром 
внедрении новейших медицинских биотехнологий 
в практику с целью извлечения выгоды, а не сохране-
ния здоровья и жизни человека.

Опыт применения эндотелиальных 
клеток различного происхожения для 
эндотелизации тканеинженерного 
сосудистого протеза в условиях 
in vitro

Елена Анатольевна Великанова, Вера 
Геннадьевна Матвеева, Евгения Олеговна 
Кривкина, Виктория Владимировна Севостьянова, 
Татьяна Владимировна Глушкова, Марьям 
Юрисовна Ханова, Лариса Валерьевна Антонова

ФГБНУ НИИ комплексных проблем сердечно-
сосудистых заболеваний, Кемерово, Россия
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Важным направлением тканевой инженерии являет-
ся разработка протезов сосудов малого диаметра, на ос-
нове которых возможно воссоздание структуры нативно-
го сосуда. Тромбообразование — основное осложнение, 
препятствующее внедрению тканеинженерных сосудов 
в  клиническую практику, поэтому для предотвращения 
этого особенно важно создание эндотелиального слоя 
на внутренней поверхности графта. Целью работы было 
сравнение эффективности использования различных 
типов эндотелиальных клеток для заселения полимер-
ного сосудистого графта в  условиях пульсирующего 
биореактора.

Материалы и  методы. Сосудистые графты из-
готавливали методом электроспиннинга из  смеси 
поли(3-гидроксибутирата-ко-3-гидроксивалерата), 
поли(ε-капролактона) и коллагена I типа. Внутреннюю по-
верхность графта покрывали раствором фибронектина. 
Структуру поверхности графтов изучали методом скани-
рующей электронной микроскопии. На  внутреннюю по-
верхность заселяли эндотелиальные клетки различного 
происхождения (эндотелиальные клетки коронарной 
артерии человека (HCAEC), эндотелиальные клетки пу-
почной вены человека (HUVEC), колониеформирующие 
эндотелиальные клетки, полученные из периферической 
крови пациентов с ИБС (ECFCs). Графты культивировали 
в  статических условиях, затем в  пульсирующем биоре-
акторе с  максимальным значением напряжения сдвига 
2,85  дин/см2 (общее время культивирования  — 7  су-
ток). Проводили иммунофлуоресцентное окрашивание 

графта на CD31, VEGFR2, CD144, vWF, F-actin, ламинин, 
талин и на коллаген IV типа.

Результаты. При культивировании графтов в  дина-
мических условиях во всех случаях отмечали изменения, 
свидетельствовавшие об  адаптации клеток к  действию 
напряжения сдвига: ориентация вдоль потока, усиление 
экспрессии VEGFR2, увеличение секреции vWF, колла-
гена IV  типа и  ламинина, упорядочивание филаментов 
F-актина. Обращает внимание, что ECFCs при культиви-
ровании в статических условиях демонстрировали выра-
женную экспрессию CD34, которая затем снижалась под 
воздействием потока. На основании анализа плотности 
клеточного слоя после окончания динамического культи-
вирования можно заключить, что ECFCs продемонстри-
ровали наибольшую адгезию к полимеру и устойчивость 
к смыванию потоком, по сравнению с HCAEC и HUVEC. 
С учетом возможности получения из легкодоступного ис-
точника (периферическая кровь), ECFCs можно признать 
перспективной культурой для заселения тканеинженер-
ных сосудистых протезов.

Данное исследование выполнено при финансо-
вой поддержке Российского научного фонда (грант 
№ 17-75-20004).

Результаты изучения количества 
альдегиддегидрогеназа-
положительных мезенхимальных 
клеток костного мозга доноров
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В настоящее время активно изучают иерархическую 
структуру мезенхимального компонента костного моз-
га. Установлено наличие стволовых мезенхимальных 
клеток-предшественниц с  высоким пролиферативным 
потенциалом, обеспечивающих самоподдержание попу-
ляции. Тем не менее, не определены иммунологические 
маркеры стволовых элементов мезенхимальной приро-
ды. Известно, что в  ранних клетках-предшественниках 
различных тканевых линий высока экспрессия фермен-
та альдегиддегидрогеназы (ALDH). В то же время прак-
тически отсутствуют данные о  количестве и  динамике 
содержания ALDH-положительных (ALDH+) элементов 
в  культуре мезенхимальных стромальных клеток (МСК) 
костного мозга доноров, и их возможной связи с показа-
телями скорости роста культуры.

Цель работы  — оценка значимости определения ко-
личества ALDH+ мезенхимальных стромальных клеток 
костного мозга доноров.

Выявлено значимое уменьшение относитель-
ного содержания ALDH+ мезенхимальных клеток 
с  59,2±18,0% (пассаж Р1, n=10) до  28,2±10,7% (Р3, 
n=10) и  их  абсолютного количества от  28,4±19,5×106 
(Р1) до 7,5±3,8×106 (Р3; критерий Уилкоксона, p=0,024). 
Установлено снижение пролиферативной активности 
МСК в  процессе культивирования по  увеличению вре-
мени удвоения количества клеток от  59,9±18,5  ч  (Р1, 
n=10) до 106,6±19,2 ч (Р3, n=10, критерий Уилкоксона 
р=0,02). Зарегистрировано достоверное увеличение 
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сроков достижения культурой МСК конфлюэнтного мо-
нослоя с  9,4±2,0  сут. (Р1) до  13,7±2,5  сут. (Р3, n=10, 
критерий Уилкоксона, p=0,02).

Известно, что показатели скорости роста культуры 
МСК зависят от количества клеток с высоким пролифе-
ративным потенциалом. В  этой связи проведен анализ 
зависимости между содержанием ALDH+ клеток и  вре-
менем достижения конфлюэнтного монослоя (коэффи-
циент Пирсона r=-0,66), и  между количеством ALDH+ 
элементов, внесенных в культуру на Р1 — Р3, и временем 
удвоения клеток на данных пассажах (r=-0,67). Т.е., пери-
од удвоения клеточной популяции и  время достижения 
90–95% покрытия культуральной поверхности в  зна-
чительной степени зависят от  количества ALDH+ МСК. 
С учетом определения стволовых клеток как элементов, 
обеспечивающих самоподдержание популяции, а  также 
зависимости между показателями скорости роста куль-
туры и  количеством ALDH+ клеток, можно заключить, 
что указанный маркер характеризует фракцию ранних 
мезенхимальных клеток-предшественниц (стволовые 
и мультипотентные клетки).

Нарушения функционирования 
глутаматной системы гиппокампа 
потомства крыс, вызванные 
стрессорным ответом матери 
на гипоксию, вовлекаются 
в формирования возраст-
ассоциированного когнитивного 
дефицита

Олег Васильевич Ветровой1, 2, Виктор Андреевич 
Стратилов1, Екатерина Иосифовна Тюлькова1

1 � Лаборатория регуляции функций нейронов мозга, 
Институт физиологии им. И.П. Павлова РАН, Санкт-
Петербург, Россия;

2 � Кафедра биохимии, Биологический факультет, 
СПбГУ, Санкт-Петербург, Россия

vov210292@yandex.ru

Настоящее исследование основано на  идее о  клю-
чевой роли стрессорного ответа матери на внешние не-
гативные воздействия в  нарушении настройки порогов 
чувствительности сигнальных систем организма плода и, 
как следствие, формировании патологий постнатального 
развития. При этом профиль таких патологических про-
цессов помимо наследственных факторов будет опреде-
ляться текущим на момент воздействия этапом органо-
генеза и модальностью воздействия.

Настоящая работа с применением модели острой ги-
поксии in vivo (5% О2, 3 сеанса по 3 часа с интервалом 
в сутки), предъявляемой беременным самкам крыс ли-
нии Вистар на 14–16 сутки гестации, в период заклад-
ки гиппокампа, направлена на  изучение особенностей 
функционирования глутаматэргической системы, ос-
новной медиаторной системы гиппокампа, на протяже-
нии жизни потомства (2 недели, 3 месяца, 18 месяцев 
постнатального развития) и оценку их роли в формиро-
вании ассоциированных с  возрастом нарушений про-
странственной памяти.

Показано прогрессирующее с  возрастом умень-
шение количества нейронов, увеличение плотности 
синапсов, количества метаботропных глутаматных ре-
цепторов первого типа (mGluR1), рецепторов инозитол-
3-фосфата первого типа, а также повышенный уровень 
выработки инозитол-3-фосфата в  ответ на  аппликацию 
агонистов mGluR1  в  гиппокампе крыс, переживших 

пренатальную гипоксию (ПГ), что указывает на  устой-
чивую гиперактивацию внутриклеточного компонента 
mGluR1-ассоциированного сигнального пути. Однако, 
в гиппокампе взрослых и стареющих крыс, переживших 
ПГ, наблюдается снижение количества глутамата, а при 
индукции глутаматной эксайтотоксичности, в  отличие 
от  контроля, не  происходит увеличения генерации про-
дуктов свободнорадикального окисления липидов, что 
указывает на  тот факт, что повышенная активность ре-
цепторного аппарата глутаматной системы животных, 
переживших ПГ, не уравновешивает дефицит глутамата.

При этом в водном лабиринте Морриса для ПГ крыс 
показано прогрессирующее с  возрастом нарушение 
пространственной памяти, нивелируемое инъекциями 
агонистов mGluR1, что подтверждает вовлечение глута-
матной системы в формирование вызванного ПГ когни-
тивного дефицита.

По  результатам проведенных исследований можно 
предположить, что в  основе долгосрочных нарушений 
развития и  функционирования гиппокампа вследствие 
пренатальной гипоксии лежит нарушение функциониро-
вания глутаматэргической медиаторной системы, веро-
ятно вызванное ослаблением синтеза либо усилением 
деградации глутамата.

Исследования поддержаны грантом РФФИ 
№ 17-04-01118.

Лечение остеоартроза собак 
микрофрагментированной жировой 
тканью

Екатерина Владимировна Викторова, Ирина 
Петровна Савченкова, Светлана Александровна 
Васильева, Дарья Григорьевна Коровина

ФГБНУ «Федеральный Научный Центр — 
Всероссийский научно-исследовательский институт 
экспериментальной ветеринарии им. К.И. Скрябина 
и Я.Р. Коваленко» РАН, Москва, Россия

victorovaekaterina@gmail.com

На  протяжении последних двадцати лет непрерывно 
возрастает научный интерес к  клеточной терапии. В  от-
ечественной ветеринарии данное направление находит-
ся на  зарождающемся этапе своего развития. В  связи 
с этим, наша работа была направлена на изучение вли-
яния микрофрагментированной аутологичной подкожной 
жировой ткани (ФАПЖТ), на процесс развития естествен-
ного остеоартроза (ОА) локтевого сустава собак. Таким 
образом, в условиях ветеринарной клиники было отобра-
но 12  собак, смешанного пола, пород: лабрадор ретри-
вер; золотистый ретривер; боксер; шотландский сеттер; 
немецкая овчарка; метис; вес которых колебался в интер-
вале 20–45 кг, возрастом от 1 года до 9 лет. Все живот-
ные были отобраны по наличию следующих показателей: 
стойкая хромота при прогулочной ходьбе и болевое огра-
ничение диапазона движений пораженных суставов при 
пассивных манипуляциях. Собаки были разделены на две 
группы, контрольной группе было сделано три внутрису-
ставных инъекции глюкокортикостероидного препарата, 
с интервалом в неделю. Опытной группе было однократ-
но введено ФАПЖТ. Анализ результатов был проведен 
в четыре этапа клинического и рентгенологического об-
следования, с изучением синовиальной жидкости (через 
14 дней, 1, 2 и 3 месяца). Жировую ткань опытной группы 
отбирали из паховой складки, во время хирургических ма-
нипуляций по стерилизации и кастрации собак, методом 
липосакции, при этом, количество материала составляло 
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в среднем 20 грамм. Далее материал был отмыт в физио-
логическом растворе и пропущен через систему разрабо-
танных нами фильтров. Введение ФАПЖТ проводилось 
в пораженные суставы через 20 мин. после отбора жиро-
вой ткани. В конце эксперимента, репаративный эффект 
в опытной группе был значительно выше, как клинически, 
так и  рентгенологически. Значительное улучшение кли-
нических показателей опытной группы, в сравнении с по-
казателями контрольной, доказывает, что использова-
ние внутрисуставных инъекций ФАПЖТ является новым 
и практичным методом купирования и лечения различных 
степеней ОА собак.

Управление ростом аксонов 
нейронов человека, полученных 
из индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток при помощи 
электростимуляции

Максим Александрович Вовченко1, 
Эрдэм Баирович Дашинимаев2, 
Кирилл Константинович Сухинич2

1 � Московский физико-технический институт 
(национальный исследовательский университет), 
Долгопрудный, Россия;

2 � Институт биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН, 
Москва, Россия

maxvov@phystech.edu

Управление ростом аксонов нейронов человека 
in  vitro является актуальной задачей современной ней-
робиологии и  регенеративной медицины. При помощи 
подобной технологии возможно будет создавать клеточ-
ные транспланты, выращенные из  нейронов человека, 
которые, в свою очередь, можно получить из аутологич-
ных индуцированных плюрипотентных клеток человека. 
Такие транспланты могут быть применены для лечения 
травм спинного мозга и периферической нервной систе-
мы, которые являются нерешенными проблемами совре-
менной неврологии ввиду тяжести инвалидизации и  от-
сутствия эффективных методов терапии. В предыдущих 
исследованиях нами были отработаны методы культи-
вирования индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток человека и  методы их  дифференцировки в  ней-
ральных направлениях. Были получены культуры зрелых 
нейронов человека, содержащих небольшой процент 
глиальных клеток. Были отработаны методы культивиро-
вания нейральных стволовых клеток в виде нейросфер.

В исследовании по электростимуляции нейронов че-
ловека, полученных методом дифференцировки из инду-
цированных плюрипотентных стволовых клеток челове-
ка, впервые удалось разработать метод по  управлению 
направлением роста аксонов в первом приближении. Для 
этого была разработана экспериментальная установка 
электростимуляции нейронов оригинального дизайна. 
Показано, что что импульсный ток частотой 50 Гц и ам-
плитудой 220 мВ/мм вызывает стимуляцию роста аксо-
нов в катодном направлении, при этом угнетая рост ак-
сонов в анодном направлении. Таким образом получена 
база для дальнейшего создания клеточных транспланта-
тов с  направленной ориентацией нервных волокон для 
лечения травм периферических нервов.

Работа была выполнена в рамках гранта Президиума 
РАН, ФИМТ 0108-2018-0010 «Разработка новой био-
медицинской технологии лечения травмы перифериче-
ских нервов, основанной на  использовании стволовых 
клеток различного генеза».

Изменение пролиферативно-
дифференцировочного потенциала 
мезенхимных стромальных 
клеток как показатель старения 
на клеточном уровне

Елизавета Сергеевна Войнова, 
Петр Алексеевич Тюрин-Кузьмин

Московский государственный университет 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

voynovaes.pharm@gmail.com

Мезенхимные стромальные клетки представляют 
большой интерес для современной науки в связи с их по-
тенциальным использованием в  регенеративной меди-
цине. Как стволовые клетки, они обладают способностью 
к  самообновлению и  дифференцировке  — процессам, 
от  которых зависит размер популяции и  ее  регенера-
тивный потенциал. При исследовании старения МСК 
используются клетки, выделенные из  доноров разно-
го возраста, а  также продолжительное пассирование 
клеток в  культуре. Ранее было показано, что так назы-
ваемое «время удвоения» популяции как на  ранних, так 
и на поздних пассажах выше у пожилых доноров, а так-
же значительно увеличивается с каждым последующим 
пассажем. Кроме того, отмечается снижение мультипо-
тентности дифференцировки и  проявление признаков 
репликативного старения.

Целью нашего исследования являлось выяснение 
того, как пролиферативная активность и дифференциро-
вочный потенциал изменяется в процессе старения МСК 
жировой ткани человека. Мы измерили их митотическую 
активность и  эффективность адипогенной дифферен-
цировки в зависимости от возраста донора, при разной 
плотности посадки и  на  разных пассажах. Все изучае-
мые процессы наблюдались в  режиме реального вре-
мени и на уровне одиночных клеток, что в совокупности 
с большим статистическим объемом данных позволило 
говорить о высоком уровне достоверности результатов.

В процессе исследования нам удалось выяснить, что 
при одинаковом пассаже клетки, высаженные в большей 
плотности, эффективнее переходят в адипогенную диф-
ференцировку. Данное наблюдение подтверждалось для 
клеток как пожилых, так и молодых доноров. Вероятнее 
всего, данный эффект объясняется паракринными фак-
торами, секретируемыми МСК. Кроме этого, нами была 
выявлена прямая зависимость дифференцировочного 
потенциала от  номера пассажа культивируемых МСК. 
Так, по  мере пассирования данный показатель возрас-
тал в  4–5  раз. Эти данные позволяют говорить о  том, 
что при старении МСК в  большей степени подвержены 
адипогенной дифференцировке, что может быть связано 
с тем, что они выходят из состояния стволовости и ком-
митируются в направлении дифференцировки.

Таким образом, в данной работе был выявлен ряд за-
кономерностей изменения МСК, понимание которых не-
обходимо для контролируемого использования этих кле-
ток в регенеративной медицине.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РФФИ № 19-315-80018.
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Опыт применения гемопоэтических 
клеток пуповинной крови у детей 
с расстройством аутистического 
спектра

Станислав Евгеньевич Волчков1, Ольга 
Влдимировна Тюмина1, Павел Анатольевич 
Овчинников1, Лариса Михайловна 
Трусова1, Татьяна Александровна 
Романова2, Ольга Олеговна Галахова2

1 � ГБУЗ «МЦ Династия», Самара, Россия;
2 � ГБУЗ СО «Самарская городская детская 

клиническая больница № 1 им. Н.Н. Ивановой», 
Самара, Россия

quality@cordbank.ru

Введение. Расстройства аутистического спектра 
(ASD, РАС) представляют собой психические расстрой-
ства, характеризующиеся нарушением социального 
взаимодействия и  общения, повторяющимися и  стере-
отипными моделями поведения и  неравномерным ин-
теллектуальным развитием, часто с  умственной отста-
лостью, возникающие в детском возрасте. Определение 
эффективных методов лечения аутизма является осо-
бенно сложным. Терапия стволовыми клетками показала 
большие перспективы в современном лечении и реаби-
литации пациентов с РАС.

Материал и  методы. Исследование проведено 
на 10 пациентах с подтвержденным диагнозом «Аутизм» 
после подписания информированного добровольного со-
гласия. Возраст пациентов варьировался от 4 до 14 лет 
(медиана 7,25 лет). Подбор образцов пуповинной крови 
осуществлялся по группе крови по системе АВ0 и резус 
фактору из расчета не менее 150 млн ядросодержащих 
клеток на  кг  веса пациента. Введение осуществлялось 
внутривенно капельно. Всего выполнено 3  введения 
с интервалом в 1 месяц. Оценка эффективности лечения 
проводилась по шкале ATEC (до введения, через 1 месяц 
после каждого введения); дополнительно, в крови паци-
ентов изучали иммунный статус и цитокиновый профиль 
(IL  1,6,8, α-ФНО, γ-интерферону) до  введения и  через 
6 месяцев после последнего введения.

Результаты исследования. На  момент публика-
ции тезисов оценка эффективности лечения прове-
дена за  первые три месяца протокола (3  введения). 
За  период наблюдения и  до  момента публикации 
ни  у  одного из  детей реакций на  введение клеток пу-
повинной крови и  других отсроченных осложнений 
не  наблюдалось. Показатели цитокинового профи-
ля до  и  после лечения были в  пределах референтных 
значений. У  некоторых пациентов были зафиксиро-
ваны незначительные отклонения от  референтных 
значений показателей иммунного статуса. После про-
веденного лечения данные показатели не  претерпе-
ли значительных изменений. Оценка эффективности 
лечения по  шкале ATEC показала положительную ди-
намику. В  большей мере улучшение было отмечено 
в разделах: «Речь, язык, коммуникативные навыки» — 
снижение тяжести заболевания в  баллах составило 
по  медиане с  14  до  7  и  «Здоровье/Физическое раз-
витие/Поведение», где снижение составило по меди-
ане с 24 до 14. Общее снижение тяжести заболевания 
составило около 30%, с 63 до 44 (Ме).

Выводы. Полученные результаты показывают, что 
внутривенное введение гемопоэтических клеток пупо-
винной крови безопасно и эффективно влияет на физи-
ческую и  психосоциальную реабилитацию детей с  рас-
стройствами аутистического спектра.

Проверка фенотипической 
стабильности генетически 
измененных клеток отобранных 
методом химерного сортинга

Ива Глебовна Воробьева1, 
Татьяна Борисовна Карягина2

1 � ФГБУ «НМИЦ реабилитации и курортологии» 
Минздрава России, Москва, Россия;

2 � ФГБУ Институт биоорганической химии 
им. М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, 
Москва, Россия

iva1647@yandex.ru

Развитие генной терапии и  Crispr/Cas9  метода 
геномной модификации клеток для клинического при-
менения в клеточной трансплантологии требует новых 
подходов к  отбору генетически измененных клеток. 
Вероятность инсертного мутагенеза из-за интеграции 
генно-инженерной кассеты в  случайный сайт в  гено-
ме, остается достаточно высокой. Затрагивая гены, 
необходимые для нормального функционирования 
клетки, такая вставка будет делать клетку-хозяин па-
тогенной. При трансплантации нескольких миллионов 
модифицированных клеток, в  организм может быть 
введено до  нескольких сотен потенциально патоген-
ных клеток. Значительно снизить эту вероятность воз-
можно получив стабильную, генетически однородную 
линию, проверенную на иммуногенность для пациента, 
с  известным потенциалом клеточных делений после 
трансплантации. Прим.в  конструкцию pEYFP-CBD-
PDGFR мы получили стабильные генетически однород-
ные клеточные линии.

Цель: проверить моноклональность полученных 
линий методом предельных разведений, сделать ана-
лиз клеточного пула методом ифа, исследовать воз-
можность метода получать линии как с  генотипиче-
ской стабильностью, и  сниженным фенотипическим 
разнообразием.

Материалы и  методы. Трансфекция клеточной ли-
нии CHO-S  проводили, используя липофильный агент 
FreeStyle MAX (Invitrogen) в  6-луночных планшетах 
(FreeStyle CHO-S  Cells, Invitrogen, Cat. # R800-07). 
Проверку моноклональности стабильных клонов- прово-
дили методом предельных разведений. Концентрацию 
EYFP определяли ифа анализом Anti-GFP antibody Cat. # 
AB011 (Евроген, Россия).

Результаты: Из  0,5×106 клеток получивших транс-
ген трансфектантов, были получены клеточные линии 
с высокой, стабильной (20–35 пассажей) экспрессией 
модельного белка. Концентрация целевого белка в не-
оптимизированных условиях после трех дней культи-
вирования трех производительных клонов достигла 
(мг/л): 72,7±3,2; 83,5±12,1; 380,4±14,5. Скорость 
роста линий при этом составляла (часов/деление): 
19,7±1,1; 22,1±1,4; 22,2±1,2. Стабильная линия мо-
жет быть получена уже через 15  суток после транс-
фекции. Безопасность для организма-хозяина линии, 
стабильность, параметры вставки и  соответствие не-
обходимым характеристикам могут быть проанализи-
рованы одновременно с наработкой необходимого для 
применения количества клеток.

Выводы. При использовании этой селективной си-
стемы возможна эффективная селекция генетически 
модифицированных клеток с генотипической стабильно-
стью, и сниженным фенотипическим разнообразием ме-
таболизм которых минимально отличается от  исходных 
клеток организма.
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Костные морфогенетические факторы роста 
(BMP)  — группа цитокинов формирующая ткани кости 
и хряща. Рекомбинантный костный морфогенетический 
белок-2 (rhBMP-2) является ортобиологическим, спо-
собствует образованию кости и сращению позвоночни-
ка, используется в хирургических подходах однако име-
ет много побочных эффектов, так как может вызывать 
воспаления, малигнизацию и  остеолиз. Управление 
по  санитарному надзору FDA (США) выпустило пред-
упреждение об опасных побочных эффектах, связанных 
с  использованием rhBMP-2. Обзор 2011  года выявил 
занижение числа побочных явлений, включая риск раз-
вития рака. В последнее время клеточная терапия стала 
потенциальным вариантом лечения, способствующим 
восстановлению кости. Остеогенная способность ство-
ловых клеток из жировой ткани в качестве терапевтиче-
ского агента для восстановления кости описана в лите-
ратуре. В работе мы анализировали данные экспресии 
введенного трансгена hBMP-2  в  две клеточные линии, 
чтобы оценить возможность использовать кондициони-
рованную среду на их основе для трансформации чело-
веческих MSC, полученных из жировой ткани, для усиле-
ния их остеогенного потенциала.

Материалы иметоды. Вектор, содержащий синте-
тическую конструкцию BMP2, вводился в культуру HEK-
293  и  контрольные клетки CHO методом липофекции. 
Экспрессию гена на уровне транскрипции подтвержда-
ли методом ОТ-ПЦР. HEK293 оценку экспрессии транс-
гена в клетках определяли детекцией моноклональными 
антителами к BMP-2 (Pierce, MA1-26766) вестерн-бло-
та, микроскопированием и  оценкой при помощи про-
граммы ImageJ.

Результаты и  обсуждение. Продукция BMP-
2 в культуральной жидкости CHO (контроль) была около 
0,1–3 нг/106 клеток как предел детектируемого сигна-
ла, и  BMP-2 –HEK2, продуцирующей приблизительно 
20 нг/106 клеток BMP-2 в течение 3 дней (пятая часть 
от  контрольного нанесения на  блоте), что соответсвует 
литературным данным. Трансген в клетках млекопитаю-
щих демонстрирует устойчиво низкую выработку BMP-2, 
что должно приводить длительному периоду полужизни 
остеоиндуктивного сигнала и, таким образом, к  увели-
чению дифференцировки остеопрогениторных клеток 
из  MSC, полученных из  жировой ткани, для усиления 
их остеогенного потенциала.

Получение и применение 
комбинированного препарата клеток 
обонятельной выстилки при травмах 
спинного мозга
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Владиславовна Степанова1, Марат Петрович 
Валихов1, Андрей Викторович Чадин1, Екатерина 
Константиновна Карсунцева1, Алевтина 
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Решетов2, Владимир Павлович Чехонин1
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Травмы спинного мозга занимают лидирующие пози-
ции среди всех причин инвалидизации населения плане-
ты. Патологические процессы, развивающиеся в резуль-
тате травм спинного мозга, связаны с гибелью большого 
числа функциональных зрелых нейронов и  приводят 
к тяжелым нарушениям моторных, сенсорных, дыхатель-
ных и мочеполовых функций. Важнейшей задачей совре-
менной биомедицины является поиск новых стратегий 
лечения таких пациентов, так как существующие хирур-
гические и медикаментозные методы остаются малоэф-
фективными. Перспективным в  этой области является 
такое направление регенеративной медицины, как кле-
точная терапия. С  точки зрения персонализированной 
медицины оптимальными рассматриваются клетки обо-
нятельной выстилки носа, а именно обкладочные клетки 
и нейральные стволовые/прогениторные клетки (НСПК). 
Однако применение комбинации данных клеток в  тера-
пии травм спинного мозга, в том числе, при посттравма-
тических кистах не изучено. Таким образом, целью дан-
ной работы было получить комбинированный препарат 
клеток обонятельной выстилки и изучить его эффектив-
ность при постравматических кистах спинного мозга.

Для создания комбинированного препарата приме-
няли протоколы получения чистых культур обкладочных 
клеток и НСПК человека, разработанных ранее в нашем 
отделе. Трансплантацию комбинированного препарата 
проводили животным через 4 недели после травмы в по-
лость кисты в 10 мкл среды DMEM/F12(1:1). Контрольной 
группе вводили то же количество среды без клеток. Оценку 
восстановления моторной функции проводили в течение 
4 недель после трансплантации с помощью BBB-теста.

Оптимальный состав комбинированного препарата кле-
ток обонятельной выстилки для терапии посттравамтиче-
ских кист спинного мозга включал 750 тысяч обкладочных 
клеток и 200 тысяч НСПК. Данные количества обусловле-
ны тем, что в ранее был показан наибольший терапевтиче-
ский эффект от  траснплантации 750  тысяч обкладочных 
клеток человека, а  200  тысяч НСПК рекомендуется ис-
пользовать согласно литературным данным. По  резуль-
татам ВВВ-теста было показано, что при трансплантации 
комбинированного препарата наблюдали положительную 
динамику восстановления двигательной активности в  те-
чение всех 4 недель по сравнению с контрольной группой. 
Разработанный комбинированный препарат и выявленная 
эффективность его использования в терапии эксперимен-
тальных кист спинного мозга являются предпосылкой для 
дальнейшего использования в  доклинических и  клиниче-
ских испытаниях при травмах спинного мозга.

Работа поддержана грантом РНФ № 17-15-01133.
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Паратиреоидный гормон (ПТГ) играет важную роль 
в пролиферации и дифференцировке предшественников 
остеобластов и мезенхимных стромальных клеткок (МСК).

Цель исследования: обнаружение особенностей сиг-
налинга ПТГ в МСК и влияние на их дифференцировку

Методы: получены МСК из жировой ткани брюшной 
стенки, колена и  надкостницы. Функциональная актив-
ность рецепторов ПТГ на МСК исследована при помощи 
детекции внутриклеточного кальция с использованием 
кальциевого красителя Fluo8. Для индукции остеоге-
неза использовано 100  нМ Д ексаметазона, 200  мкМ 
Аскорбиновой кислоты и  10  мМ  Глицерол-2-фосфата 
в  присутствии или без ПТГ, и  селективных ингибито-
ров фосфолипазы С  (U73122) и  Аденилатциклазы 
(SQ22536). RUNX2 и остеокальцин оценены при помо-
щи ПЦР с обратной транскрипцией. Также дифференци-
ровку визуализировали цитохимическим окрашивани-
ем ализариновым кпасным.

Результаты. Обнаружено, что МСК отвечают на ПТГ 
различными типами кальциевых ответов: одиночный от-
вет в течение первых мин. после стимуляции, отложенный 
одиночный ответ, регулярные кальциевые осцилляции, 
нерегулярные кальциевые осцилляции, постепенное по-
вышение уровня кальция. Обнаружены особенности рас-
пределения функциональных субпопуляций МСК по  ти-
пам их ответов на ПТГ в зависимости от ткани, из которой 
они выделены. Клетки из  надкостницы чаще отвечали 
регулярными кальциевыми осцилляциями. Некоторые 
клетки осциллировали и в отсутствие ПТГ, а добавление 
гормона повышало частоту осцилляций. Клетки из жиро-
вой ткани брюшной стенки отвечали одиночными каль-
циевыми всплесками или медленными кальциевыми 
цАМФ-зависимыми ответами. МСК из подкожного жира 
колена демонстрировали все типы кальциевых ответов.

При дифференцировке клеток в  остеогенном на-
правлении ПТГ оказывал разные эффекты на  МСК: 
проостеогенное действие на  МСК из  жировой ткани 
брюшной стенки и подавление остеогенной дифферен-
цировки и  уменьшение экспрессии остеогенных мар-
керов при действии на клетки из надкостницы. На МСК 
из жировой ткани колена эффект был антиостеогенным, 
но менее выраженным

Выводы. Обнаружена функциональная гетероген-
ность МСК по  типам их  ответов на  ПТГ, а  также зави-
симость субпопуляционного состава МСК по  ответу 
на  ПТГ в  зависимости от  источника выделения клеток. 

Обнаружено, что ПТГ оказывает положительный эффект 
на  остеогенную дифференцировку МСК, выделенных 
из жировой ткани брюшной стенки и подавляет остеоген-
ную дифференциоровку МСК, выделенных из надкостни-
цы и из жировой ткани колена.

Работа поддержана грантом РНФ № 19-75-30007.
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В  предыдущих работах мы  показали невозможность 
биологического лечения кариеса (предотвращение синте-
за матриксных металлопротеиназ одонтобластами и диф-
ференцировка в третичный дентин стволовыми клетками 
предентина) без предотвращения апоптоза эпителия.

Цель исследования: разработать композицию, пре-
дотвращающую апоптоз эпителиоцитов и аутоагрессию 
одонтобластов

Материалы и методы. Лабораторная часть. На базис-
ном воске 7 дней при t 37°C культивировали по 3 образца 
интактных зубов. Эксперимент воспроизвели 3 раза. Всего 
27  зубов. Среды культивирования: со  слюной и  взвесью 
клеток эпителия полости рта и  50% сиропом сахара (гр. 
1), со смывом полости рта 50% сахарным сиропом после 
чистки образцов реминерализирующей зубной пастой (гр. 
2), со смывом полости рта 50% сахарным сиропом после 
чистки образцов разработанной нами композицией (гр. 3).

Клиническая часть. В  эксперименте приняли уча-
стие 28 добровольцев в возрасте 18–29 лет, 14 мужчин 
и  14  женщин. У  всех добровольцев были взяты мазки 
до и через 7 дней после эксперимента: эмаль без кари-
еса, эмаль с поверхностным кариесом, эмаль с началь-
ным кариесом, кариес дентина, межзубной промежуток, 
десневой край, буккальный мазок. Добровольцы (по 7 че-
ловек) чистили зубы: зубной пастой Blend — a — Med (гр. 
2.1), Colgate (гр. 2.2), Paradontax (гр. 2.3) и нашей ком-
позицией (гр. 2.4). Статистическую обработку проводили 
в программе Microsoft Excel.

Результаты. В группе 1 отмечалось резкое потемне-
ние и размягчение дентина. В группе 2 — значительная 
деминерализация эмали. В группе 3 каких-либо измене-
ний со стороны эмали и дентина отмечено не было.

В  клиническом эксперименте было получено значи-
тельное количество апоптозных эпителиоцитов во  всех 
группах до  начала эксперимента (9 +/- 6  в  поле зре-
ния). На стадии начального кариеса эмали в группах 2.1, 
2.2  и  2.3  количество апоптозных эпителиоцитов соста-
вило 7 (+/- 3 в п. з.). В группе 2.4 количество апоптозных 
эпителиоцитов составило 2 (+/- 1 в п. з.).

Вывод. Эпителий слизистой полости рта при выде-
лении продуктов апоптоза может активировать ММП 
дентина, тем самым провоцируя появление скрытых ка-
риозных полостей. Одонтобласты и  стволовые клетки 
предентина могут отвечать на кариозное поражение как 
аутолизисом (путем синтеза ММП одонтобластами), так 
и  аутопротекцией (активации стволовых клеток преден-
тина и  формированием третичного дентина). Реакцию 
одонтобластов и  стволовых клеток предентина можно 
модерировать путем предотвращения процессов апопто-
за эпителиоцитов на поверхности эмали зуба.
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Актуальность. Разработка новых методов воспол-
нения дефектов костной ткани, направленных на  регу-
ляцию дифференцировки остеогенных прогениторных 
клеток, является актуальной задачей регенеративной 
медицины. Одним из  ингибиторов остеогенеза высту-
пает гликогенсинтаза киназа GSK-3β, который посред-
ством фосфорилирования β-катенина уменьшает 
уровень экспрессии ключевого транскрипционного 
фактора остеобластов Runx2. Снижение количества 
мРНК GSK-3β в  результате нокдауна с  помощью мо-
лекул siРНК может существенно повысить эффектив-
ность остеогенной дифференцировки клеток-предше-
ственниц в процессе репаративного остеогенеза.

Цель исследования. Оценка влияния нокдауна 
GSK-3β на  развитие остеогенной дифференцировки 
мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток 
(ММСК).

Материалы и методы. Для нокдауна GSK-3β были вы-
браны 4 молекулы siРНК, направленные на 4, 7, 8 и 10 эк-
зоны в составе мРНК данного гена. ММСК жировой тка-
ни человека на 3 пассаже инкубировали с полиплексами, 
состоящими из молекул siРНК и полимера TurboFect (TF) 
N/P  1:2  в  24-луночном планшете в  течение 24  часов 
в  среде Opti-MEM с  5% ЭТС. После трансфекции сре-
ду заменяли на Д МЕМ с  10% ЭТС, 4  mM  L-глутамина, 
100  мг/л  амикацина. Эффективность трансфекции 
определяли с  помощью контрольной молекулы siРНК, 
не  направленной ни  на  один известный ген человека, 
с  флуоресцентной меткой 6-FAM. Цитосовместимость 
полиплексов анализировали с помощью МТТ-теста на 1, 
2  и  5  сутки после трансфекции. Уровень экспрессии 
мРНК GSK-3β и Runx2 оценивали с помощью РТ-ПЦР.

Результаты. По  данным МТТ-теста была определе-
на оптимальная концентрация siРНК  — 50  пмоль/мл, 
при которой количество живых клеток на 5 сутки после 
трансфекции варьировалось от 71,7% до 87% от значе-
ний контрольной группы.

Эффективность трансфекции ММСК полиплек-
сами, содержащими 50  пмоль/мл  siРНК составила 
97,2±2,4%. На 5 сутки после проведения нокдауна уро-
вень экспрессии GSK-3β снизился в 2,3–5,2 раза, а уро-
вень экспрессии Runx2 вырос в 2,5–7 раз в зависимо-
сти от молекулы siРНК.

Таким образом, было показано, что эффективность 
остеогенной дифференцировки в  культурах ММСК мо-
жет быть повышена при нокдауне гена GSK-3β с  помо-
щью молекул siРНК.

Работа выполнена при поддержке госзадания для 
ФГБНУ «МГНЦ».
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К  настоящему времени предложено множество 
подходов для индукции терапевтического ангиогене-
за включающие в себя разнообразные хирургические 
техники, применение специфических медикаментоз-
ных препаратов, белков индукторов ангиогенеза, ре-
комбинантных молекул ДНК и  применение различ-
ных клеточных типов.При этом в  качестве наиболее 
перспективных технологий могут рассматриваться 
подходы базирующиеся на  использовании ex  vivo ге-
нетически модифицированных клеток.В  этом аспекте, 
мононуклеарные клетки крови пуповины (МККП) че-
ловека продолжают оставаться перспективными «ин-
струментами» для доставки генно-инженерных систем 
и экспрессии рекомбинантных белков.

В исследовании мы определили влияние МККП гипе-
рэкспрессирующих проангиогенные факторы на процес-
сы индукции ангиогенеза. Получены МККП экспрессиру-
ющие сосудистый эндотелиальный фактор роста (VEGF), 
а также МККП одновременно секретирующие VEGF, ос-
новной фактор роста фибробластов (FGF2) и  стромаль-
ный фактор роста 1 альфа (SDF1-α) (МККП-VSF).В каче-
стве групп сравнения использовали импланты матригеля 
c МККП-GFP и без МККП.

Спустя семь суток после имплантации выделенные 
фрагменты Матригеля имели вид правильных дис-
ков. Верификация экспрессии рекомбинантных генов 
в  имплантах, показала присутствие целевых мРНК. 
Цвет имплантов коррелировал со  степенью васкуля-
ризации и  варьировал от  молочно-белого (контроль-
ный Матригель) до  красно-коричневого (МККП-VSF). 
Показано, что концентрация гемоглобина в импланта-
тах, содержащих МККП-VEGF, или МККП-VSF досто-
верно выше по  сравнению с  образцами содержащи-
ми фрагменты Матригеля с  МККП-GFP и  без МККП. 
Гистологические исследования выявили, что препара-
ты Матригеля окружены тонкой соединительнотканной 
капсулой в  вглубь которых врастает соединительная 
ткань.В  группах Матригеля без МККП (1,5±0,5  ед./
мм2) и  МККП-GFP (7,5±3  ед./мм2) наблюдались ред-
кие капилляры. В  группе МККП-VEGF присутствуют 
сосуды различного диаметра (16±5  ед./мм2), прони-
кающие в  центральные области имплантата, клетки 
экспрессируют VEGF. МККП-VSF характеризуются 
врастанием в глубь имплантатов соединительной тка-
ни и формированием сосудов (23±5 ед./мм2) различ-
ного калибра, которые проникают в центральные обла-
сти имплантата, МККП позитивны в отношении VEGF, 
FGF2 и SDF1-α.

Таким образом, модификация МККП аденовирусами 
увеличивает экспрессию ими проангиогенных факторов.
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Комбинированная доставка нескольких факторов с  ис-
пользованием МККП показывает взаимный синергети-
ческий эффект при стимуляции ангиогенеза.

Работа поддержана РФФИ 16-04-01567.
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В настоящее время активно разрабатываются мето-
ды лечения сосудистых заболеваний в  основе которых 
лежат методы стимулирования естественных процес-
сов ангиогенеза. В  частности, генные конструкции, эк-
прессирующие проангиогенные факторы были успеш-
но применены во  многих клинических и  доклинических 
исследованиях. Использование сильных промоторов 
и  мультигенных систем, позволяет усиливать ангиоген-
ный потенциал и  активировать формирование стабиль-
ной функциональной сети сосудов.

В  исследовании на  базе разрешенного для клини-
ческого применения плазмидного вектора pVax1  нами 
были сконструированы генетические конструкции, коди-
рующие несколько генов интегрированные через фурин-
2А-пептидные последовательности пикорновирусов . 
В  качестве терапевтических молекул, были выбраны 
VEGF и  (или) FGF-2, оба фактора играют важную роль 
на разных этапах ангиогенеза, все экспрессионные кас-
сеты кодировали репортерный ген- DsRed.

Генетически модифицированные клетки трансфи-
цированные созданными плазмидами, стабильно экс-
прессировали рекомбинантные факторы. Синтез мРНК 
VEGF и  FGF-2  был подтвержден с  помощью молеку-
лярно-генетических методов. Данные мультиплексно-
го анализа с  применением технологии Luminex®xMAP 
и  набора Bio-PlexPro™ Human Cytokine 27-plex Assay 
показали, что модификация клеток не приводит к зна-
чительному сдвигу в профиле синтезируемых и секре-
тируемых факторов. За  исключением, концентрации 
рекомбинантных белков представленных в плазмидных 
конструкциях (VEGF и FGF2). Кондиционированная сре-
да собранная с трансфицированных клеток оказывала 
стимулирующий эффект на пролиферацию и формиро-
вание капилляро-подобных структур эндотелиальными 
клетками in vitro.

Таким образом, рекомбинантные конструкции содер-
жащие 2А-пептидные последовательности пикарновиру-
сов экспрессруют терапевтические и репортерные гены, 
расположенные в  одной рамке считывания и  обладают 
значительным проангиогенным потенциалом. Данные 
системы позволят расширить существующие возможно-
сти генной терапии в аспекте лечения ишемических за-
болеваний человека.

Работа поддержана Грантом Президента 
РФ ПВНШ-118.
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По данным ВОЗ основной причиной смертности на-
селения в развитых странах являются сердечно-сосуди-
стые заболевания, каждый год из-за них погибает около 
17,9 миллиона людей.Несмотря на совершенствование 
хирургических и  эндоваскулярных технологий,данные 
методы лечения недоступны около 30% пациентов 
из-за  плохого состояния сосудистого русла и  риска 
сердечного приступа.В  связи с  этим поиск эффектив-
ных методов лечения, способных предотвратить про-
грессирование ишемических заболеваний остается 
актуальной задачей здравоохранения.Генная терапия 
с  использованием проангиогенных молекул является 
прогрессивной стратегией, однако последние рандо-
мизированные исследования не  смогли однозначно 
доказать эффективность данного подхода.Поэтому су-
ществует необходимость в  более детальном изучении 
влияния генных конструкций на  активацию естествен-
ных процессов ангиогенеза.

В  этой связи, нами были созданы и  протестиро-
ваны мультигенные плазмидные конструкции in  vitro. 
Рекомбинантные плазмиды содержали фурин-2А-
пептидную последовательность пикорновирусов и  ко-
дон оптимизированные последовательности фактора 
роста эндотелия сосудов (VEGF) и (или) фактора роста 
фибробластов (FGF2), красного флуоресцентного бел-
ка (DsRed). В  данной работе, для анализа терапевти-
ческого потенциала данных конструкций in vivo мы им-
плантировали генетически-модифицированные клетки 
HЕK293T в  составе матригеля иммунодефицитным 
мышам линии BALB/c Nude.

Имплантаты контрольных групп характеризовались 
молочно-белым цветом и  низким уровнем гемоглоби-
на.Тем не  менее, в  имплантатах, содержащих клетки 
HEK293T, трансфицированные репортёрной плазми-
дой pVax-DsRed, содержание гемоглобина было выше, 
чем в чистом Матригеле, что говорит о наличии некото-
рых проангиогенных свойств у клеток HEK293T. Клетки, 
гиперэспрессирующие VEGF и  FGF-2  активировали ан-
гиогенез: красно-коричневые имплантаты матригеля 
содержали большое количество кровеносных сосудов.
Однако в  группе pVax-FGF2  уровень гемоглобина был 
выше по сравнению с группой pVax-VEGF-FGF2.Под воз-
действием pVAX-FGF2  формировалось меньшее коли-
чество сосудов по  сравнению с  pVax-VEGF165A-FGF2, 
однако диаметр был их  шире, что повлияло на  концен-
трацию гемоглобина.

Таким образом, ко-экспрессия VEGF и  FGF-2  спо-
собствует эффективной васкуляризации имплантатов 
матригеля и  стимулирует образование сосудов in  vivo, 
а  разработанные плазмидные конструкции могут быть 
использованы в дальнейших исследованиях направлен-
ных на стимулирование ангиогенеза.

Работа поддержана Грантом Президента РФ 
ПВНШ-118.
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Патология аортального клапана остается одной 
из  важнейших проблем сердечно-сосудистой хирургии. 
Недостатки существующих протезов требуют поиска 
новых решений для пациентов в  терминальной стадии 
заболевания. Наиболее перспективным направлением 
является децеллюляризация клапанов сердца.

Нами была предпринята попытка децеллюляризации 
в  среде сверхкритического диоксида углерода (скСО2), 
что по данным ряда авторов может сократить время об-
работки и  снизить риск контаминации. Эффективность 
способа оценивали методами гистохимического окраши-
вания (окраска гематоксилин-эозином) и определением 
биомеханических свойств клапанов.

Децеллюляризация раствором щелочи в  течение 
1–1,5 часа и последующее помещение образцов в сре-
ду скСО2 (t=37°C, P=15 МПа) способствовали вымыва-
нию клеток из  тканей, однако отмечалось повреждение 
экстрацеллюлярного матрикса (ЭЦМ). При обработке 
в среде скСО2 в течение 1 часа с добавлением раствора 
этилового спирта в концентрации от 30% до 64% наблю-
далось сохранение ядер в биоматериале.

Гибридная обработка растворами детергентов в тече-
ние 24 часов и последующая экстракция в среде скСO2 
(t=37°C, P=15–25  МПа) позволила добиться удаления 
клеток при сохранении структуры ЭЦМ. Механические 
испытания показали незначительное увеличение модуля 
Юнга, максимального напряжения и удлинения в обрабо-
танной ткани по сравнению с нативной. Таким образом, 
комбинированная обработка (детергент+скСО2) позволя-
ет получить бесклеточные неповрежденные матрицы.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
№ 18-33-00982.

Безфидерная культура клеток 
эпителия слизистой губы человека 
для клеточной трансплантации при 
заболеваниях роговицы

Максим Юрьевич Герасимов1, Дмитрий 
Сергеевич Островский1, Борис Эдуардович 
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Введение. Роговица человека в  норме покрыта не-
ороговевающим многослойным плоским эпителием, 
который обновляется за  счет лимбальных эпителиаль-
ных стволовых клеток (ЛЭСК). Обширное повреждение 
ЛЭСК, приводит к  синдрому лимбальной недостаточно-
сти (СЛН), а  его двустороння форма вызывает слепоту 
и слабовидение. Для лечения таких состояний изучается 
эффективность аутотрансплантации культивированных 
клеток эпителия полости рта.

Цель. Разработка метода получения культуры клеток 
эпителия слизистой губы человека без фидерных клеток 
и биопокрытий.

Материалы и методы. Ткань слизистой губы была 
получена от 6 пациентов при выполнении оперативных 
вмешательств после подписания информированного 
добровольного согласия. Для посева использовали эпи-
телиальную часть экспланта, отсепарованную от  под-
слизистого слоя. Культивирование проводили в  базо-
вых средах DMEM/F12 (1,05  мМ  кальция) и  EpiLife 
(0,06 мМ кальция), содержащих 5% эмбриональной те-
лячьей сыворотки, 1% антибиотик-антимикотик, а  так-
же инсулин, гидрокортизон и  эпидермальный фактор 
роста. Первичную культуру окрашивали на  маркеры: 
p63 (стволовость, пролиферация), виментин (проме-
жуточные филаменты) и ZO-1 (плотные межклеточные 
контакты тип 1). Изображения анализировали в  про-
граммах Fiji и CellProfiler.

Результаты. Первичная культура клеток эпителия 
слизистой губы была получена от  всех доноров в  обо-
их культуральных средах. Морфология клеток соответ-
ствовала типу «булыжная мостовая», однако в  среде 
с  1,05  мМ  кальция отмечали больше открепившихся 
клеток и  наличие дебриса. Количество клеток, поло-
жительных на  ядерный маркер p63, в  средах DMEM/
F12 и EpiLife составило 34,7% и 39,2% (медиана, n=3) 
соответственно. Экспрессия виментина в группах зна-
чимо не различалась. По данным анализа, длина участ-
ков экспрессии белка ZO-1 составила 17,05 и 5,18 мкм 
на клетку (медиана, n=3) в средах DMEM/F12 и EpiLife 
соответственно.

Заключение. По  результатам проведенного ис-
следования были получены культуры клеток эпителия 
слизистой губы человека без применения фидерных 
клеток и  биопокрытий с  использованием только трёх 
специфических фактора роста. При культивирова-
нии в  среде DMEM/F12  отмечено повышение длины 
плотных межклеточных контактов, что может быть ис-
пользовано при моделировании дифференцировки 
эпителия in vitro. Культивирование в среде EpiLife спо-
собствует повышению количества пролиферирующих 
клеток эпителия. Следовательно, описанный метод 
перспективен для использования в  клеточной транс-
плантации у пациентов с двусторонним СЛН.
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Цель. Оценить эффективность инновационного под-
хода со  стромально-васкулярной фракцией жировой 
ткани (СВФ-ЖТ) для восстановления опорного аппарата 
зуба у  пациентов хроническим пародонтитом, включая 
длительно курящих.

Материалы и  методы. В  исследовании приняли 
участие 158  больных хроническим развившимся па-
родонтитом, из них тестовая группа (ТГ) — 95 человек, 
контрольная группа (КГ) — 63; из них, 39 пациентов — 
26  муж., 13  жен., в  возрасте Мо  49,5  лет (со  стажем 
курения > 15 лет, ≥ 10 сигарет в день): в ТГ-18 пациен-
тов, в КГ — 21.

Операции направленной регенерации тканей в ТГ вы-
полняли с СВФ-ЖТ, в КГ под сгустком крови из альвеолы 
и  периодонта. В  обеих группах использовали остеокон-
дуктивный материал. Наблюдение составило 24 месяца 
и  включало клиническую и  инструментальную оценку, 
морфологический анализ регенерата.

СВФ-ЖТ  выделяли из  липоаспирата ферментатив-
ным методом с дальнейшим протоколом выделения кле-
ток в лаборатории клеточных технологий.

Результаты. Применение СВФ-ЖТ  значимо улуч-
шило клинические и  функциональные результаты ле-
чения. Частота послеоперационных осложнений ока-
залась ниже в ТГ по сравнению с КГ — 2,1% и 19,1%, 
соответственно (р<0,05). Прирост зубодесневого при-
крепления (ЗДП) через 2 года — в ТГ 5,66±0,02 мм, что 
на  73% больше показателя КГ  (p<0,001). Аппаратная 
периотестометрия свидетельствовала о  приемлемом 
восстановлении ЗДП у  пациентов с  СВФ-ЖТ  в  отли-
чие от  КГ. В  группе длительно курящих прирост ЗДП 
(с  СВФ-ЖТ) составил 4,3 ±0,02  мм, в  контроле  — 
2,1±0,01 мм (при p<0,01).

Морфологическое исследование биопсий в ТГ выяви-
ло вновь сформированные структуры пародонта с новым 
соединительнотканным прикреплением, образованием 
молодых, хорошо васкуляризованных альвеол. Среднее 
значение плотности микрососудов на  срезах регенера-
та составило для ТГ и КГ: 58,2±10,2 и 30,1±7,5 единиц 
на 1 мм2, соответственно (р=0,047).

Заключение: полученные результаты продемонстри-
ровали индуцирующее влияния СВФ-ЖТ  на  восстанов-
ление опорного аппарата зуба, включая длительно куря-
щих пациентов.

Морфологический анализ 
результатов комплексного 
подхода к лечению ожоговой 
раны с применением дермальных 
фибробластов
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Цель. Провести сравнительный морфологический 
анализ результатов комплексного подхода к  лечению 
ожоговой раны с  применением дермальных фибробла-
стов в разные дни наблюдения.

Материал исследования. Гистологические пре-
параты биоптатов ожоговой раны на 0, 4 и 7-е дни по-
сле аутопластики, полученных от пациентов с ожоговой 
травмой более 15% и  2–3  степенью. Было выделено 
2 группы гистопрепаратов: тестовая группа (ТГ) образ-
цов раны с  применением аутологичных дермальных 
фибробластов 2 пассажа непосредственно перед ауто-
пластикой, и  контрольная группа (КГ) без применения 
клеток. Для морфологического анализа использовали 
окрашивание срезов с помощью гематоксилин и эози-
на, иммуногистохимический анализ проводили с  анти-
телами к  виментину, CD31, CD68, коллагену 4, панци-
токератину. Исследование проводили после одобрения 
локальным этическим комитетом.

Результаты. Непосредственно перед аутопластикой 
дно раны имело схожую картину во всех случаях и было 
представлено рыхлой волокнистой тканью, пропитанной 
фибрином, отечными периваскулярными пространства-
ми, пустыми сосудами.

На 4 сутки после аутопластики в образцах ТГ произо-
шла полная эпителизация раны, подтвержденной экс-
прессией панцитокератином, с появлением новой дермы 
толщиной до  50  мкм, с  незначительными воспалитель-
ными изменениями в подлежащих слоях.

В отличие от образцов ТГ в КГ отмечается выражен-
ная воспалительная реакция, проникающая вглубь до ги-
подермы с  очагами кровоизлияний, воспалительный 
инфильтрат представлен клетками лимфо-макрофагаль-
ного ряда, CD68+-клетки рассеяны диффузно очагово, 
экспрессия виментина обнаружена как в  фибробласто-
подбных клетках, так и в клетках воспалительного ряда, 
имеются единичные островки эпителия.

В  период на  7–9  сутки был сформирован полно-
слойный эпителий с новой дермой как в ТГ, так и в КГ. 
Однако толщина дермы в  ТГ  доходит до  200  мкм, 
а в КГ до 100 мкм. Элементы воспаления отсутствуют 
в обеих группах. В дерме ТГ более выражены регенера-
тивные процессы: богатый клеточный состав, увеличе-
но количество фибробластов, выражена пролиферация 
клеток в  базальном слое. В  отличие от  КГ  эпидермис 
имеет больше слоев, наблюдаются островки пролифе-
рации эпидермиса.



62 МАТЕРИАЛЫ IV Национального конгресса по регенеративной медицине

Гены & Клетки  XIV, Приложение, 2019

Заключение. Данные гистоморфологического срав-
нительного анализа демонстрируют преимущества при 
использовании аутологичных дермальных фибробластов 
в комплексе с аутопластикой: раньше начинается ячеи-
стая эпителизация, сокращается период воспалительной 
реакции, выше скорость регенерации.
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Лечение ран различной этиологии консервативными 
методами не всегда приводит к ожидаемым результатам. 
В связи с этим требуется разработка новых современных 
раневых покрытий, способствующих более эффективно-
му лечению и  регенерации кожных покровов. Важным 
требованием к  созданию биопластических материалов 
является их  адгезивность, пластичность, биосовмести-
мость, максимальная приближенность по фиброархитек-
тонике к тканям организма и биологическая активность, 
позволяющая достигать определенного фармацевтиче-
ского эффекта от  применения. Среди таких продуктов 
особое внимание заслуживают материалы на  основе 
коллагена и гиалуроновой кислоты — главных компонен-
тов внеклеточного матрикса, которые принимают уча-
стие в восстановлении поврежденных структур дермы.

Материалы и  методы. Исследуемый биоматери-
ал был получен при помощи фотохимической сшивки 
гидрогеля. Состав гидрогеля: коллаген, эластин и  гиа-
луроновая кислота, в  пропорции, равной соотношению 
в  дерме взрослого человека. Для оценки цитотоксич-
ности и  биосовместимости материала на  исследуемые 
образцы пассировали культуру клеток фибробластов че-
ловека, исходя из концентрации 20×103 кл./см2, выдер-
живали 30 мин. , заливали ростовой средой (DMEM H/g, 
10% FBS). Помещали в  CO2  инкубатор (37°С, 5% CO2). 
Визуализировали с  помощью флуоресцентного микро-
скопа на 5-ые сутки культивирования. Клетки окрашива-
ли с помощью ДНК-красителя Хехст.

Результаты и обсуждение. Полученное раневое по-
крытие характеризуется высокой пористостью (размер 
пор 100–200  мкм), эластичностью и  стабильностью 
в  физиологическом растворе. Через 24  часа культиви-
рования фибробластов на биоматериале отмечалось от-
сутствие мертвых и слущенных клеток в ростовой среде. 
На 5 сутки культивирования клетки образовывали плот-
ный монослой. Данный эффект достигается благодаря 
структуре биоматериала, который создает оптимальное 
микроокружение для клеток, обеспечивая тем самым хо-
рошую пролиферацию.

Выводы. Разработанное раневое покрытие благода-
ря своей структуре и составу обеспечивает эффективные 
условия для хорошей пролиферации клеток, что позволя-
ет рассматривать его в качестве перспективного биома-
териала для использования в клинической практике.

Особенности взаимодействия 
гемопоэтических предшественников 
и мезенхимальных стромальных 
клеток при моделировании эффектов 
микрогравитации

Екатерина Андреевна Голикова, 
Ирина Вячеславовна Андрианова, 
Людмила Борисовна Буравкова

ГНЦ РФ — Институт медико-биологических проблем 
РАН, Москва, Россия

eagolikovamsu@gmail.com

В  пилотируемых космических полётах и  в  экспе-
риментах на  биоспутниках выявлено замедление ге-
мопоэза. В  исследованиях in  vitro при воздействия 
как реальной, так и  моделируемой микрогравитации 
в  стромальных предшественниках (МСК) происходят 
значительные изменения, которые могут влиять на фор-
мирование специфического гемопоэз-индуцирую-
щего микроокружения. В  данной работе впервые 
с  использованием модели клеточной ниши гемопоэ-
тических стволовых и  прогениторных клеток (ГСПК) 
и  3D-клиностатирования показаны морфологические 
и  физиологические особенности межклеточного взаи-
модействия стромальных и гемопоэтических клеток.

После сокультивирования МСК, выделенных из жиро-
вой ткани, и мононуклеаров пуповинной крови (пкМНК), 
изучали суспензионные ГСПК, и ГСПК, ассоциированные 
с МСК. Для моделирования эффектов микрогравитации 
сокультуру МСК и  гемопоэтических предшественников 
помещали на 4 дня в 3D-клиностат (Random Positioning 
Machine — RPM). Оценивали способность клеток образо-
вывать колонии в  полужидкой среде MethoCult H4034. 
Ассоциаты ГСПК с МСК, окрашивали по Гимзе и исполь-
зовали для подсчета областей «булыжной мостовой». 
Иммунофенотипический анализ суспензионных клеток 
и  МСК-ассоциированных ГСПК проводили с  помощью 
проточного цитофлуориметра BD Accuri® C6.

При моделировании микрогравитации в  сокультуре 
не  наблюдали достоверных отличий в  количестве ам-
плифицированных суспензионных ГСПК по  сравнению 
со статическим контролем. Анализ суспензионных ГСПК 
при их  культивирования в  полужидкой среде MethoCult 
H4034  выявил увеличение в  1,5  раза количества 
бурст-образующих единиц (БОЕ), являющихся наименее 
дифференцированными предшественниками эритро-
идного ряда. При этом не обнаружено достоверного из-
менения процента CD34+ клеток при анализе суспензи-
онных и  МСК-ассоциированных ГСПК. Как на  RPM, так 
и  в  статическом контроле наблюдалось формирование 
областей «булыжной мостовой», что свидетельству-
ет о  наличии наиболее ранних гемопоэтических пред-
шественников, которые in  vivo способны давать очаги 
активного кроветворения. Количество мелких колоний 
снижалось в 1,6 раз на RPM, что может свидетельство-
вать о замедлении гемопоэза. Для уточнения динамики 
амплификации ГСПК будет увеличено время экспозиции 
в условиях моделирования микрогравитации.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
19-29-04026.
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Актуальность. Для восстановления структуры 
и функции поджелудочной железы у животных с аллокса-
новым сахарным диабетом (СД) перспективна активация 
собственных стволовых клеток, которые могут не только 
менять нейроиммуноэндокринные взаимодействия в ор-
ганизме, но, при определенных условиях, дифференци-
роваться до инсулин-продуцирующих клеток. Значимым 
источником стволовых клеток является костный мозг. 
Наши предыдущие работы показали усиление миграции 
стволовых клеток в кровь под влиянием лазерного воз-
действия на  костный мозг и  возможности стимуляции 
репаративных процессов в  миокарде и  печени. Однако 
не  изучалось влияние данного воздействия на  течение 
аллоксанового СД.

Целью настоящей работы стало изучение влияния 
лазерного воздействия на костный мозг на уровень глю-
козы крови и  морфофункциональные характеристики 
поджелудочной железы при аллоксановом СД .

Материалы и  методы. Эксперимент был проведен 
на 48 крысах-самцах массой 200–250 г. Аллоксановый 
СД  моделировали путем трехкратного внутрибрюшин-
ного введения аллоксана в  суммарной дозе 300  мг/
кг  массы тела животного. Использовали лазер ИРЭ 
«Полюс» (Россия) 970  нм, мощностью 0,5  Вт. Зоны 
локализации костного мозга (бедренные, тазовые ко-
сти, основание хвоста) облучали 1 раз в сутки, 5 крат-
но. На  сроках 1, 7, 14, 30  суток на  после окончания 
введения аллоксана в  плазме крови крыс определяли 
концентрацию глюкозы унифицированным глюкозоок-
сидазным методом, затем животных выводили из  экс-
перимента. После стандартной гистологической про-
водки готовили парафиновые срезы поджелудочной 
железы, которые окрашивали гематоксилином и  эози-
ном. Иммуногистохимическим методом выявляли ин-
сулин-позитивные клетки и  клетки, несущие рецептор 
CD117+. Статистическая обработка результатов прово-
дилась с использованием метода Манна-Уитни.

Результаты. В группе лазерного воздействия на кост-
ный мозг наблюдалось достоверное снижение уровня 
гликемии по сравнению с контролем, начиная с 7 суток 
эксперимента. При морфометрическом исследовании 
препаратов животных с лазерным воздействием на кост-
ный мозг отмечалось увеличение относительной площа-
ди, занимаемой островками в паренхиме поджелудочной 
железы, удельной доли β-клеток в островках, появление 
инсулин-позитивных клеток в  рыхлой соединительной 
ткани железы, увеличение содержания CD117+ клеток. 
Полученные данные свидетельствуют о  положитель-
ном влиянии лазерного воздействия на  костный мозг 
на  течение аллоксанового СД  и  стимуляцию репарации 
островкового аппарата поджелудочной железы.

Влияние вальпроевой кислоты, 
эритропоэтина и дексаметазона 
на функциональную активность 
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Возможность модуляции функциональной активно-
сти мезенхимальных стволовых клеток (МСК) эритропо-
этином (EPO), вальпроевой кислотой (VPA) и дексамета-
зоном (DEX) ещё не  реализована в  мире. Есть данные, 
что EPO повышает выживаемость МСК при их совмест-
ном введении, EPO снижает воспалительное микроокру-
жение язв диабетической стопы. Показано, что лечение 
c применением VPA ингибирует пролиферацию, диффе-
ренцировку МСК, влияет на  гемопоэтические клетки-
предшественники. Установлены индуктивные свойства 
DEX в плане усиления противовоспалительной активно-
сти эмбриональных фибробластов. В  качестве исследу-
емых цитокинов выбраны провоспалительные цитокины: 
IL-1β, TNF-α, IL-17A, IL-23, IL-9; противовоспалительные 
цитокины: IL-10, IL-27; внутрисистемные иммунные ре-
гуляторы: IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IFN-γ, IL-21; цитокины 
с внеиммунными эффектами: IL-22, GM-CSF.

Цель. Установить изменения функциональной актив-
ности МСК из  жировой ткани in  vitro после обработки 
VPA, EPO, DEX.

Материалы и методы. МСК были выделены из жира 
6 доноров с использованием коллагеназы. МСК рассеи-
вали в 2 планшета, обрабатывали 1 МЕ/мл EPO, 20 мкг/
мл  VPA или 10  мкмоль/мл  DEX. Инкубировали 3  ч, от-
мывали, культивировали в  стандартных условиях 72  ч. 
Мононуклеары из крови доноров выделяли в градиенте 
плотности фиколла, добавляли в планшеты с МСК, туда 
же  добавляли фитогемагглютенин 10  мкг/мл, липопо-
лисахарид 100 нг/мл. Через 24, 48 ч отбирали из лунок 
супернатант для исследования цитокинов. Концентрации 
цитокинов определяли на  мультиплексном анализаторе 
MAGPIX. Статистическая обработка результатов прове-
дена в программе xPonent 4.2.

Результаты. МСК, стимулированные DEX, досто-
верно снижают продукцию цитокина, активирующего 
цитотоксический Т-клеточный ответ,  — IFN-γ. Также 
эти клетки показали тенденцию к  подавлению продук-
ции IL-4 и  IL-5, играющих важную роль в развитии IgE-
опосредованных аллергических реакций. В  отдельных 
случаях нативные и  обработанные EPO/VPA МСК жи-
ровой ткани вызывали резкое усиление или незначи-
тельное снижение продукции IL-22, GM-CSF. Учитывая 
роль IL-22  в  стимуляции защитных и  регенеративных 
процессов в  слизистых оболочках, а  GM-CSF в  миело-
идном гемопоэзе, целесообразно увеличение исследу-
емой группы и  вариация доз препаратов. Таким обра-
зом, использование EPO, VPA интересно в  отношении 
стимуляции защитных свойств слизистых оболочек. 
Продукция регуляторных цитокинов IFNγ и  IL-2  снижа-
лась под влиянием стимулированных DEX МСК, что го-
ворит о возможном подавлении иммунного ответа.
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Иммунокорригирующая активность мезенхималь-
ных стромальных клеток жировой ткани коров (МСК), 
индуцированных дексаметазоном (DEX), может быть 
использована при разработке препарата для иммуно-
профилактики инфекционной заболеваемости живот-
ных. По сравнению с клетками из других органов, МСК 
жировой ткани легче выделять и  культивировать для 
получения биологически активных факторов, которые 
могут быть применены в терапии различных заболева-
ний животных.

Цель. Оценить влияние секретома коровьих МСК об-
работанных DEX на  продукцию ИЛ-1β и  ИЛ-10  монону-
клеарами периферической крови (МПК).

Материалы и  методы. МСК выделяли с  помощью 
0,075% раствора коллагеназы 2  типа. Для получения 
секретома клетки обрабатывались DEX, затем культиви-
ровались 3 суток на бессывороточной среде. После это-
го клетки замораживали вместе с секретомом без крио-
протектора. После оттаивания формировался клеточный 
лизат с секретомом. В связи с отсутствием тест-систем 
для КРС для оценки иммунотропного влияния секрето-
ма использовали моноуклеары периферической крови 
(МПК) человека. МПК сеяли в  96-луночные планшеты 
по 200 тыс. клеток на лунку с добавлением исследуемо-
го секретома МСК. Для стимуляции продукции цитокинов 
к МПК добавляли липополисахарид 100 нг/мл. Планшет 
инкубировали 24  ч  в  стандартных условиях, затем цен-
трифугировали и  отбирали супернатант для исследо-
вания концентрации цитокинов. Определение уровня 
ИЛ-1β и ИЛ-10 проведено с помощью наборов для ИФА 
(Вектор-БЕСТ, Россия).

Результаты. Клеточный лизат с  секретомом ко-
ровьих МСК, обработанных DEX, усиливал ЛПС-
стимулированную продукцию цитокинов человеческими 
МПК: выработка ИЛ-1β стимулировалась в  3,52  раза, 
выработка ИЛ-10  — в  1,91  раз. При этом без ЛПС 
он  не  стимулировал продукцию цитокинов. Таким обра-
зом, выявлен потенцирующий эффект лизата и сектрето-
ма коровьих МСК на человеческие МПК. Данный эффект 
требует дальнейшего изучения.
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Понимание как большинства биологов и  медиков, 
так и  внепрофессиональной аудитории словосочета-
ния «клеточные технологии» постепенно меняется. Если 
раньше оно было четко связано со  стволовыми клет-
ками и регенеративной медициной (362 млн запросов 
по “stem cell” против 134 млн по “cell therapy” в Google 
на  12.09.2018), то  теперь оно сдвигается в  сторону 
клеточной терапии, как более широкого поля (269 млн 
запросов по “stem cell” против 266 млн по “cell therapy” 
в  Google на  09.08.2019). И  это совершенно законо-
мерно, т. к. активно развиваются многие направления 
клеточных технологий, которые находятся за  рамка-
ми использования стволовых клеток и  представляют 
не меньший интерес.

Можно четко выделить несколько направлений, до-
стойных более подробного освещения.

Применение аутологичных и аллогенных иммуноком-
петентных клеток с противоопухолевой (цитотоксические 
лимфоциты, опухоль-инфильтрирующие лимфоциты, на-
туральные киллеры, дендритные клетки и  их  сочетания) 
или с иммуносупрессивной (Treg) целью.

Применение клеток-артефактов, отсутствующих 
в  нормальном организме, полученных in  vitro и  обла-
дающих узкоспециализированными функциями. Это 
лимфокин-активированные киллерные (LAK) клетки, 
T-лимфоциты с  химерным рецептором (CAR), исполь-
зуемые в иммунотерапии онкозаболеваний, генно-мо-
дифицированные клетки для коррекции наследствен-
ных заболеваний.

Применение стромальных клеток с  противовоспали-
тельной и иммунокорригирующей целью. Например, FDA 
зарегистрирован препарат аллогенных мезенхимальных 
стволовых клеток “Prochymal” (Osiris Therapeutics Inc.), 
предназначенный для лечения РТПХ и  болезни Крона 
и проходящий клинические исследования по ряду других 
показаний. Хотя большой эффективности этот препарат 
не показал, само направление остается перспективным 
благодаря свойствам стромальных клеток.

Разработка лекарственных средств, на основе проду-
цируемых клеточными культурами комплексов биологи-
чески активных веществ, в  том числе в  составе микро-
везикул и экзосом.

Использование клеточных линий и iPS-клеток для из-
учение механизма развития врожденных генетических 
дефектов, подходов к их антенатальной диагностике, про-
филактике и лечению.

Использование клеточных линий в качестве замены 
лабораторным животным в  доклинических исследова-
ниях лекарственных препаратов и изделий медицинско-
го назначения, в  тестирование косметических средств 
на токсичность.

Хотя и  не  прямо, но  многие из  указанных направле-
ний связаны с регенеративной медициной в рамках есте-
ственного течения патологических процессов.
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Мезенхимные стволовые клетки (МСК) проявляют 
иммуносупрессивное действие, подавляя пролифера-
цию Т- и В-клеток, модулируя созревание и активацию 
регуляторных Т-клеток, ингибируя секрецию провос-
палительных цитокинов. Терапевтический потенциал 
аллогенных МСК исследуется при воспалительных за-
болеваниях, аутоиммунных заболеваниях и отторжения 
трансплантата (http://clinicaltrials.gov/). Однако при-
менение СК в клинике ограничено вследствие высокой 
стоимости приготовления клеточного препарата, риска 
неограниченной пролиферации клеток, а также невоз-
можности хранения препарата.

Внеклеточные везикулы (ВВ) — перспективный ин-
струмент бесклеточной терапии. ВВ  сохраняют био-
логическую активность и иммунологические свойства 
родительских СК, не несут риска формирования опухо-
лей, процедура получения промышленно адаптируема, 
возможно сохранить препарат ВВ. Однако развитие 
терапевтических подходов на  основе ВВ  ограничива-
ет небольшой выход продукта. Известен способ полу-
чения индуцированных мембранных везикул в  повы-
шенном количестве с  использованием цитохалазина 
В. Мембранные везикулы индуцированные цитохала-
зином В  (МВ-ЦВ) представляют собой безъядерные 
везикулы, окруженные мембраной и  содержащие 
цитоплазматическое содержимое родительских кле-
ток. Ранее МВ-ЦВ были получены из клеток HEK293, 
3T3  фибробластов, HUVEC, MDCKII-MDR1, SH-SY5Y 
и PC3. Однако до настоящего времени иммунологиче-
ские свойства МВ-ЦВ, полученных из  МСК, исследо-
ваны не были.

В  данной работе впервые нами были охарактеризо-
ваны МВ-ЦВ из МСК. Был оценен иммунный ответ и ак-
тивация мононуклеарных клеток периферической крови 
(МКПК) после обработки МВ-ЦВ МСК.

Для оценки влияния МВ-ЦВ  на  активацию лимфо-
цитов, МКПК, предварительно окрашенные CFDA SE, 
инкубировали с МВ-ЦВ МСК в течение 24 часов, а за-
тем обрабатывали 10 мкг/мл ФГА. Как и ожидалось, 
ФГА значительно индуцировал пролиферацию МКПК 
(43,1±5,9% пролиферирующих МКПК). Обнаружено, 
что МВ-ЦВ  МСК ингибировали активированную ФГА 
пролиферацию МКПК (15,35±0,6% пролиферирую-
щих МКПК).

Затем мы  проанализировали влияние МВ-
ЦВ  на  ФГА-активированную пролиферацию цитоток-
сических T-лимфоцитов (CD45+CD3+CD8+), T-хелперов 
(CD45+CD3+CD4+) и B-клеток (CD45+CD3–CD19+). Мы об-
наружили, что предварительная обработка МВ-ЦВ МСК 
приводит к ингибированию ФГА-активированной проли-
ферации CD4+, CD19+, CD8+ клеток в 2.9, 2.1 и 2.9 раза 
соответственно.

Исследование выполнено за счет гранта Российского 
научного фонда № 18-75-00090.
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Высокий регенерационный потенциал клеток кост-
ного мозга (ККМ) связывают с  присущей им  способ-
ностью к  быстрой адаптивной перестройке работы 
генома, которая осуществляется с  участием много-
численных регуляторных белок–некодирующих РНК и, 
прежде всего, микроРНК. Между тем, РНК в ККМ, как 
и  в  других клетках организма, представляет собой си-
стему сигнальных молекул различных классов белок–
некодирующих РНК, регуляторный эффект которых 
достигается их взаимодействием, в том числе с моле-
кулами белок–кодирующих РНК.

Цель исследования: установить особенности регу-
ляции восстановительных процессов в  повреждённой 
печени при традиционном использовании мононуклеар-
ных ККМ и общей РНК (оРНК), выделенной из этих ККМ 
в эффективных дозах.

Материалы и  методы. Работа выполнена на  кры-
сах–самцах породы Wistar, у  которых моделировали 
повреждение печени либо путём резекции (70% гепатэк-
томия)  — 1  серия (n=75), либо путём хронического ток-
сического воздействия CCl4  в  комбинации с  неполным 
адьювантом Фрейнда– 2 серия опытов (n=100). Каждая 
серия включала 3 группы экспериментов: контроль (вве-
дение физиологического раствора), введение ККМ (30–
35×106  клеток) или оРНК из  ККМ (30  мкг/100  г  веса 
животного). Во  всех группах животных контролировали 
летальность, а  также динамику митотической и  проли-
феративной активности гепатоцитов до 14 суток и вос-
становление массы печени в течение 1 месяца в 1 серии 
и динамику восстановления биохимических и гистологи-
ческих показателей (контроль дефиброзирующих про-
цессов) печени в течение 6 месяцев во 2 серии.

Результаты. В 1 серии во всех группах отмечено по-
вышение митотической и  пролиферативной активности 
гепатоцитов и  восстановление массы печени до  исход-
ного уровня, но более заметно и быстро эти показатели 
восстанавливались при использовании оРНК. Во  2  се-
рии ускорение нормализации функциональных (биохими-
ческих) показателей печени в группах с использованием 
ККМ и  оРНК не  сопровождалось одновременным вос-
становлением исходного морфологического состояния 
печени, однако в группе с оРНК процессы дефиброзиро-
вания ткани печени начинались раньше.

Заключение. оРНК из  ККМ эффективнее по  срав-
нению с  самими ККМ стимулируют восстановительные 
процессы в  печени как при остром, так и  хроническом 
токсическом повреждении.
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Рак поджелудочной железы (РПЖ) представляет се-
рьёзную проблему для медицины в связи с высокой забо-
леваемостью и крайне неблагоприятным прогнозом для 
жизни.В этой связи, требуется разработка нового метода 
терапии этого фатального заболевания, позволяющая, 
если не  вылечить пациента, то, по  крайней мере, суще-
ственно увеличить продолжительность жизни.

Целью настоящего исследования было оценить без-
опасность, переносимость и эффективность применения 
дендритных клеток (ДК) в лечении РПЖ.

В  исследовании, проведенном с  января 2017  г. 
по май 2019 г. на базе Минского городского онкодиспан-
сера, приняли участие 26 пациентов с диагнозом РПЖ. 
Всего подготовлено и  выполнено подкожное введение 
аутологичных ДК, праймированных лизатом опухоли 
и короткоцепочечными пептидами белков MCU-1 и WT-
1, для 26  пациентов, из  них 1  курс терапии ДК  (5  инъ-
екций) получили 11  пациентов, 2  курса  — 6  пациентов, 
3 курса — 8 пациентов.

Переносимость и  безопасность применения способа 
клеточной терапии оценены как хорошие  — постинъек-
ционные реакции или побочные явления отсутствовали. 
После лечения ДК зарегистрировано достоверное сниже-
ние содержания Т-регуляторных клеток (р=0,003), что ука-
зывает на активацию системы иммунитета. Установлено, 
что у  80,8% пациентов с  РПЖ выявлено увеличение 
содержания антигенспецифических Т-клеток (АСК). 
Содержание ЦОК достоверно снижалось после лечения 
ДК у 91% пациентов и составляло не выше 0,5 кл./мл, что 
является благоприятным прогностическим признаком.

Из 26 пациентов на момент подготовки тезисов живы 
20. Летальный исход наступил у  6  пациенток, из  них 
у 2 пациентов на момент начала лечения ДК была уста-
новлена 4 клиническая стадия, а у 4 пациентов — стадия 
2В. В  то  же  время, все пациенты, которым выполнено 
3  курса ДК  (n=8) и  большая часть пациентов, которым 
выполнено 2  курса ДК  (n=5) живы, без признаков про-
грессирования болезни.

Результаты исследования показали, что дополни-
тельное проведение клеточной терапии ДК  на  фоне 
стандартного лечения РПЖ в адъювантном режиме, по-
зволяет достоверно увеличить одногодичную выживае-
мость на 44,4% (без иммунотерапии 33,8% (ретроспек-
тивная контрольная граппу, n=152), с иммунотерапией 
78,2%), при этом одногодичная безрецидивная выжи-
ваемость после радикального лечения (n=20) состави-
ла 90%. Можно сделать предварительный вывод о том, 
что начало лечения на  стадиях, не  превышающих 2А 
и  проведение 3  курсов ДК  ассоциировано с  благопри-
ятным исходом заболевания.

BNIP3 как регулятор митофагии 
и эпителиально-мезенхимального 
перехода

Анна Сергеевна Горбунова1, Татьяна Викторовна 
Денисенко1, Борис Давидович Животовский1, 2
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Рак лёгкого занимает лидирующую позицию среди 
онкологической смертности в мире. По гистологическо-
му анализу более 80% больных этим заболеванием отно-
сятся к группе носителей немелкоклеточного рака легких. 
Из них — у около 40% диагностирована аденокарцинома 
легкого (АКЛ). АКЛ характеризуется высокой степенью 
инвазии окружающих тканей и  формированием мета-
стаз. Фундаментальной задачей современной медицины 
является выявление механизмов малигнизации и диссе-
минации раковых клеток.

BNIP3 — белок семейства Bcl-2 участвует в регуля-
ции митофагии и других видов клеточной гибели. Кроме 
того, на примере других типов рака, было показано, что 
BNIP3  принимает участие в  регуляции процессов ме-
тастазирования. В  связи с  этим целью нашей работы 
стало изучение потенциальной роли BNIP3  в  регуля-
ции механизмов метастазирования АКЛ, а  также ана-
лиз взаимосвязи между регуляцией метастазирования 
и митофагией.

Эпителиально-мезенхимальный переход (ЭМП)  — 
сложный процесс приобретения эпителиальными клет-
ками мезенхимальных свойств, играющий важную 
роль в формировании метастазов. Для выяснения роли 
BNIP3 в регуляции ЭМП была оценена экспрессия транс-
крипционных факторов ЭМП Snail и Twist, в клетках линий 
АКЛ А549 дикого и нокаутных по белку BNIP3 (ccBNIP3) 
типа. Вестерн-блот анализ выявил увеличение уровня 
данных белков в  клетках линии ccBNIP3. Полученные 
данные согласуются со  снижением уровня белка меж-
клеточных контактов Е-cadherin и  увеличением уровня 
мезенхимального маркера Vimentin в  линии ccBNIP3, 
что может свидетельствовать о  негативной регуляции 
BNIP3 в процессе ЭМП.

Согласно данным литературы, процессы дробления 
и слияния, а также система контроля качества митохон-
дрий  — митофагия, влияют на  канцерогенез и  метаста-
зирование. BNIP3, регулируя митофагию, потенциально 
способен модулировать ЭМП. Для митофагии характер-
но дробление митохондрий, участником которого являет-
ся белок Drp1. Нами показано, что подавление экспрес-
сии BNIP3  в  клетках А549  приводит к  падению уровня 
фосфорилированной формы белка Drp1, а также к повы-
шению уровня митохондриальных активных форм кисло-
рода (АФК), которые, в свою очередь, участвуют в регуля-
ции молекулярных механизмов ЭМП.

Таким образом, регулируя митофагию, BNIP3  также 
может воздействовать на  процесс ЭМП в  клетках АКЛ; 
подавление экспрессии BNIP3  в  клетках АКЛ ассоции-
ровано с активацией ЭМП, снижением дробления мито-
хондрий и повышением уровня АФК. Полученные данные 
доказывают, что BNIP3 играет важную роль в регуляции 
процессов метастазирования.
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социальный институт», Санкт-Петербург, Россия

gorelova_a@yahoo.com

Введение. В настоящее время не существует абсо-
лютного способа восстановления проходимости уретры. 
Наиболее часто в качестве материала для заместитель-
ной уретропластики у пациентов с протяженными стрик-
турами уретры применяют слизистую щеки. Однако, 
такая методика имеет ряд недостатков, таких как ослож-
нения в донорской зоне, ограниченность источника тка-
ни и увеличение продолжительности и инвазивности хи-
рургического вмешательства. В 2017 году Европейская 
ассоциация урологов опубликовала систематический 
обзор и  метаанализ доклинических и  клинических ис-
следований, который показал, что клеточные тканеин-
женерные конструкции (ТИК) значительно увеличивают 
положительный результат лечения (Versteegden L.R.M. 
et  al., 2017). Однако, использование ТИК в  качестве 
материала для уретропластики не  вошло в  рутинную 
клиническую практику и требует дальнейшего изучения.
Имеющийся у нас опыт разработки и применения ТИК 
на основе биополимеров, заселенных мезенхимальны-
ми стволовыми клетками (МСК) в экспериментах на жи-
вотных показал их  высокую биосовместимость и  воз-
можность использования для замещения дефектов 
мочевого пузыря и уретры (N.M. Yudintceva et al., 2016; 
N.M. Yudintceva et al., 2019).

Материал и  методы. Исследование выполнено 
на  9  взрослых кроликах-самцах породы «шиншилла». 
Экспериментальной группе № 1 и № 2 в модели острой 
травмы ТИК, состоящие из  слоев полилактида и  поли-
капролактона (PL-PC), заселенных МСК и клетками бук-
кального эпителия (КБЭ) соответственно. Группе № 3 вы-
полнена трансплантация буккального лоскута. Сравнение 
проводили с интактными животными. Результаты оцени-
вались через 12  недель лучевым и  морфологическим 
методами, определяли жизнеспособность трансплантата 
и его интеграцию с нативной тканью.

Результаты исследования. В  течение 12  не-
дель происходит биодеградация скаффолдов (группа 
№ 1 и № 3). В группе № 1 и № 3 наблюдалось меньшее 
фиброзирование окружающей ткани и  меньшая ин-
фильтрация клетками воспаления. Меченые наночасти-
цами МСК и клетки КБЭ выявлялись в уротелии и под-
лежащем мышечном слое.

Вывод. Наши результаты показывают, что скаффолд 
на основе PL-PC, засеянный МСК или КБЭ, может быть 
использован для дальнейших клинических исследований.

Двойная эндотелиальная 
и остеогенная дифференцировка 
сфероидов из стромальных клеток 
жировой ткани

Анастасия Алексеевна Горкун1–3, Дарья 
Петровна Ревокатова4, Ирина Михайловна 
Зурина1–3, Настасья Владимировна 
Кошелева1, 3, 4, Лариса Николаевна 
Скуратовская1, Ирина Николаевна Сабурина1, 3
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Проблема получения in  vitro искусственной костной 
ткани с надлежащей васкуляризацией по-прежнему оста-
ется одним из наиболее актуальных вопросов регенера-
тивной медицины. В  настоящее время для стимуляции 
остеогенеза используют сокультивирование остеобла-
стов с эндотелиальными клетками. Однако данный под-
ход не отражает динамического взаимодействия ангио-
генеза и остеогенеза, характерного для эмбрионального 
развития, и  не  приводит к  формированию полноценной 
васкуляризованной ткани. Поэтому целью данного ис-
следования стал анализ развития двойной (остеогенной 
и  эндотелиальной) клеточной дифференцировки в  сфе-
роидах из  стромальных клеток жировой ткани (СКЖТ) 
при единовременной индукции.

СКЖТ, выделенные из  жировой стромально-сосу-
дистой фракции липоаспирата, культивировали в  стан-
дартных условиях инкубации (+37°С, 5% СО2). Сфероиды 
получали в  агарозных планшетах (Microtissue, США). 
Экспериментальные группы включали: 1  — интакт-
ные сфероиды (контроль); 2  — остеогенная индукция; 
3  — эндотелиальная индукция; 4  — двойная индукция. 
Сфероиды были охарактеризованы с  помощью скани-
рующей электронной микроскопии, иммуноцитохимиче-
ского окрашивания и ПЦР в реальном времени на 1, 7, 
14 и 21 день 3D культивирования.

Полученные сфероиды имели одинаковую морфо-
логию с  разделением на  поверхностную и  центральную 
зоны в  течение всего периода культивирования. Был 
показан синтез раннего остеогенного маркера OstP 
и  эндотелиального маркера Flk-1  на  7  сут. во  всех экс-
периментальных группах, включая контрольную груп-
пу. Максимальный уровень синтеза OstP и  Flk-1  был 
показан для групп с  эндотелиальной и  двойной диф-
ференцировкой на  7  и  14  сут. Однако значительное 
повышение экспрессии ключевого гена раннего остеоге-
неза Osterix было показано только при индукции двойной 
дифференцировки.

Таким образом, настоящее исследование показало, 
что в  неадгезивной культуре СКЖТ способны к  само-
произвольному остеогенезу и  ангиогенезу. Однако, 
наиболее быстрый и  масштабный эффект, с  вовлече-
нием большего числа клеток в процесс обеих диффе-
ренцировок, был показан именно для двойной индук-
ции, что свидетельствует о необходимости совмещения 
ангиогенеза и остеогенеза. Эти результаты открывают 
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новые подходы к созданию васкуляризированных био-
эквивалентов in vitro.

Исследование было поддержано фондом 
Грант Президента Российской Федерации (грант 
МК-3776.2019.4).

Исследование было поддержано Российским науч-
ным фондом (грант № 18-15-00407).

Особенности профиля 
иммуносупрессивных рецепторов/
лигандов мультипотентных 
мезенхимальных стромальных 
клеток при in vitro гипоксии

Александра Николаевна Горностаева, 
Елена Ромуальдовна Андреева, 
Людмила Борисовна Буравкова

Лаборатория клеточной физиологии, ГНЦ 
РФ Институт медико-биологических проблем РАН, 
Москва, Россия

HindIII@yandex.ru

Способность мультипотентных мезенхимальных стро-
мальных клеток (МСК) модулировать иммунный ответ 
открывает широкие возможности для их использования 
в  регенеративной медицине и  биотехнологии. Особый 
интерес представляет влияние МСК на  Т-клетки  — ос-
новное звено адаптивного иммунитета. Большая часть 
данных относительно контактов МСК–Т-клетки получена 
в экспериментах при стандартном уровне О2 (20%). При 
этом хорошо известно, что концентрация О2 в тканях, где 
происходит взаимодействие МСК с клетками иммунной 
системы, гораздо ниже (1–5%). Согласно данным на-
шей лаборатории, при 5% О2 МСК оказывали более вы-
раженный антипролиферативный эффект в  отношении 
Т-клеток, причем для этого был необходим прямой кон-
такт. Возможно, в гипоксии более эффективно функцио-
нирует механизм иммуносупрессии, реализуемый через 
контактное взаимодействие. Известен ряд рецепторов/
лигандов, вовлеченных в иммуносупрессию и подвержен-
ных влиянию гипоксия-зависимого транскрипционного 
фактора HIF: TLR, галектины, PDL, HLA-G. Мы проанали-
зировали изменение экспрессии этих молекул на поверх-
ности МСК после взаимодействия с Т-клетками методом 
проточной цитометрии при 20% и 5% О2.

В  исследовании использовали МСК жировой ткани 
человека и  Т-клетки, выделенные методом магнитной 
сепарации из  МНК периферической крови челове-
ка. Сокультивирование длилось 72  часа при 20  и  5% 
О2 в модели контактного взаимодействия.

МСК эффективно подавляли активацию Т-клеток, вы-
являемую с  помощью позднего маркера HLA-DR, и  об-
ладали выраженным антипролиферативным эффектом. 
При 5%О2 снижение доли делящихся Т-клеток было в два 
раза более выраженным.

Поверхностные рецепторы/лиганды на МСК в моно-
культуре были одинаково представлены независимо 
от концентрации О2. После взаимодействия с Т-клетками 
экспрессия PD1, PD2, галектина 1  и  3  на  поверхно-
сти МСК существенно возрастала. В  случае галектина 
1 и 3 при 5% О2 этот эффект был более выражен. Кроме 
того, после взаимодействия возрастала экспрессия 
TLR4, но только при 5% О2.

Влияние галектинов и  TLR-4  на  иммуносупрес-
сивные свойства МСК при пониженном содержании 
кислорода не  исследовано. Дальнейшее изучение по-
может определить вклад этих молекул в  реализацию 

иммуносупрессивных свойств МСК при тканевых 
уровнях О2. Эти данные могут быть востребованы для 
разработки протоколов применения МСК в  регенера-
тивной медицине и трансплантологии, с целью для по-
вышения эффективности подавления нежелательного 
иммунного ответа.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
18-015-00461 А.
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Известно, что кальций-фосфатные соединения 
и композиты с  природными и  синтетическими полиме-
рами являются превалирующими компонентами для 
создания биомиметических костных имплантатов кли-
нического назначения с  активными свойствами: каль-
ций-фосфатные соединения индуцируют многие реак-
ции, аналогичные протекающим в процессе остеогенеза. 
Развиваемые в работе коллектива (PMID: 28617405 / 
24757850) подходы к  биомиметической остеорегене-
рации (замещающей структурную биоминерализацию) 
связаны с использованием механо-акустического и уль-
тразвукового диспергирования, а также реакций по син-
тезу кальций-фосфатных соединений непосредственно 
в  полимерных суспензиях для построения биомимети-
ческих пористых тканеинженерных конструкций с  оп-
тимальной микроструктурой. Для выбора оптимальных 
условий синтеза и контроля необходимы данные иссле-
дований методами, обеспечивающими сопоставление 
с  биологическими структурами. Для характеризации 
гидроксиапатитных матриц медицинского назначения 
применяются волюметрические (PMID: 22733619), 
гранулометрические (PMID: 21942921), гистометри-
ческие (PMID: 22324006) критерии; то  есть предме-
том изменения должны быть как свойства матрицы, так 
и свойства прекурсора, а также свойства формирующих-
ся на ней ткани. В связи с этим, ЦКП мультипараметри-
ческой микроскопии (с. н. с. О.В. Градов) внедрены (в том 
числе  — в  реальном времени) следующие методы оце-
нивания продуктов биоминерализации и биомиметиков: 
оценивание по интегральным частотным характеристи-
кам и  интегральным пространственным характеристи-
кам (как в  DOI: 10.26641/1997-9665.2018.2.7-21) 
данных низковольтной сканирующей электронной ми-
кроскопии (в том числе — in situ, что перспективно для 
ESEM-техник); установление корреляции указанных ха-
рактеристик в  режиме блинк-компаратора (с  постоян-
ной времени от  0.44  сек.) для разных композитов или 
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референсной биологической структуры и  композита  — 
для сопоставления их  в  рамках теории с  применением 
теории морфизмов — вплоть до изоморфизма для иден-
тичных структур. В  качестве опорного программного 
продукта был принят QAVIS (на базе FFTW-библиотеки 
для режима реального времени), а также KSAImage (для 
подробного пост-анализа) — разработки ТОИ ДВО РАН 
(лаб. 8/1; В.К. Фищенко, А.А. Гончарова). Было дока-
зано, что динамические интегральные частотн ые и ин-
тегральные пространственные характеристики у  раз-
личных по биоподобию композитов (в т. ч. с желатиной 
и коллагеном как моделью матрикса (PMID: 24982861, 
19637997, 31226642) различны, как и  2D Фурье-
спектры их структур.

Эмерджентный топологический 
подход к интеграции свойств 
твердотельных и частично-
упорядоченных сред в пористых 
скаффолдах и тканеинженерных 
конструкциях: анализ 
на примере гидроксиапатита 
и полигидроксибутирата 
с многоосной CLSEM-визуализацией
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Внедрение в  остеорегенерационную практику им-
плантатов и  тканеинженерных конструкций на  основе 
кальций-фосфатных соединений в полимерной матрице 
(или соответствующих покрытий) часто сталкивается 
с  проблемой неэквивалентности свойств композитов, 
получаемых по  близким, с  позиций материаловедения, 
«рецептурам». Подходы механики композитов, исполь-
зующие усреднение (исключая методы механики струк-
турированной и  (или) гетерогенной среды), дают 
существенную невязку при аппроксимации таких экспе-
риментальных данных. Полный пул дескрипторов моде-
ли усложняет её, но также не влечёт аппроксимативной 
сходимости, поскольку невозможно её  достигнуть для 
всех неидентичных кривых одновременно. Примером 
данных невязок является разброс характеристик ком-
позиций «полигидроксибутират-гидроксиапатит», полу-
чаемых с  1980-х  гг. (PMID:1764555) до  сего времени 
(DOI:10.1016/j.jmst.2016.07.007).

Нами был предпринят многоугловой электронно-
микроскопический анализ с  построением псевдотрёх-
мерных моделей (что близко к  понятию электронной 
томографии или, при отличном позиционировании, элек-
тронной голографии) образцов полигидроксибутирата 

и  гидроксиапатита, полученного отличными методами. 
После этого была осуществлена попытка сборки одно-
масштабных изображений, в  результате которой было 
выяснено, что интеграция моделей с  несогласованием 
параметров пористости гидроксиапатита и  условного 
титра-сечения нетканого волокна полигидроксибутира-
та, полученного технологией электроформования, не-
возможна, а  также выявлено наличие топологических 
ограничений на  заполнение пористой тканеинженер-
ной матрицы полимером, аналогичное работающему 
в  случае заполнения пористой матрицы клетками. При 
многоосной лазерной микроскопии, используемой для 
мофо-топологической идентификации структур в  гисто- 
и  морфогенезе (DOI:10.1615/VisualizImageProcCompu
tatBiomed.2013005967) эти критерии, в частности, ин-
дицируются как топологическая связность пространства 
ткани и (или) гистогенеза (описание на русском: http://
jre.cplire.ru/jre/jan12/6/text.html). При внедрении то-
пологических критериев в квалиметрию микропористых 
матриц и (или) тканеинженерных конструкций возникает 
возможность предсказать рост и развитие ткани и биоде-
градацию и  (или) биорезорбцию полимера одновремен-
но, в корреляции с методами получения и соотношением 
содержания полимерной и  неорганической составляю-
щих композита. Невозможность конфигураций с запре-
щенными топологиями отсеивает неэффективные ме-
тоды синтеза и  ряд соотношений фаз, определяющих 
геометрию скаффолда и морфогенез ткани в нём.

Многоугловая лазерная и электронно-
пучковая порозиметрия 
скаффолодов, децеллюляризованных 
матриксов и тканеподобных 
моделей, в том числе — в ESEM- 
и CLEM‑имплементации

Олег Валерьевич Градов

Институт химической физики им. Н.Н. Семенова, 
Москва, Россия

o.v.gradov@gmail.com

Общеизвестно, что пористость скаффолдов являет-
ся одной из  стратегических характеристик, определяю-
щих эффективность их как клеточных матриц для целей 
регенеративной медицины (PMID: 31324062; PMID: 
31235704; PMID: 24325858; PMID: 21599540). Всё 
чаще используемая в европейских условиях для этих це-
лей компьютерная микротомография (PMID: 22139756) 
пока не  является общераспространенной техникой, 
а  разрешающая способность большинства доступных 
приборов оставляет желать лучшего, не допуская реали-
зации многомасштабного анализа формы и  размеров 
пор. Поэтому для определения пористости скаффолдов 
используются устаревшие методы аддитивного харак-
тера  — такие, например, как жидкостная экструзионная 
порозиметрия (LEP — liquid extrusion porosimetry), не до-
пускающая исследования морфометрических параме-
тров отдельных пор и  их  ориентации. В  силу и  для пре-
одоления указанного ограничения, её часто используют 
совместно со  сканирующей электронной микроскопи-
ей, позволяющей собрать достаточную морфометрию 
для репрезентативной выборки ROI (PMID: 24907768). 
Однако при электронной микроскопии мы можем видеть 
внешние контуры сложных пор, но  не  можем оценить 
их внутренние эквивалентные диаметры или объём и глу-
бину. Между тем, именно эти параметры детерминируют 
рост клеток в скаффолдах (PMID: 24039979), хотя даже 
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в позиционирующей этот факт цитируемой работе, оза-
главленной “Geometry-driven cell organization determines 
tissue growths in  scaffold pores”, используются двумер-
ные репрезентации. С  физико-химических позиций, 
для большинства релевантных материалов объёмная 
геометрия пор однозначно связана с  ролью их  в  на-
бухании (PMID: 21669444) и, как следствие, «физико-
механической» биосовместимости чего нельзя сказать 
о  каком-либо одиночном двумерном сечении. Поэтому 
необходим метод, который позволял бы одновременнно 
визуализировать и морфометрировать одиночные поры 
скаффолдов и других пористых структур регенеративной 
медицины (особо  — децеллюляризованных матриксов 
и  3D-принтируемых тканеподобных моделей), анализи-
ровать их анизотропию / пространственную ориентацию 
и измерять их в объёме, в том числе — в естественных ус-
ловиях (при набухании и росте числа клеток в них). Нами 
разработан метод, базирующийся на  совмещении мно-
гоугловых техник лазерного имэджинга и  электронной 
микроскопии (CLEM) в камере контролируемой атмосфе-
ры (ESEM) и получении двумерных Фурье-спектров и ин-
тегральных пространственных характеристик, а также — 
серий спектрозональных изофот изоопак для отличных 
лазерных источников.

Этические измерения медицинского 
прогноза: новые вызовы и проблемы

Елена Георгиевна Гребенщикова1, 2

1 � Центр научно-информационных исследований 
по науке, образованию и технологиям ИНИОН РАН, 
Москва, Россия;

2 � Кафедра биоэтики РНИМУ им. Н.И. Пирогова, 
Москва, Россия
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Этические контексты медицинского прогноза дол-
гое время базировались на  принципах благодеяния 
и  непричинения вреда, определяя как специфику ин-
формирования пациентов, в  том числе в  неблагопри-
ятных случаях, так и  рекомендации по  взаимодействию 
с  родственниками. Необходимость переосмысления 
и  дополнения сложившихся моральных установок де-
терминирована прежде всего двумя обстоятельствами: 
расширением информированности и  автономии паци-
ентов, а  также стремительным развитием новых мето-
дов диагностики, лечения и восстановления утраченного 
здоровья, которые в  некоторых случаях тесно связаны 
со сферой биомедицинских исследований и эксперимен-
тов. Так, активное развитие генетического тестирования 
привело к  формированию «ситуаций ожидания», обу-
словленных прогнозированием заболеваний, которые 
пока себя никак не  проявили, выдвинув в  центр этиче-
ской рефлексии комплекс вопросов, требующих даль-
нейшего переосмысления идеи информирования в этой 
области. При этом речь идет как о медицинской генети-
ке (т. е. специфике взаимодействия врача с пациентом), 
так и о потребительской генетике (т. е. самостоятельном 
тестировании, которое не всегда заканчивается обраще-
нием к  специалисту). Специфика этических измерений 
новых направлений медицины, как например, регене-
ративной медицины, продиктована не  только их  клини-
ческой практикой, но  и  инновационным потенциалом. 
С  биомедицинскими инновациями связаны значитель-
ные ожидания общества, которые влияют на  формиро-
вание как новых «режимов нормативности», так и соци-
ального запроса на развитие того или иного направления 

медицины. В  свою очередь, информирование пациента 
о прогнозе в клинической практике регенеративной ме-
дицины, неизбежно ориентируясь на  параметры веро-
ятности и  неопределенности, а  также особенности за-
болевания, возраст, обстоятельства жизни индивида, 
предполагает учет новых вызовов и сохранение базовых 
установок биомедицинской этики  — предосторожности, 
ответственности, необходимости сотрудничества  — для 
успешного достижения общей цели. В рассматриваемом 
контексте важно также отметить значимость упомянутых 
моральных обязательств для практики информирования 
участников биомедицинских исследований.

Тезисы подготовлены при поддержке гранта 
Российского научного фонда, проект № 19-18-00422.

Технология индуцированных 
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Получение индуцированных плюрипотентных ство-
ловых клеток (ИПСК) человека и их направленная диф-
ференцировка создали новые перспективы в  изучении 
молекулярных и  клеточных основ тяжелых болезней 
человека и разработке подходов их клеточной терапии. 
Появились новые возможности для создания моделей 
нейродегенеративных патологий человека, а также тест-
систем, позволяющих проводить in  vitro масштабный 
скрининг лекарственных средств с  нейропротекторны-
ми свойствами, направленных на  лечение конкретных 
заболеваний с  учетом индивидуальных особенностей 
пациента. В настоящей работе были получены и охарак-
теризованы культуры ИПСК из фибробластов с мутация-
ми в генах PARK8, PARK2 и GBA, полученных от пациен-
тов с  наследственными формами болезни Паркинсона 
(БП), и  осуществлена направленная дифференцировка 
ИПСК в нейрональном направлении. В транскриптомах 
дофаминергических нейронов, дифференцированных 
из мутантных ИПСК, были обнаружены нарушения в экс-
прессии генов, связанных с  клеточным метаболизмом, 
по  сравнению с  нейронами, дифференцированными 
из  нормальных ИПСК. На  основе полученных ИПСК 
создана многоуровневая тест-система для поиска 
и  скрининга соединений с  нейропротекторной актив-
ностью, представляющих фармакологический инте-
рес, также позволяющая оценивать их  цито- и  эмбрио- 
и  нейротоксичность. Проанализированы соединения 
пептидной и  непептидной природы на  ИПСК, находя-
щихся на начальных стадиях дифференцировки. На куль-
турах нейрональных предшественников и  терминально 
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дифференцированных нейронов продемонстрировано 
нейропротекторное действие ряда пептидов семейства 
меланокортинов, а  также представителей семейства 
каннабиноидов, что указывает на  перспективность ис-
пользования ИПСК и  их  производных, дифференциро-
ванных в нейрональном направлении. Еще одной целью 
нашего исследования была разработка подходов к кле-
точной терапии БП с помощью ИПСК. После трансплан-
тации ИПСК крысам с  экспериментальной моделью 
паркинсонизма, индуцированного введением 6-гидрок-
сидофамина в черную субстанцию мозга крыс, в течение 
более 12  недель мы  наблюдали отчётливое улучшение 
как двигательных, так и когнитивных функций, что созда-
ет принципиальную возможность коррекции нарушений 
моторики и  когнитивных функций за  счет репопуляции 
дофаминергических нейронов, источником которых мо-
гут быть ИПСК из соматических клеток пациентов.

Работа поддержана грантами Президиума РАН 
«Фундаментальные исследования для разработки био-
медицинских технологий» и РФФИ (№ 17-04-01661а).

Гетерохроматизация прителомерного 
района третьей хромосомы, 
содержащего масштабную 
дупликацию, у пациента 
с недифференцированной умственной 
отсталостью
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Прителомерный район короткого плеча третьей хро-
мосомы содержит 3  гена, кодирующих молекулы ад-
гезии нейрональных клеток: CHL1, CNTN6  и  CNTN4. 
Хромосомные перестройки в  данном районе, как де-
леции, так и  дупликации приводят к  разнообразным 
нарушениям развития нервной системы, в  том числе 
расстройствам аутического спектра, умственной от-
сталости, синдрому дефицита внимания, нервной ано-
рексии и  синдрому Туретта. Ранее были описаны два 
пациента со схожими клиническими картинами и недиф-
ференцированной умственной отсталостью, у  которых 
были выявлены микроделеция или микродупликация 
в  районе 3p26.3, обе перестройки затрагивали един-
ственный ген — CNTN6, кодирующий белок контактин-6 
(Kashevarova et  al., 2014). Мы  использовали техноло-
гию получения индуцированных плюрипотентных ство-
ловых клеток (ИПСК), чтобы иметь возможность после 
дифференцировки их in vitro анализировать целевую по-
пуляцию клеток, а именно кортикальные нейроны. В ре-
зультате мы  обнаружили, что экспрессия CNTN6  была 
существенно снижена в  нейронах как с  одной, так 
и  с  тремя полноценными копиями этого гена. Данный 
факт может объяснять сходство симптомов, наблюда-
емых у  пациентов с  делециями и  дупликациями гена 
CNTN6. Более того, нами было показано, что в нейронах 
с тремя полноценными копиями гена CNTN6 экспрессия 
шла хуже именно с дуплицированного аллеля.

Согласно нашим данным о трехмерной организации 
дуплицированного участка, нами были замечены наме-
ки на его гетерохроматизацию. Chip-seq анализ показал 

в  дуплицированном районе избыточное присутствие 
H3K9me3 (метки не  активного хроматина) и  заметное 
снижение H3K27ac и белка CTCF. Более того репрессив-
ные метки распространялись существенно за  пределы 
хромосомной перестройки.

Таким образом в  клетках пациента с  дупликацией, 
затрагивающей единственный белок-кодирующий ген 
CNTN6, нами обнаружена гетерохроматизация пере-
строенного района хромосомы. Важно отметить, что, 
хотя, хромосомная перестройка имеет размер 0,94 Mb, 
гетерохроматин распространяется на  существенно 
больший участок, а именно около 7 Mb. Таким образом 
полученные данные позволяют заключить, что наблюда-
емое снижение уровня экспрессии CNTN6 на фоне на-
личия в геноме трех его полноценных копий, может быть 
связано с  гетерохроматизацией района, включающего 
дупликацию.

Исследование выполнено при поддержке бюджетно-
го проекта РАН № 0324-2019-0041 «Клеточные и мо-
лекулярно-генетические механизмы контроля адаптив-
ных и патологических процессов у человека и животных».
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В  настоящее время одной из  наиболее динамично 
развивающихся и  инвестиционно-привлекательных от-
раслей современной клинической медицины является 
регенеративная медицина. Среди широкого спектра ис-
следований этой отрасли существенное место занимают 
высокотехнологичные биоискусственные системы, со-
держащие дифференцированные клеточные культуры; 
подобные тканеинженерные конструкции способны ими-
тировать архитектуру нативного внеклеточного матрик-
са на субмикронном уровне, чем обеспечивают первона-
чальное пространство и условия для регенерации новых 
тканей. Объектом исследования клеточных регенератив-
ных технологий является трехмерные биосовместимые 
(биоадекватные) носители — матриксы, обладающие за-
данной морфологией и регулируемыми функциональны-
ми физико-химическими свойствами.

Основные требования, которые предъявляются к  со-
временным материалам для создания скаффолдов (кар-
каса будущих тканей) делятся на  три основных направ-
ления. Первое  — полная биологическая совместимость, 
т. е. отсутствие локального и масштабного токсического 
действия, отсутствие раздражающего и  аллергическо-
го действия и кроме того устойчивость к стерилизации. 
Второе  — объемная пористая структура, позволяющая 
обеспечить достаточную проницаемость для газов 
(кислорода, углекислоты) для обеспечения протекания 
репаративных процессов, кроме того поддерживаю-
щая миграцию, заселение и  последующую пролифе-
рацию клеток; способность к  естественной резорбции 
с  трансформацией в  натуральный внеклеточный ма-
трикс. Третье  — приемлемые механические и  физико-
химические свойства, определяемые функциональной 
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принадлежностью замещаемого органа. Необходимо 
отметить, что различные клеточные культуры требуют 
особую пространственную структуру, имитирующую мор-
фологию природного внеклеточного матрикса.

В  докладе отражены основные подходы к  созда-
нию пористых материалов с  настраиваемой структурой 
и свойствами: волокнистых нетканых, губчатых и гидро-
гелевых. Показано влияние структурных элементов ма-
трикса на его физико-механическое поведение.

Работа выполнена при частичной поддержке гранта 
РФФИ 17-03-01361.
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Полилактид  — биосовместимый полимер, способ-
ный к  биорезорбции. На  основе этого полимера в  на-
стоящее время создаются различные изделия биоме-
дицинского назначения: материалы для остеосинтеза, 
шовные материалы. Пористые биоинженерные кон-
струкции представляют большой интерес вследствие 
возможности «настройки» механических свойств 
в широком диапазоне. Адекватность модуля упругости 
имплантируемого материала и прилегающих тканей — 
необходимое условие для исключения их  контактного 
травмирования. Большая удельная поверхность при 
малом количестве полимерного материала позволяют 
замещать большие (до 1000 см3) объемы мягких тка-
ней, не вызывая резкого повышения концентрации про-
дуктов разложения в организме.

В рамках данной работы были получены губчатые ма-
териалы на  основе поли-L-лактида и  поликапролактона 
методом сублимационной сушки. Подобраны условия 
для бездефектной кристаллизации растворов полилакто-
нов в 1,4–диоксане. Пористость изделий варьировалась 
в  диапазоне 96–98%. Были проведены исследования 
механических свойств системы при одноосном сжатии 
образцов. Полученные значения модуля Юнга лежат 
в  диапазоне 10–3500  кПа, что показывает возмож-
ность разработки материалов для замещения тканей 
вплоть до хрящевой.

Биосовместимость губчатых материалов на  осно-
ве поли-L-лактида была исследована методами in  vitro 
и  in  vivo. Проведенные эксперименты in  vitro показали, 

что данные материалы соответствуют требованиям, 
предъявляемым к  биосовместимым медицинским из-
делиям. Также показано, что при in vivo имплантации по-
ристые материалы активно колонизируются клетками 
соединительной ткани как при подкожной имплантации, 
так и при внутриплевральной.

Работа выполнена при частичной финансовой под-
держке НИЦ «Курчатовский институт» (приказ № 1362).
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Изучение патологических механизмов, происходящих 
в  нейральных клетках при развитии нейродегенератив-
ных заболеваний, является важной задачей современной 
биомедицины. Разные патологические состояния соот-
ветствуют дегенерации различных типов нейронов. Так, 
при болезни Паркинсона гибнут дофаминергические, 
при спинальной мышечной атрофии и боковом амиотро-
фическом склерозе — моторные, болезни Гентингтона — 
срединные шипиковые, болезни Альцгеймера — кортекс-
ные нейроны. Однако в  развитии данных заболеваний 
большую роль играют астроглиальные клетки, выполня-
ющие многочисленные функции: опорную, трофическую, 
репаративную, гомеостатическую.

Перспективным направлением исследований нейро-
дегенеративных заболеваний является создание клеточ-
ных моделей на основе индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток (ИПСК), подвергшихся направленной 
дифференцировке в  специализированные типы клеток. 
Для визуализации патологических процессов, происхо-
дящих в ИПСК и их производных на разных стадиях диф-
ференцировки, популярным становится использование 
генетически-кодируемых биосенсоров, а также внесение 
конструкций экспрессирующих флуоресцентные белки 
под промотором генов, специфичных для определённых 
типов клеток. Данные манипуляции стали возможными 
благодаря использованию инструмента геномного ре-
дактирования CRISPR/Cas9, который позволяет произ-
водить направленные манипуляции с геномом клеток.

Используя методы геномного редактирования, нами 
были созданы линии ИПСК, несущие в геноме репортер-
ные конструкции экспрессии гена GFAP, специфичного 
для астроглии. Ведутся работы над повышением эффек-
тивности экспрессии флуоресцентного белка-репортера 
при направленной дифференцировке ИПСК в  астроци-
ты. Кроме того, нами получены линии ИПСК, несущие 
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в  геноме конструкцию roGFP-Grx1, с  которой экспрес-
сируется биосенсор окислительно-восстановительно-
го потенциала глутатиона. Проведена направленная 
дифференцировка данных линий в  дофаминергические 
нейроны и  показано изменение спектра возбуждения 
редокс-зависимого флуоресцентного белка roGFP при 
добавлении в  культуральную среду перекиси водорода. 
Таким образом, созданы предпосылки для дальнейших 
исследований вклада астроцитов в развитие окислитель-
ного стресса нейронов, полученных из ИПСК пациентов 
с  наследственными нейродегенеративными заболева-
ниями. Данные инструменты открывают перспективы 
в  исследовании молекулярно-генетических механизмов 
патологий нейродегенеративных болезней и поиске ми-
шеней для их терапии.

Работа поддержана грантом РНФ № 16-15-10128П.
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Эндотелиально-мезенхимный переход (эндоМП) 
играет важную роль как в эмбриональном развитии ор-
ганизма, поддерживая миграционную способность кле-
ток, так и во взрослом организме, где он задействован 
в  процессах заживления ран, патогенетических меха-
низмах сердечно-сосудистых заболеваний (в частности 
атеросклероза), метастазировании и инвазии опухолей, 
в процессах фиброза тканей — например, при фиброзе 
легких. Существенная часть миофибробластов, преоб-
ладающих в зоне фиброза, происходит из эндотелия со-
судистого русла. Несмотря на доказанную роль эндоМТ 
в развитии фиброза, механизмы этого процесса изуче-
ны крайне недостаточно.

Основным и наиболее изученным фактором, запуска-
ющим ЭндоМП, является трансформирующий фактор 
роста TGF-β, однако малоизученными остаются другие 
факторы и  процессы, такие как, например, оксидатив-
ный стресс. Для изучения вклада оксидативного стресса 
в  процесс ЭндоМП использовали клетки эндотелия пу-
почной вены (HUVEC), которые культивировали на среде 
с добавлением TGF-β, H2O2, или их смеси.

По  окончании 5  дней культивирования наиболее 
активный процесс ЭндоМП наблюдался в присутствии 
смеси TGF-β+H2O2. Экспрессия одного из  основных 
маркеров миофибробластов, α-гладкомышечного 
актина  — αSMA, в  клетках эндотелия наблюдалась 
по данным иммуноцитохимического исследования под 
действием H2O2  и  TGF-β+H2O2, однако по  данным 
ПЦР уровень мРНК αSMA увеличивался только при 
культивировании со  смесью TGF-β+H2O2. Кроме того, 
добавление TGF-β, H2O2  и  их  смеси приводило к  уве-
личению экспрессии генов EDA-фибронектина и колла-
гена I типа и росту его синтеза и секреции, но при этом 

во всех случаях эндотелиоциты сохраняли экспрессию 
маркера эндотелия — CD31. Литературные данные от-
дельных исследований указывают на важную роль бел-
ков внеклеточного матрикса в регуляции эндоМТ. Так, 
использование фибронектина для покрытия пластика 
приводило к тому, что ЭндоМП наблюдался при добав-
лении как TGF-β+H2O2, так и H2O2.

Полученные данные свидетельствуют о способности 
оксидативного стресса индуцировать эндотелиально-
мезенхимный переход, что может вносить значительный 
вклад в фиброзирование тканей. При этом следует отме-
тить, что для эффективной трансдифференцировки эн-
дотелиоцитов недостаточно одного фактора, а требуется 
создание комплекса условий.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
№ 19-015-0043719.
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Костный мозг — уникальный источник клеток для ре-
генеративной медицины. Считается, что мезенхимные 
клетки костного мозга, находясь в стволовых нишах об-
ладают продолжительным жизненным циклом, за  счет 
чего могут сохранять свою «незрелость». Показано, что 
при длительном культивировании in  vitro, мезенхимные 
МСК сохраняют высокий пролиферативный потенциал 
в течение длительного времени.

В настоящее время проводятся исследования по из-
учению свойств и  биологических характеристик мезен-
химных клеток при культивировании, однако данных 
об их биологическом возрасте крайне мало.

Целью исследования являлось изучение изменения 
характеристик, отражающих биологический возраст дли-
тельно живущих культур ex vivo.

Клетки КМ человека выделяли по стандартной мето-
дике в градиенте плотности, затем переносили в культу-
ральные флаконы и культивировали в питательной среде 
DMEM-F12  с  добавлением 10% фетальной сыворот-
ки. В  работе использовали клетки 0  и  3  пассежей. Для 
проверки соответствия критериям ММСК, полученные 
клетки были охарактеризованы на проточном цитофлюо-
риметре, по экспрессии маркеров (CD90, CD105, CD73, 
CD45) а  также Oct-4  и  SSEA-4. Для оценки количества 
SSEA4+ клеток использовали FAC-сортер.

Считается, что Oct4  и  SSEA-4  — маркеры, харак-
терные для эмбриональных стволовых клеток и  iPS, 
свидетельствующие о  высокой мультипотентной пла-
стичности клеток, а также возможности дифференци-
ровки клеток в экто- и мезодермальном направлениях. 
Последние исследования показали, что данные марке-
ры присутствуют также и на мультипотентных клетках, 
что подтверждается возможностью их  дифференци-
ровки как в  эктодермальном, так и  мезодермальном 
направлениях.

Фенотип клеток на 0 и 3 пассаже был CD90+, CD105+, 
CD73+, CD45–. Количество клеток, на которых экспресси-
руется Oct-4  и  SSEA-4  на  0  пассаже составляло менее 
10% от общего числа ММСК. На 3 пассаже было показа-
но увеличение числа SSEA-4+ клеток до 35%, причем все 
эти клетки были также Oct-4-положительны.
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Таким образом, исследование показало, что в процес-
се культивирования увеличивается доля мультипотент-
ных Oct4+SSEA-4+ клеток в культуре, что, вероятно связа-
но с сохранением раннего биологического возраста.
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Тканевые сфероиды представляют собой трехмер-
ные плотно упакованные агрегаты клеток шарообразной 
формы. Одним из  видов тканевых сфероидов являются 
хондросферы, состоящие из хондроцитов. К важнейшим 
свойствам хондросфер относится способность к слиянию 
и распластыванию на адгезивной поверхности, благода-
ря чему они находят широкое применение в замещении 
дефектов хрящевой ткани у  пациентов с  повреждени-
ями суставного хряща. Несмотря на  большое значение 
слияния и  распластывания, до  сих пор не  проводилось 
систематического исследования влияния компонентов 
цитоскелета на течение данных процессов в трехмерной 
культуре. Данная работа посвящена изучению влияния 
пертурбантов цитоскелета на кинетику слияния и распла-
стывания хондросфер.

В  качестве источника клеток использовали первич-
ные хондроциты барана. Тканевые сфероиды с  концен-
трацией 8000  кл./сфероид получали с  использовани-
ем планшетов с  низкоадгезивным покрытием Corning 
Spheroid Microplates (Corning, кат. #4520). В  качестве 
пертурбантов цитоскелета использовали цитохалазин 
Д  (Sigma-Aldrich, кат. #C8273) и  нокодазол (Sigma-
Aldrich, кат. #M1404) в  концентрациях 10  µM  и  1  µM, 
соответственно. Слияние хондросфер изучали, помещая 
сфероиды попарно в ячейки планшетов с низкоадгезив-
ным покрытием Corning Spheroid Microplates (Corning, 
кат. #4520). Распластывание хондросфер проводи-
ли в  ячейках 96-луночного планшета с  плоским дном 
(Corning, кат. #3595).

Анализ кинетики слияния хондросфер в  точках 0, 
24, 48 и 144 часа показал, что при обработке цитоха-
лазином Д, вызывающим деполимеризацию микрофи-
ламентов, происходит полная остановка слияния: поме-
щенные рядом тканевые сфероиды соприкасаются друг 
с другом, но не формируют единый конструкт в течение 
144  часов культивирования. В  то  же  время, обработ-
ка нокодазолом, инициирующим деполимеризацию 
микротрубочек, не  оказывает существенного влияния 
на процесс слияния по сравнению с контрольной груп-
пой. При этом при анализе кинетики распластывания 

хондросфер в тех же временных точках было обнаруже-
но, что оба агента обладают ингибирующим влиянием 
на распластывание сфероидов.

Таким образом, в  ходе данного исследования было 
установлено, что в  процессе слияния хондросфер зна-
чительную роль играют актиновые микрофиламенты, 
при деполимеризации которых происходит полная оста-
новка слияния; тогда как на  кинетику распластывания 
хондросфер в  равной мере влияют и  микрофиламенты, 
и микротрубочки.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 19-315-90017.
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Гипертрофическая кардиомиопатия (ГКМП)  — одно 
из наиболее распространенных сердечно-сосудистых за-
болеваний, однако механизмы его развития до  сих пор 
недостаточно хорошо изучены. Для кардиомиоцитов 
пациентов с  ГКМП характерны увеличенный размер, 
дезорганизация саркомеров и миофибрилл, более высо-
кая частота аритмических событий. Гипертрофическое 
ремоделирование кардиомиоцитов и  их  склонность 
к  аритмиям обусловлены повышенной внутриклеточной 
концентрацией ионов кальция, которая является след-
ствием нарушения динамики потоков ионов кальция 
в кардиомиоцитах.

В  данной работе было проведено исследование ди-
намики потоков ионов кальция в кардиомиоцитах, полу-
ченных с  помощью направленной дифференцировки 
индуцированных плюрипотентных стволовых клеток 
пациентов с  ГКМП. Генетический анализ 15  пациен-
тов с  ГКМП выявил мутации в  генах, ассоциированных 
с  данным заболеванием. От  пациентов с  мутациями 
р.M659I в гене MYH7 и р.R326Q в гене MYBPC3 полу-
чены пациент-специфичные индуцированные плюрипо-
тентные стволовые клетки. В  результате направленной 
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дифференцировки индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток пациентов с  ГКМП и  здорового до-
нора были получены кардиомиоциты. На  40  день диф-
ференцировки кардиомиоциты с  мутациями р.M659I 
в  гене MYH7  и  р.R326Q в  гене MYBPC3  демонстриро-
вали первые изменения в динамике потоков ионов каль-
ция по  сравнению с  контрольными кардиомиоцитами. 
На 74 день дифференцировки в кардиомиоцитах с мута-
цией р.R326Q в гене MYBPC3 было нарушено регуляр-
ное чередование процессов выброса и обратного захва-
та ионов кальция, увеличено время обратного захвата 
ионов кальция саркоплазматическим ретикулумом и по-
вышена внутриклеточная концентрация ионов кальция 
в  состоянии покоя. Выявленные нарушения динамики 
потоков ионов кальция в  кардиомиоцитах с  мутациями 
р.M659I в гене MYH7 и р.R326Q в гене MYBPC3 позво-
ляют использовать полученные клетки для исследования 
молекулярных механизмов ГКМП.

Работа поддержана грантом РНФ № 18-75-10039.
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Витронектин (Vn) является белком внеклеточного 
матрикса, который играет важную роль в  эмбриональ-
ном развитии, а  также репарации органов и  тканей. 
Уникальной особенностью Vn является его способность 
специфически связывать различные биологические 
молекулы, включая урокиназный рецептор (uPAR), ком-
поненты внеклеточного матрикса, рецепторы адгезии, 
ростовые факторы, и др., обеспечивая модуляцию пове-
дения клеток.

Цель исследования: оценить экспрессию Vn  в  по-
врежденном сердце и исследовать его влияния на адге-
зионные свойства прогениторных клеток сердца (ПКС).

Методы. В  работе использованы ПКС, полученные 
из миокарда мышей линий WT C57Bl6/129 и uPAR-/- 
C57Bl6/129. Исследование экспрессии Vn  в  миокар-
де оценивали с помощью ПЦР РВ и иммуногистохимии. 
ПКС идентифицировали в  миокарда с  помощью мето-
да иммунофлуоресцентного окрашивания с  последу-
ющим количественным подсчетов в  программе Image 
J. Ингибирование uPAR в ПКС из миокарда мышей дико-
го типа проводили с помощью антител (“R&D”). Уровень 
адгезии клеток исследовали с помощью Adhesion assay.

Результаты. Показано, что в  острую стадию ин-
фаркта миокарда происходит накопление Vn, который 
преимущественно локализуется в  зоне повреждения 
и фактически отсутствует в неповрежденном миокарде. 
Начиная с 7 дня его распределение в сердце уменьша-
ется и практически полностью исчезает через 2 недели, 
когда завершается формирование постинфарктного 
рубца. Первая неделя после острого ишемического по-
вреждения наряду с  накоплением Vn  характеризуется 
аккумуляцией ПКС, которые преимущественно лока-
лизуются именно в  области накопления витронектина. 
Учитывая эти данные, а также то, что Vn является одним 

из лигандов uPAR, были проведены исследования вли-
яния адгезии ПКС на Vn в зависимости от наличия или 
отсутствия uPAR. Установлено, что WT  клетки прояв-
ляли более выраженную способность к  адгезии на  Vn, 
чем ПКС из миокарда мышей, нокаутированных по гену 
uPAR. Кроме того, ингибирование uPAR специфиче-
скими антителами на поверхности WT ПКС приводило 
к  снижению их  способности к  адгезии и  распластыва-
нию на витронектиновом матриксе.

Полученные данные свидетельствуют о  том, что 
экспрессия uPAR на  поверхности ПКС может высту-
пать в  качестве регулятора их  адгезионных свойств. 
Взаимодействие uPAR и  Vn  может быть как независи-
мым от  интегринов, так и  являться следствием актива-
ции различных интегринов, тем самым модулируя выбор 
матрикса для взаимодействия, что может влиять на на-
копление ПКС в зоне повреждения после инфаркта.

Работа поддержана грантом РНФ № 17-15-01368.
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Прогениторные клетки сердца (ПКС) являются важ-
ным регулятором клеточного гомеостаза и участником 
репаративных процессов в сердце. Несмотря на много-
обещающие результаты доклинических и  клинических 
исследований по  трансплантации ПКС при инфаркте 
и  хронической сердечной недостаточности механиз-
мы регуляции функций этого типа клеток малоизуче-
ны. Известно, что урокиназный рецептор (uPAR), при-
сутствующий на  поверхности многих типов клеток, 
участвует в  регуляции множества клеточных функций. 
Однако, его роль в  регуляции репаративных функций 
ПКС не установлена.

Цель исследования: изучить влияние uPAR на устой-
чивость к  апоптозу, пролиферативные свойства ПКС 
и их участие в репарации после инфаркта.

Методы. В  работе использованы ПКС, полученные 
из  миокарда мышей линии C57Bl6  с  помощью мето-
да эксплантаной культуры и  последующей иммуномаг-
нитной селекции. Оценку иммунофенотипа проводили 
с  помощью проточной цитофлуориметрии. Подавление 
экспрессии uPAR выполняли с  использованием shRNA 
лентивирусных частиц (“Santa Cruz”) и  последующей 
селекции на  пуромицине. Оценка выживаемости кле-
ток выполнялась МТТ тестом, апоптоза  — Caspase-
Glo® 3/7  Assay System. Оценка репаративных свойств 
ПКС проводилась на  модели инфаркта миокарда 
с  последующей оценкой функции сердца с  помощью 
эхокардиографии.

Результаты. Показано, что uPAR присутствует на по-
верхности большинства ПКС и  его взаимодействие 
с  лигандом (витронектином) увеличивает пролифера-
тивный потенциал этих клеток. Подавление uPAR при-
водило к  подавлению клонообразования и  способности 
к делению как в присутствии витронектина, так и без него. 



76 МАТЕРИАЛЫ IV Национального конгресса по регенеративной медицине

Гены & Клетки  XIV, Приложение, 2019

uPAR(-) клетки были более подвержены гибели при куль-
тивировании в  отсутствии сыворотки и  под действием 
H2O2  индуцированного стресса. Интрамиокардиальная 
трансплантация uPAR (+) ПКС после инфаркта миокар-
да способствовала увеличению показателей систоли-
ческой функции сердца, в то время как трансплантация 
uPAR (-) клеток или контрольной среды такого эффекта 
не вызывала.

Полученные результаты свидетельствуют о  том, что 
экспрессия uPAR может способствовать выживаемости 
ПКС после трансплантации и  регулирует репаративные 
свойства этих клеток. Механизмы этого влияния uPAR 
являются предметом дальнейшего изучения.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РНФ № 17-15-01368, РФФИ № 19-015-00231.
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В  настоящее время технология использования сфе-
роидов (СФ) на основе клеток миокарда является новым 
перспективным направлением клеточной терапии по-
вреждений сердца, повышающим ее  эффективность. 
Однако для клеточной терапии необходимо получение 
стандартизованной культуры кардиосфер (КС), имеющих 
определенный размер, клеточный состав и  репаратив-
ные свойства. Формирование 3D клеточной структуры 
требует скоординированной работы различных сигналь-
ных механизмов, включая урокиназную систему, контро-
лирующих адгезию клеток к  матриксу, межклеточные 
взаимодействия, пролиферацию и  поверхностное натя-
жение клеток первичного СФ.

Цель исследования: изучить влияние урокиназно-
го рецептора (uPAR) на  формирование КС  из  клеток 
миокарда.

Методы. В  работе использованы КС, полученные 
из миокарда мышей линий WT C57Bl6/129 и uPAR-/- 
C57Bl6/129 с помощью метода эксплантаной культуры 
и последующей сборки СФ на чашках с поли-Д-лизином 
в  среде с  низким содержанием сыворотки. Подавление 
экспрессии uPAR в  Wt  клетках выполняли с  исполь-
зованием shRNA лентивирусных частиц (“Santa Cruz”) 
и  последующей селекцией на  пуромицине. Оценку раз-
мера и количества СФ проводили с помощью программы 
Image J. Уровень адгезии клеток исследовали с  помо-
щью Adhesion assay.

Результаты. Показано, что uPAR присутствует на по-
верхности 71+8% кардиосферообразующих клеток в  со-
ставе 2D культуры и собранных СФ. Были выявлены раз-
личия в формировании СФ из Wt и uPAR-/- клеток. Через 
сутки после посадки на  культуральные чашки клеточных 
суспензий наблюдалось формирование первичных клеточ-
ных агрегатов, которые являются «ядром», инициирующим 
сборку СФ. При этом если в  культуре Wt  клеток наряду 
с ними, наблюдались полностью собранные СФ, то в куль-
туре uPAR-/- клеток они отсутствовали. Через 2 суток с мо-
мента посадки клеток, сформированные СФ наблюдались 
в обеих культурах. В культуре Wt клеток выявлялись СФ ад-
гезионнного и  неадгезионного типа крупного размера 

(100–150  мкм). uPAR-/- клетки формировали в  3  раза 
большее больше СФ, чем Wt клетки, но они имели преиму-
щественно мелкий размер (менее 50  мкм). Подавление 
uPAR с помощью специфических shRNA снижало адгези-
онные свойства клеток и приводило к нарушению сборки 
СФ и появлению КС меньшего размера.

Таким образом, uPAR, оказывая влияние на адгези-
онные свойства кардиосферообразующих клеток, регу-
лирует сборку СФ. Регулируя экспрессию uPAR можно 
получать КС  разного размера, что может быть важно 
для их  использования в  клеточной терапии заболева-
ний сердца.

Грант РНФ № 17-15-01368.

Фундаментальные механизмы 
взаимосвязи клеточного старения 
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Сегодня клеточное старение принято рассматри-
вать как физиологическую реакцию пролиферирующих 
клеток на  повреждение ДНК. Присутствие стареющих 
клеток в  тканях может обуславливать их  дисфункцию. 
Настоящая работа посвящена исследованию взаимос-
вязи между процессами старения и  тканеспецифичной 
децидуальной дифференцировки эндометриальных 
стромальных клеток.

ЭСК являются основным компонентом стромы эн-
дометрия и  отвечают за  циклическое восстановление 
функционального слоя и  его гормон-индуцированную 
децидуализацию, необходимую для имплантации эм-
бриона. На начальном этапе исследований мы оценили 
способность стареющих эСК к децидуальной дифферен-
цировке. Посредством оценки мезенхимально-эпители-
ального перехода, соответствующих морфологических 
изменений, экспрессии ключевых маркеров дециду-
альных клеток  — PRL, IGFBP-1  и  фактора транскрипции 
FOXO1 — мы установили, что по сравнению с контроль-
ными клетками стареющие эСК практически полно-
стью утрачивают способность децидуализироваться. 
Дальнейший анализ позволил установить, что наблюда-
емый эффект может быть связан с нарушением в старе-
ющих эСК ядерного транспорта рецептора прогестерона.

Помимо нарушенного функционирования самих 
стареющих эСК, последствия их  присутствия в  ткани 
могут быть обусловлены изменением их  паракринной 
активности. При помощи масс-спектрометрии высоко-
го разрешения мы  установили существенные отличия 
в  профилях факторов, секретируемых контрольными 
и старыми эСК. Используя 2D и 3D модели, мы обнару-
жили, что ко-культивирование со  стареющими эСК (1) 
вызывает паракринное старение и (2) нарушает децидуа-
лизацию соседних молодых клеток. Важно, что эффекты 
прямого ко-культивирования со  стареющими клетками 
воспроизводились при использовании кондициониро-
ванной среды, содержащей факторы, секретирующие-
ся стареющими эСК. Таким образом, можно выделить 
несколько последствий присутствия стареющих клеток 
в строме эндометрия: во-первых, дифференцировочный 
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и пролиферативный потенциал стареющих эСК снижен, 
что может негативно влиять на  пластичность эндоме-
трия, во-вторых, за счет измененной паракринной актив-
ности стареющие эСК могут обуславливать распростра-
нение старения на  соседние клетки, а  также подавлять 
децидуализацию нормальных клеток микроокружения. 
Эти результаты демонстрируют возможный вклад ста-
реющих эСК в нарушения пластичности и рецептивности 
ткани эндометрия и  впоследствии могут лечь в  основу 
разработки подхода для лечения женского бесплодия.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ 
№ 19-74-10038.

Условия применения сингенных 
мультипотентных мезенхимальных 
стволовых клеток (ММСК) жировой 
ткани для терапии тяжелых 
радиационных поражений кожи 
в эксперименте
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Тяжелые лучевые поражения кожи, встречающиеся 
в  клинической практике, сопровождаются серьезными 
осложнениями и трудно поддаются стандартным, консер-
вативным способам лечения. В связи с этим в последние 
годы разрабатываются методы клеточной терапии дан-
ной патологии.

В настоящей работе обобщены данные, полученные 
в  ряде экспериментов, где изучалась эффективность 
сингенных культивированных ММСК жировой ткани 
при лечении тяжелых радиационных поражений кожи. 
Опыты проведены на  крысах инбредной линии Wistar-
Kyoto, которых подвергали локальному воздействию 
рентгеновского излучения в  подвздошно-поясничной 
области спины в  дозе 110  Гр  (напряжение на  трубке 
30кВ, сила тока 6,1 мА, фильтр 0,1 мм Al), при мощно-
сти дозы 17,3–20,0 Гр/мин. Площадь поля облучения 
на  поверхности кожи  — 8,5  см2. Такое облучение по-
зволяло получать тяжелые поражения кожи с  длитель-
но (до  3,5  месяцев) незаживающими лучевыми язва-
ми, без критической лучевой нагрузки на  подлежащие 
ткани. Клинические проявления радиационного пора-
жения кожи у крыс развивались постепенно. После ко-
роткого латентного периода, на  8–10  сутки у  облучен-
ных животных наблюдали симптомы сухого дерматита. 
К 13–15 суткам сухой дерматит переходил во влажный. 
К концу 3 недели после воздействия радиации на коже 
крыс (в центре зоны облучения) образовывались язвы, 
покрытые плотным струпом. Затем происходило посте-
пенное заживление язв с образованием атрофического 
рубца к  90–110  суткам после облучения или процесс 
приобретал хронический характер.

В  связи с  этапным развитием патологическо-
го процесса в  пораженной коже проведена оценка 

эффективности клеточной терапии в  различные сроки 
после облучения: в ранний период формирования язвы, 
в период сформировавшейся язвы и в периоды активной 
регенерации в пораженной ткани.

Суспензию ММСК (87–93% живых клеток) 
в  1  мл  стерильного раствора Хенкса вводили под 
кожу в  5  точек вокруг зоны поражения, отступив 
5–7  мм  от  края очага. Количество введенных ММСК 
при одной трансплантации в разных опытах составляло 
от 1,5 до 3,5×106 клеток. Проводили как однократные, 
так и  двукратные транспланттации клеток. Показано, 
что только двукратное введение ММСК (с  интервалом 
между инъекциями в  1  неделю) усиливает регенера-
торные процессы и убыстряет заживление лучевых язв. 
Терапевтический эффект более выражен в  условиях 
двукратного введения ММСК в периоды, когда лучевая 
язва уже сформирована и в пораженной коже активизи-
руются регенераторные процессы.

Возрастная динамика c-kit/
SCF-R в поджелудочной железе 
млекопитающих

Ольга Владимировна Дилекова, 
Василиса Васильевна Митенко

ФГБОУ ВО Ставропольский государственный 
аграрный университет, Ставрополь, Россия

dilekova2009@yandex.ru

В  работе исследована поджелудочная железа сви-
ней, собак и  кошек от  суточного до  3-летнего возрас-
та. Применяли моноклональные мышиные антитела 
к  SCF-R  (с-kit) (DiagnosticBioSystems, Нидерланды, 
1:20–1:40), моноклональные кроличьи антитела 
к CD117/c-kit (SpringBioScience, США). Статистическкю 
обработку проводили методом однофакторного диспер-
сионного анализа и критерия множественных сравнений 
Ньюмена-Кейсла. Достоверными считали различия при 
р≤0,05. У  исследованных млекопитающих с-kit+ клетки 
идентифицируются в  эндокринных островках, повторяя 
схему локализации β-эндокриноцитов. У  свиней коли-
чество с-kit+ клеток в  суточном возрасте составляет 
18,17% от общего количества эндокриноцитов. С суточ-
ного до  месячного возраста их  количество снижается 
на 55,24%, что составляет 12,84%; с 1- до 6-месячного 
возраста повышается до  21,63%; в  годовалом возрас-
те снижается на 79,85%, до 10,04%; с 1 года до 3 лет 
жизни повышается на  22,22%, однако в  эндокринном 
островке данный показатель составляет 9,38% от обще-
го количества эндокриноцитов. ЯЦО c-kit+ клеток в  воз-
растном аспекте не  претерпевает достоверных раз-
личий и  составляет 0,20±0,008. У  собак в  суточном 
возрасте количество с-kit+ клеток составляет 26,02% 
от общего количества эндокриноцитов в островке. С су-
точного до  3-месячного возраста их  количество снижа-
ется до  9,22%, а  затем к  1  году жизни увеличивается 
до13,93%. С  1  года до  3  лет их  количество снижается 
на 29,80% и составляет 9,30%. ЯЦО c-kit+ клеток в 1-су-
точном возрасте составляет 0,21±0,008. С  1- до  3-ме-
сячного возраста снижается на 43,57%, с 3- до 6-месяч-
ного возраста увеличивается на 58,57%, в 1 год жизни 
снижается на  29,83%, в  3-летнем возрасте увеличива-
ется на 18,13% и составляет 0,20±0,004. У кошек коли-
чество с-kit+ клеток в эндокринном островке в суточном 
возрасте составляет 27,98%. С суточного до месячного 
возраста их количество снижается в 3,8 раза, до 7,87%; 
с 1- до 6-месячного возраста увеличивается до 13,81%; 
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в 1 год снижается на 38,70%, до 8,19%; с 1 года до 3 лет 
увеличивается на 64,08% и составляет 19,69% в эндо-
кринном островке. ЯЦО ckit+ клеток в суточном возрасте 
составляет 0,18±0,008. С  1- до  3-месячного возраста 
снижается на 17,53%, с 3 до 6 месяцев увеличивается 
на 29,22% и составляет 0,19±0,008, после чего не из-
меняется до 3-летнего возраста кошек. Таким образом, 
c-kit+ клетки в  поджелудочной железе млекопитающих 
являются динамическим показателем, отражающим ре-
генераторный потенциал эндокриноцитов железы.

Активация сигнального пути Notch 
и генов раннего ремоделирования 
в мезенхимных клетках сердца при 
остром гипоксическом стрессе
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Борисовна Малашичева1, 2
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Восстановление сократительной функции сердца 
после инфаркта миокарда является актуальной пробле-
мой современной регенеративной медицины. Открытие 
и  экспериментальное использование мезенхимных 
клеток сердца (МКС) стало новой вехой в развитии кле-
точной терапии «нового поколения». Однако молекуляр-
ные механизмы, лежащие в  основе репаративных про-
цессов, остаются малоизученными. Было показано, что 
при остром гипоксическом поражении миокарда в  пе-
риинфарктной области повышается экспрессия гена 
notch1  и  усиливается пролиферация клеток. Известно, 
что передача сигналов Notch имеет важное значение 
в  кардиогенезе, клеточной дифференцировке и  в  под-
держании популяции стволовых клеток в постнатальном 
периоде. Участвует ли  Notch-сигналинг в  процессах, 
определяющих степень ремоделирования сердца после 
инфаркта миокарда, остаётся неясным.

Целью нашего исследования было проведение анали-
за роли сигнального пути Notch и связанных с ним генов 
раннего ремоделирования в активации регенеративного 
потенциала МКС.

Развитие инфаркта миокарда у  крыс индуцировали 
посредством лигирования левой коронарной артерии. 
МКС были получены из  ишемизированной области пу-
тём ферментативной диссоциации ткани; в качестве кон-
троля были использованы МКС из  здорового миокарда 
ложнооперированных крыс. Гипоксию in  vitro индуциро-
вали за  счёт инкубирования здоровых МКС в  условиях 
низкого содержания кислорода (1%) в воздушной каме-
ре на  протяжении 48  часов. Искусственную активацию 
Notch в МКС проводили путём внесения NICD на ленти-
вирусном носителе. Экспрессию таргетных генов оцени-
вали с помощью qPCR.

Ишемическое воздействие вызвало активацию 
генов сигнального пути Notch и  runx2/bmp2  в  ткани 
сердечной мышцы, а  также в  МКС, полученных из  пе-
риинфарктной области. Последние имели больший 
потенциал к  миграции, пролиферации и  дифференци-
ровке. Индуцированная гипоксия in vitro в контрольных 
МКС также вызвала активацию генов сигнального пути 
Notch и runx2/bmp2. Введение NICD дозозависимо ак-
тивировало runx2.

Таким образом, гипоксический стресс индуцирует 
кратковременную активацию регенеративного потенциа-
ла МКС, и в этих процессах задействованы компоненты 
сигнального пути Notch и  гены раннего ремоделирова-
ния bmp2 и runx2. Запланированы дальнейшие исследо-
вания этого феномена.

Влияние способа обработки 
поверхности имплантационных 
материалов на уровень АТФ МСК 
пульпы зуба человека

Александр Александрович Долгалев, Дмитрий 
Викторович Бобрышев, Николай Николаевич 
Диденко, Виктор Иванович Зеленский
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Изменение микро- и  наностуктуры поверхности им-
плантата является ключом к оптимальной остеоинтегра-
ции. При этом в доступной литературе практически отсут-
ствуют исследования по  изучению влияния различных 
видов поверхности имплантата на клетки и ткани, с кото-
рыми она контактирует.

Цель исследования: изучение уровня внутриклеточ-
ного АТФ МСК пульпы зуба человека, культивированных 
в присутствии образцов титановых сплавов, поверхность 
которых была обработана различными способами.

Материалы и  методы. Первичные культуры МСК 
пульпы зуба человека, полученные из удаленных по орто-
донтическим показаниям третьих моляров, культивиро-
вали при 37°C  и  5% CO2  в  пластиковых культуральных 
флаконах 25 см2, содержащих полную питательную сре-
ду. На третьем пассаже клетки высевались в 24-луноч-
ные планшеты по 3×104 клеток на лунку. По достижении 
70–80% конфлюентности в  лунки помещали образцы 
исследуемых материалов.

Люминесцентный анализ уровня АТФ проводил-
ся через 24  и  48  ч  с  использованием ATPlite 1  step 
(PerkinElmer) при помощи фотометра-имиджера Cytation 
1 (BioTek). Подсчет клеток и  уровня их  жизнеспособно-
сти проводился при помощи автоматического счетчика 
LounaFL (LogosBio). Различия средних величин уровня 
АТФ оценивались при помощи t-критерия Стъюдента 
и считались статистически значимыми при p<0,05.

Результаты и  обсуждение. При анализе уровня 
АТФ в культивируемых клетках через 24 и 48 ч после 
внесения образцов титановых сплавов наибольший ре-
зультат получен у  клеток, культивированных в  присут-
ствии образца титано-ванадиевого сплава с покрытием 
нанодисперсным углеродом BT-6  DLC, наименьшим  — 
в  присутствии ВТ-6  с  ультразвуковой обработкой 
(t  = 6,23; p<0,05). При этом уровень АТФ в  клетках, 
культивированных в  присутствии образца материа-
ла BT-6  DLC, достоверно не  отличался от  уровня АТФ 
в  клетках, культивированных в  присутствии чистого 
титанового сплава ВТ1-0 (t=0,18; p>0,5). Наибольший 
прирост уровня АТФ за  вторые сутки показаны у  кле-
ток, культивированных в  присутствии образца мате-
риала с  магнетронным покрытием титаном, мощность 
200 Ватт (BT-6 W 200) (+96,4%), несколько меньше — 
в присутствии BT-6 DLC (+88,3%), наименьшая — в при-
сутствии образца с  нанодисперсным покрытием диок-
сидом титана (BT-6 TiO2) (+17,60%).

Заключение. Таким образом, клетки, культивиро-
ванные в  присутствии образца BT-6  DLC, обладают 
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наибольшим уровнем АТФ по  сравнению с  другими ис-
следуемыми образцами, что говорит о  положительном 
влиянии данного способа обработки поверхности мате-
риала с точки зрения биофункциональности.

Титановые имплантаты 
с наноструктурированной 
поверхностью как материал‑носитель 
для трансплантации стволовых 
клеток производных нервного 
гребня (NCSC) на модели 
стандартизированного костного 
дефекта

Александр Александрович Долгалев1, Виктор 
Иванович Зеленский1, Игорь Владимирович 
Ржепаковский2, Николай Николаевич Диденко3

1 � Кафедра стоматологии общей практики и детской 
стоматологии, Ставропольский государственный 
медицинский университет, Ставрополь, Россия;

2 � Институт живых систем, Северо-Кавказский 
федеральный университет, Ставрополь, Россия;

3 � Лаборатория регенеративной медицины, 
Ставропольский государственный медицинский 
университет, Ставрополь, Россия

dolgalev@dolgalev.pro

Рентгеновская микротомография является методом 
микроструктурного анализа, обладающий высоким уров-
нем детализации и  позволяющий расширить возмож-
ности оценки внутренней архитектуры органов и тканей 
с  применением их  3Д реконструкции. Преимуществом 
данного метода перед морфологическими является то, 
что нет необходимости разделять исходный материал 
на срезы и шлифы. Специфику работы с подобным обо-
рудованием можно разделить на две части, это проведе-
ние исследований in vivo и in vitro, то есть работа с живы-
ми лабораторными животными по или изучение органов 
и тканей, отделенных от животного.

В рамках этого исследования нами проведен микроКТ 
анализ остеоинтеграции имплантатов в зону нижней че-
люсти и  в  крыло подвздошной кости эксперименталь-
ных животных (овец) в норме и при экспериментальном 
остеопорозе. Животным контрольной и  опытной групп 
были установлены дентальные имплантаты в  нижний 
край нижней челюсти и передний край крыла подвздош-
ной кости. Животных выводили из  эксперимента через 
30  и  90  дней. Образцы костных тканей, фиксирова-
лись в  10% забуференном растворе формалина. Для 
сканирования и  обработки материалов использовали 
рентгеновский микротомограф Skyscan 1176 (Bruker-
microCT, Бельгия) и  программное обеспечение Skyscan 
1176  control program (10.0.0.0), Nrecon (1.7.4.2), 
DataViewer (1.5.6.2), CT-analyser (1.18.4.0), CTvox 
(3.3.0r1403). Сканирование каждого фрагмента кости 
проводилось вместе с двумя фантомами (0,25 и 0,75 г/
см3 гидроксиапатита кальция) имеющими диаметр соот-
ветствующий толщине исследуемых проб. В зависимости 
от размеров пробы и ее толщины использовалось разре-
шение от 9 до 36 мкм и два фильтра (Cu+Al и Cu 0,1 мм).

Анализ внедрения различных имплантатов в  под-
вздошную кость показал, что уровнем лучшей импланта-
ции по сравнению с другими отличались «ВТ6+М5 (маг-
нетрон)» и  «ВТ6  с», у  остальных уровень имплантации 
достоверно не изменялся, по уровню состояния костной 
ткани вокруг имплантата все изделия значительных от-
личий не имели.

Анализ внедрения различных имплантатов в  ниж-
нюю челюсть, показал в апикальной части, лучший уро-
вень имплантации у  изделий «ВТ1-0  не  обр.», а  также 
«ВТ6+М5 (магнетрон)», кроме того процентное содер-
жание костной ткани вокруг имплантатов было больше 
у изделий «ВТ1-0 не обр.», «ВТ6+DLC» и «IRIS», причем 
последний отличался наиболее равномерным запол-
нением губчатой костной тканью по всей исследуемой 
поверхности.

Новый способ оценки качества 
новообразованных регенератов 
после хондропластики обогащенной 
тромбоцитами аутоплазмой 
(экспериментальное исследование)

Дмитрий Александрович Долгушкин1, Владимир 
Анатольевич Лазарев1, Наталья Николаевна 
Сарбаева1, Павел Михайлович Зельтер2

1 � ИЭМБ ФГБОУ ВО СамГМУ Минздрава России, 
Самара, Россия;

2 � Клиники ФГБОУ ВО СамГМУ Минздрава России, 
Самара, Россия

dirol900@yandex.ru

Введение. Экспериментальных работ для оцен-
ки эффективности хондропластики и  оценки качества 
восстановления регенератов у  животных с  помощью 
компьютерной томографии крайне мало, а  результаты 
их противоречивы.

Целью работы является оценка эффективности хон-
дропластики обогащенной тромбоцитами аутологичной 
плазмой (ОТП) в  эксперименте у  кроликов с  помощью 
компьютерной томографии.

Материалы и  методы. Исследование выполнено 
на  базе Института экспериментальной хирургии и  био-
технологий СамГМУ. Работа проведена на  30  кроли-
ках породы «Шиншилла» массой 2,5–3  кг, возрастом 
1–1,5  года. Всем животным моделировали костно-хря-
щевые дефекты надколенниковой суставной поверхно-
сти бедренной кости. Контрольной группой выступали 
животные без последующей пластики дефектов. Первой 
опытной группе животных осуществляли пластику дефек-
тов ОТП, второй- заполняли дефекты бионосителем  — 
деминерализованной лиофилизированной спонгиозой, 
изготовленной по методике «Лиопласт». Оценку восста-
новления области пластики осуществляли с  помощью 
разработанного способа оценки качества регенерата 
с помощью компьютерной томографии, спустя 2 недели, 
1,2,3 месяца после операции.

Результаты и  их  обсуждение. Предложенный объ-
ективный способ оценки качества регенератов после 
хондропластики разными способами позволил в  дина-
мике выявить отличия процессов восстановления тканей 
области дефекта. Были оценены качественные и количе-
ственные показатели плотности новообразованной тка-
ни в области дефектов в целом, а также изолированно — 
на  уровне гиалинового хряща, субхондральной кости 
и промежуточной зоне регенерата.

Выводы. Результаты компьютерной томографии по-
казали, что, если на ранних сроках после хондропластики 
обогащенной тромбоцитами аутоплазмой регенераты 
по  своим качественным и  количественным характери-
стикам значительно уступали аналогичным показателям 
интактных тканей, то ко 2 месяцу наблюдения значения 
плотности этих регенератов были сравнимы с  этими 
показателями. А  к  3  месяцу наблюдений превосходили 
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аналогичные показатели в  группе животных, которым 
была выполнена пластика дефектов деминерализован-
ной костью. Это позволяет рассматривать ОТП, как воз-
можный и  эффективный субстрат для выполнения пла-
стики дефектов суставной поверхности.

Опыт применения обогащенной 
тромбоцитами аутологичной плазмы 
при хондропластике в эксперименте 
у кроликов

Дмитрий Александрович Долгушкин, Владимир 
Анатольевич Лазарев, Наталья Николаевна 
Сарбаева, Лариса Теодоровна Волова

ИЭМБ ФГБОУ ВО Самарский Государственный 
Медицинский Университет Минздрава России, 
Самара, Россия

dodipesa@yandex.ru

Введение. Проблема поиска оптимального способа 
восстановления дефектов суставного гиалинового хря-
ща является актуальной для современной ортопедии. 
Помимо оперативных методик, таких как микрофракту-
рирование, субхондральная туннелизация, мозаичная 
хондропластика для восстановления суставной поверх-
ности в  последние годы предложены новые биомате-
риалы и клеточные технологии. Многие из новых мето-
дик являются сложными и  дорогостоящими. При этом 
во многих областях медицины для регенерации тканей 
с  успехом применяют обогащенную тромбоцитами ау-
тологичную плазму. Представляет интерес изучение 
ее  регенеративных свойств при хондропластике кост-
но-хрящевых дефектов суставной поверхности в экспе-
рименте у животных.

Целью работы явилась оценка эффективности ис-
пользования обогащенной тромбоцитами аутологичной 
плазмы (ОТП) при лечении остеохондральных поврежде-
ний коленного сустава кролика.

Материалы и  методы. Исследование выполнено 
на базе Института экспериментальной хирургии и био-
технологий СамГМУ. Работа проведена на  30  кроли-
ках породы «Шиншилла» массой 2,5–3  кг, возрастом 
8–12  месяцев. Всем животным моделировали кост-
но-хрящевые дефекты надколенниковой суставной 
поверхности бедренной кости. Контрольной группой 
выступали животные без последующей пластики де-
фектов. Первой опытной группе животных осущест-
вляли пластику дефектов ОТП, второй- заполняли 
дефекты бионосителем — деминерализованной лиофи-
лизированной спонгиозой, изготовленной по методике 
«Лиопласт». Третьей группе выполняли пластику ком-
бинацией ОТП и  бионосителя. Оценку восстановления 
функции конечностей животных оценивали с помощью 
комплекса биомеханических методов исследования, 
структур сустава  — с  помощью рентгенологических 
методов, выполняли морфологическое исследование. 
Результаты оценивали спустя 2 недели, 1, 2, 3 месяца 
после операции.

Результаты и их обсуждение. Основной группой на-
блюдения, безусловно, была группа кроликов, которым 
выполняли монопластику костно-хрящевых дефектов 
ОТП. В  этой группе животных, по  сравнению с  осталь-
ными, отмечали наиболее быстрое купирование по-
слеоперационных явлений  — боли, отека, отмечали 
раннее восстановление опороспособности и  функции 
конечностей. При морфологическом исследовании ре-
зультаты замещения дефектов суставной поверхности 

органотипичными тканями в  этой группе животных на-
блюдали также часто, как и  при выполнении комбини-
рованной пластики дефектов ОТП и  деминерализован-
ными костными бионосителями. Это позволяет говорить 
о высоком регенеративном потенциале ОТП.

Мезенхимные стволовые клетки, 
культивируемые на бессывороточных 
средах, сохраняют стволовые 
свойства и проявляют повышенную 
терапевтическую активность при 
организации в сфероиды

Алиса Павловна Домнина, Лариса 
Леонидовна Алексеенко, Ирина Исааковна 
Фридлянская, Ольга Генадьевна 
Люблинская, Ирина Викторовна Кожухарова, 
Николай Николаевич Никольский

Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург, Россия

aldomnina@mail.ru

Трансплантация стволовых клеток широко иссле-
дуется как альтернативный метод лечения различных 
заболеваний. Мезенхимные стволовые клетки (МСК) 
имеют большие перспективы в  биоинженерии и  реге-
неративной медицине благодаря своей мультипотент-
ности, иммуносупрессорным свойствам и  высокому 
пролиферативному потенциалу. Для выделения и куль-
тивирования МСК обычно применяются культуральные 
среды, содержащих компоненты животного происхож-
дения. Чаще всего используют сыворотку эмбрионов 
коров. Присутствие сыворотки ограничивает исследо-
вательское и клиническое применение клеток посколь-
ку состав сыворотки не  полностью определен, могут 
быть отличия от партии к партии при производстве, кро-
ме того возможно возникновение иммунологических 
реакций у пациентов и имеется риск контаминации сы-
воротки возбудителями опасных заболеваний. В связи 
с эти проводятся множественные исследования по ис-
пользованию для культивирования МСК бессывороточ-
ных культуральных сред.

В  данной работе мы  оценивали терапевтические 
свойства МСК, выделенных из  менструальной крови 
человека (эМСК), культивируемых в  виде сфероидов 
в  нескольких видах бессывороточных сред. Было об-
наружено, что эМСК, организованные в  сфероиды, 
культивируемые в бессывороточных средах сохраняют 
экспрессию поверхностных CD маркеров, способность 
к  дифференцировке в  адипогенном и  остеогенном на-
правлении, а  также проявляют повышенную экспрес-
сию ангиогенных и  противовоспалительных генов, 
таких как TSG-6, HGF и EP2. Так же было обнаружено, 
что трансплантация эМСК в  сфероидах на  модели за-
живления ран у  крыс стимулирует образование грану-
ляционной ткани и  ускоряет эпителизацию и  полное 
закрытие раны по  сравнении с  введением эМСК по-
сле культивирования в монослое. Предполагается, что 
улучшенный терапевтический эффект реализуется 
за счет усиления секреции ангиогенных и противовос-
палительных факторов при агрегации эМСК в сферои-
ды. Таким образом, культивирование эМСК в  сферои-
дах с использованием сред, не содержащих сыворотку, 
сохраняет их регенеративный потенциал.

Работа была поддержана Российским научным фон-
дом (проект 19-14-00108) и  программой научных ис-
следований президиума РАН «Фундаментальные иссле-
дования для биомедицинских технологий».



МОСКВА, 20–23 НОЯБРЯ 2019 г. 81

Гены & Клетки  XIV, Приложение, 2019

Активация мультипотентных 
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опухолей-α происходит при участии 
интерлейкина-1β
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Мультипотентные мезенхимные стромальные клетки 
(ММСК) человека  — привлекательный объект исследо-
вания и  применения в  регенеративной медицине, гема-
тологии и  в  терапии аутоиммунных заболеваний ввиду 
возможности направить их дифференцировку в костном, 
хрящевом и жировом направлениях, а также вследствие 
их  иммуномодулирующих способностей. Для того, что-
бы ММСК наиболее эффективно проявили последние, 
клетки можно активировать с  помощью интерферона 
γ  (IFNg), фактора некроза опухолей-α  (TNFa) или дру-
гих веществ. В  работе изучали последствия активации 
ММСК TNFa и IFNg и установили связь с сигнальным пу-
тем интерлейкина-1b (IL1B).

ММСК человека были получены от  5  доноров 
костного мозга (2  мужчины/3  женщины в  возрасте 
от 18 до 40 лет) во время плановой эксфузии после под-
писания ими информированного согласия. Культуры кле-
ток вели в стандартных условиях в среде aMEM c добавле-
нием 10% эмбриональной телячьей сыворотки. К ММСК 
двух доноров однократно были добавлены 20 нг/мл TNFa 
и 500 ед/мл IFNg. Через 1, 2, 3 и 4 суток после актива-
ции из  клеток выделяли РНК и  оценивали экспрессию 
IL1B с  помощью ОТ-ПЦР. К  ММСК трех других доноров 
добавляли TNFa до концентрации 10 нг/мл два раза в не-
делю при каждой смене среды. Культуры вели в течение 
4 пассажей, после чего культивировали клетки один до-
полнительный пассаж без TNFa. Оценивали суммарную 
клеточную продукцию. Из  клеток выделяли РНК и Д НК, 
оценивали уровень экспрессии IL1B.

Показано, что однократное добавление TNFa при-
водило к  увеличению экспрессии IL1B уже через сут-
ки в  20–560  раз. Повышенный уровень экспрессии 
IL1B сохранялся на  протяжении 4  суток после пульсо-
вой активации ММСК. Многократное добавление TNFa 
к ММСК приводило к увеличению суммарной клеточной 
продукции в 7–65 раз в зависимости от донора. Это со-
провождалось стабильно и  существенно повышенным 
уровнем экспрессии IL1B в 60–170 раз в зависимости 
от  образца ММСК. Отмена TNFa приводила к  сниже-
нию экспрессии IL1B. Полученные результаты демон-
стрируют, что активация ММСК наряду с  увеличением 
продукции иммунорегуляторных молекул вызывает по-
вышение провоспалительных цитокинов, в  частности 
IL1B, что следует принимать во внимание при использо-
вании этих клеток в  клеточной терапии. Степень индук-
ции экспрессии IL1B в ММСК зависит от донора клеток. 
Индивидуальные различия в способности ММСК активи-
роваться и экспрессировать различные молекулы, в том 
числе и IL1B, могут обуславливать различия в эффектив-
ности их применения.

Работа была поддержана грантом РФФИ 
№ 19-29-04023.

bFGF повышает уровень 
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Известно, что основной фактор роста фибробластов 
(FGF) является модулятором дифференцировки и проли-
ферации клеток, в частности, фибробластов.

Окислительное фосфорилирование (OxPhos) у мле-
копитающих обеспечивает более чем 90% энергии 
клетки, имеет важное значение для функционирования 
клеток и  их  выживания. Цитохром С  и  цитохром С  ок-
сидаза представляют терминальное звено электрон-
транспортной цепи.

Цель исследования: определить влияние bFGF 
на окислительное фосфорилирование в фибробластах.

Матариал и методы. Эксперимент проведен на пер-
вичной культуре фибробластов, выделенной из сальника 
крысы линии Wistar. К  клеткам 3  пассажа добавляли 
bFGF в  дозе133  пг/мл. Проводили прижизненное на-
блюдение за морфологией клеточной культуры в течение 
суток при помощи BioStationCT Cell Culture Observation 
System Ver. 4.1 NIKON. Через сутки клетки фиксировали 
и проводили иммунофлюоресцентное окрашивание с ис-
пользованием первичных антител anti-OxPhos Complex 
IV subunit I (Invitrogen).

Заключение. Установлено, что стимуляция культуры 
фибробластов при помощи bFGF приводит к изменению 
морфологии фибробластов, их  откреплению от  основы, 
повышению уровня окислительного фосфорилирования 
в фибробластах.

Принцип поликлональности 
в кроветворной системе

Нина Иосифовна Дризе

ФГБУ «НМИЦ гематологии» Минздрава России, 
Москва, Россия

ndrize@yandex.ru

Посвящается памяти Иосифа Львовича Черткова.
Кровь связывает воедино все органы и  ткани мно-

гоклеточного организма, снабжает их  питательными 
веществами и  кислородом, отводит углекислый газ 
и продукты обмена, поддерживает гомеостаз и обеспе-
чивает защиту от  инфекций. Кроветворная система, 
функционирование которой во  взрослом организме 
обеспечивается двумя стволовыми клетками — стволо-
выми кроветворными клетками (СКК) и мезенхимными 
стволовыми клетками (МСК), производит 300 миллио-
нов клеток за 1 мин. у. Такая огромная клеточная про-
дукция требует жесткой регуляции  — клетки должны 
вовремя дифференцироваться во все 10 линий кровет-
ворных клеток и вовремя погибнуть. Клеточная продук-
ция поддерживается одновременным функционирова-
нием множества клонов СКК. Клоны СКК сменяют друг 
друга. Такое устройство системы позволяет избежать 
лимита пролиферации Хейфлика. С  возрастом поли-
клональный состав меняется, и  начинают выявляться 
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доминирующие клоны, число которых возрастает у че-
ловека после 60 лет. Если жить долго, то поликлональ-
ный гемопоэз заменяется на олигоклональный у людей 
после 90  лет, и  даже описан случай моноклонального 
поддержания кроветворения в 115 лет.

Регуляция кроветворения осуществляется стро-
мальными клетками костного мозга — потомками МСК. 
Стромальные клетки образуют функциональные ниши 
для СКК, где локально регулируется их состояние покоя, 
пролиферация и  дифференцировка. СКК очень много 
в  организме, разумно предполагать, что и  ниш для них 
должно быть много. МСК, дифференцирующиеся в клет-
ки ниши, располагаются локально в  специфических 
участках костного мозга. Выделяют остеобластную и со-
судистую ниши. МСК практически не мигрирующие клет-
ки и можно было полагать, что их исходно должно быть 
примерно столько же, сколько СКК. С  возрастом ниши 
«портятся» — плохо удерживают СКК в состоянии покоя. 
СКК «считают митозы», находясь в нише, и начинают бо-
лее активно пролиферировать (у  пожилых людей и  мы-
шей количество СКК сильно увеличивается). Получены 
первые результаты о том, что популяция МСК аналогич-
но СКК поликлональна. МСК дифференцируются во все 
мезенхимные дифференцировки по  мере запроса. 
Вероятно одновременно функционирует только опреде-
ленная часть МСК, а затем с возрастом количество за-
ложенных в онтогенезе МСК истощается.

Таким образом, в  организме поддерживается прин-
цип поликлональности кроветворной системы, который 
обеспечивает огромную клеточную продукцию и защиту 
организма от  многочисленных мутаций, возникающих 
в активно пролиферирующих клетках.

Особенности восстановительных 
процессов в мозге крыс на фоне 
применения пищевого холина

Татьяна Клеониковна Дубовая1, Мария 
Владиславовна Гусева2, Андрей 
Александрович Каменский2

1 � Кафедра гистологии, Российский национальный 
исследовательский медицинский университет, 
Москва, Россия;

2 � Биологический факультет, Московский 
государственный университет им. М.В. Ломоносова, 
Москва, Россия
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Черепно-мозговая травма (ЧМТ) относится к  наи-
более распространенным видам травматической 
патологии и  является одной из  главных причин инва-
лидизации и  смертности населения. Репаративные 
процессы при ЧМТ представлены каскадом структур-
ных, метаболических, клеточных и  молекулярных на-
рушений, сопровождающихся деструктивными изме-
нениями (нейровоспалением, эксайтотоксичностью, 
нейродегенерацией) и репаративными. Последние обе-
спечиваются нейро-, глио-, ангио- и  синаптогенезом. 
Их  взаимодействие лежит в  основе регенеративных 
процессов в мозге при его повреждении, в том числе, 
травматическом. Для полноценного восстановления 
при ЧМТ, как правило, применяется медикоментозная 
терапия с использованием современных нейропротек-
торов. В настоящее время весьма перспективными яв-
ляются препараты, содержащие холин.

Цель исследования  — оценить влияние раз-
личных доз пищевого холина на  морфологическое 

и  функциональное состояние головного мозга после 
его контузии. Эксперименты проводились на  молодых 
крысах-самцах породы Спрейг Доули. Схема экспери-
мента: анастезия 2% изофлураном → кранеотомия → 
удар специальным электронно-контролируемым стерж-
нем. Контролем служили ложнооперированные живот-
ные, подвергавшиеся только анастезии и  кранеотомии. 
Крысы получали холин с пищей в виде стандартной ди-
еты (0,2% холина) или в  виде холин-избыточной диеты 
(2% холина) в течение 14 суток до и 12 суток после трав-
мы и ложной операции, после чего их выводили из опыта.

Методы исследования. Гистологические (окраска 
по  Нисслю), морфометрические (определение относи-
тельного объема сохранной ткани коры головного моз-
га), метод авторадиографии (определение степени экс-
прессии α7  nAChR и  бензодиазепиновых рецепторов; 
последний показатель косвенно свидетельствует о  вы-
раженности нейровоспалительного процесса), оценка 
когнитивных функций (пространственной памяти с  ис-
пользованием водного лабиринта Морриса).

Результаты. Применение именно повышенных доз 
холина приводит к  оптимизации восстановительного 
процесса при ЧМТ. У  травмированных крыс увеличи-
вается количество сохранной ткани коры, возрастает 
плотность α7  nAChR, частично восстанавливается ког-
нитивная функция мозга, снижается интенсивность вос-
паления за счет ослабления активности микроглии.

Изменение бактериального 
сообщества в кишечной микробиоте 
с имплантируемой биополимерной 
конструкцией на основе 
поли‑3‑оксибутирата и альгината

Андрей Андреевич Дудун1, Елизавета 
Александровна Акулина2, Татьяна 
Константиновна Махина1, Антон Павлович 
Бонарцев2, Вера Владимировна Воинова2, 
Гарина Александровна Бонарцева1

1 � ФГУ «Федеральный исследовательский центр 
«Фундаментальные основы биотехнологии» РАН, 
Москва, Россия;
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Биополимерные конструкции получили широкое 
применение в тканевой инженерии, в частности иссле-
довано их  использование для регенерации костной, 
мышечной, эпителиальной и других тканей [1]. Особый 
интерес занимают исследования в  области регенера-
ции толстого кишечника, так как именно с этим отделом 
связаны такие заболевания как болезнь Крона, колит, 
рак толстой кишки. Основная особенность кишечни-
ка  — это плотное симбиотическое взаимоотношение 
со  сложным бактериальным сообществом и  любой 
фактор или воздействие на желудочно-кишечный тракт 
существенно изменяет состав микробиоты. Тем самым 
состав микробиоты может играть роль маркера при 
имплантации 3-мерного полимерного изделия. Целью 
работы была оценка изменения кишечной микробиоты 
после имплантации биополимерной конструкции в тол-
стый кишечник крысам линии Вистар.

Биополимеры поли-3-оксибутират (ПОБ) и  альгинат 
были получены бактериальным синтезом при помощи 
культивирования бактериального штамма Azotobacter 
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agile 12. Бактерии для синтеза ПОБ выращивали 
на  жидкой среде Берка при минимальном уровне аэ-
рации, для синтеза альгината  — при максимальном. 
Выделение биополимеров из биомассы проводили после 
48 ч культивирования.

Имплантируемая композитная конструкция состоя-
ла из  пористой подложки на  основе ПОБ в  виде трубки 
длиной 2 см и диаметром 0,5 см, покрытой альгинатным 
гидрогелем. Конструкция была имплантирована крысам 
породы Вистар в область толстого кишечника. Через не-
делю было проведено вскрытие крыс и отбора биомате-
риала для метагеномного анализа.

Метагеномный анализ был проведён по гипервариа-
бельному участку V4  гена 16S рРНК. ДНК амплифици-
ровали праймерами F515 (GTGBCAGCMGCCGCGGTAA) 
и  R806 (GGACTACHVGGGTWTCTAAT). Секвенирование 
было проведено на  секвенаторе Illumina MiSeq. 
Обработка прочтений и анализ данных были проведены 
в  программе QIIME. Анализ данных показал, что в  до-
операционных и  послеоперационных образцах преоб-
ладали бактерии филума Firmicutes. Значимые количе-
ственные различия найдены на уровне рода — в опытных 
образцах проявляются вспышки 3  родов бактерий: 
Ileibacterium, Lachnoclostridium, Faecalibaculum и  пред-
ставителя Christensenellaceae; и  наблюдается резкое 
уменьшение вплоть до исчезновения доли бактерий рода 
Erysipelatoclostridium.

Работа была поддержана Российским научным фон-
дом, проект № 17-74-20104.
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Цель работы: определить особенности продукции 
лептина и  его рецептора в  подкожных, эпикардиальных 
и периваскулярных адипоцитов у пациентов с ишемиче-
ской болезнью сердца и пороками сердца.

Материалы и  методы. В  исследование вклю-
чено84  пациента с  ишемической болезнью сердца 
и  инфарктом миокарда в  анамнезе и  50  пациентов 
с пророками сердца: 30 человек с врожденными поро-
ками сердца (недостаточность аортального клапана) 
и 20 с приобретенными пороками сердца (на фоне рев-
матической болезни сердца, стеноз митрального клапа-
на). Всем пациентам во время планового оперативного 

вмешательства (аортокоронарного шунтирования или 
замене клапанов сердца), проводился забор адипоци-
тов эпикардильной (ЭЖТ) и  подкожной жировой ткани 
(ПЖТ) и периваскулярной жировой ткани (ПВЖТ) (в об-
ласти маммакоронарного сосудистого пучка, который 
располагается в  переднем средостении  — восходящей 
частью аорты) с последующим культивированием и по-
лучением супернатанта. В  супернатанте определения 
экспрессии генов лептина и его растворимого рецепто-
ра (SOB-R), а также содержания продуктов его экспрес-
сии методом иммуноферментного анализас использо-
ванием тест-систем фирмы BioVendor (США). Расчет 
индекса свободного лептина (FLI) определяли по  фор-
муле: лептин/ SOB-R*100. Данные проанализированы 
с  использованием пакета прикладных статистических 
программ Statistica 9.0.

Результаты. Установлено, что «метаболический» по-
тенциал жировой ткани зависит от ее локализации. ЭЖТ 
характеризовалась более высокой экспрессией гена 
лептина по  сравнению с  ПЖТ. ЭЖТ независимо от  но-
зологии заболевания характеризовались самой высо-
кой концентрацией лептина в  супернатанте. Адипоциты 
ПВЖТ, напротив, характеризовались наиболее низкой 
экспрессией гена лептина и содержанием его в суперна-
танте по  сравнению с  другими клеточными культурами. 
Так уровень мРНК гена лептина был в  2,1  раза выше 
в  культуре эпикардиальных адипоцитов по  сравнению 
с подкожными. Не смотря на, это существенной разницы 
в концентрации самого лептина в супенататнте исследуе-
мых культур найдено не было. ДляПВЖТ, было характер-
но самое высокое содержание мРНК и SOB-R, а такжеса-
мый низкий FLI. Причем у пациентов с пороками сердца 
экспрессия мРНК SOB-R была в 1,58 раза интенсивнее, 
чем у пациентов с ИБС, хотя содержание самого рецепто-
ра в супернате достоверно не различалось.

Вывод. Таким образом, наличие ИБС формирование 
лептинорезистности, особенно в ЭЖТ.

Гомеобоксный гематопоэтический 
фактор транскрипции Hhex — 
новый регулятор адипоцитарной 
дифференцировки.

Мария Николаевна Евсеева2, Данияр 
Таалайбекович Дыйканов1, Максим 
Николаевич Карагяур1, Юрий Петрович 
Рубцов2, Константин Юрьевич Кулебякин1

1 � МГУ им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия;
2 � Институт биоорганической химии 

им. М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова, Москва, 
Россия

mr.urfin-juice@yandex.ru

Ожирение является одной из  наиболее распростра-
нённых проблем современной медицины и  сопряжено 
с  высоким риском развития сахарного диабета 2  типа 
и  других патологий. В  основе ожирения лежит нару-
шение процесса адипогенеза. К  настоящему моменту 
молекулярные механизмы адипогенеза изучены недо-
статочно, а применение лекарственных препаратов (аго-
нисты PPARg тиазолидиндиноны), действующих на  уже 
установленные регуляторы, сопряжено с  возникновени-
ем множества побочных эффектов (JAMA Intern. Med. 
2017  May 1;177(5)). Уточнение сигнальных каскадов 
и детальное изучение механизмов регуляции адипогезе-
за позволит создать препараты направленного действия 
с меньшим количеством побочных эффектов.
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Недавно методом полногеномного исследования 
ассоциаций (GWAS) было обнаружено, что полимор-
физмы в  гене HHEX сопряжены с  развитием диабета 
2 типа и высоким индексом массы тела при рождении 
(World J. Diabetes. 2014 Apr 15; 5(2)). В данной работе 
исследована функция фактора транскрипции Hhex в ре-
гуляции адипогенеза в  клеточной культуте мышиных 
преадипоцитов 3T3L1.

Результаты.
1.  Нокдаун Hhex приводит к дозозависимому подва-

лению адипогенеза.
Для создания нокдауна клетки 3T3L1  трансфици-

ровали siRNA к  Hhex. Уменьшение количества белка 
оценивали с  помощью иммуноблоттинга. siRNA, мак-
симально подавляющие Hhex, были использованы для 
уменьшения количества Hhex в  клетках 3T3L1  в  про-
цессе дифференцировки в  адипоциты. В  качестве кон-
тролей использовали клетки, трансфицированные оли-
гонуклеотидом к  мРНК люциферазы. Адипоцитарную 
дифференцировку индуцировали добавлением инсули-
на 1 мкг/мл, изобутилметилксантина 0,5 mM, дексаме-
тазона 0,25  мкМ. Установили, что Hhex дозозависимо 
подавляет адипогенез в клетках 3T3L1.

2.  Уровень белка и  мРНК Hhex максимальны в  пер-
вые 24 часа от начала адипоцитарной дифференцировки.

Для уточнения момента активации гена Hhex в  ходе 
адипогенеза исследовали изменение уровня белка 
и мРНК Hhex через 24 ч, 30 ч, 36 ч, 48 ч, 72 ч с момента 
индукции адипогенеза. Достоверно показано, что уровни 
белка и  мРНК Hhex максимальны через 24  часа с  мо-
мента индукции адипогенеза.

Обсуждение. Мы  показали, что Hhex дозозависи-
мо подавляет адипогенез, действуя, по всей видимости, 
на  ранних этапах дифференцировки, о  чём свидетель-
ствует кинетика уровней мРНК и белка. Возможно, Hhex 
участвует в  индукции сигнальных каскадов, активных 
в  момент наступления конфлюентности клеток (первые 
24–48 часов адипогенеза).

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 19-015-00530.

Использование широкопольной 
флуоресцентной микроскопии для 
оценки взаимодействия клеток 
с матрицами-носителями на этапе 
доклинических исследованиях 
in vitro
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При разработке биомедицинских клеточных продук-
тов и  тканеинженерных конструкций особое внимание 
уделяется оценке взаимодействия материала (матрицы-
носителя, скаффолда и  т. д.) с  клетками. Не  вызывает 
сомнения, что материалы играют ключевую роль, обе-
спечивая успешные клеточные события и  интеграцию 
конструкции в  организм пациента. Одним из  наиболее 
остро стоящих вопросов на  этапах разработки мате-
риала и  доклинических исследований in  vitro является 
оценка его взаимодействия с  клетками. Большинство 
наиболее распространенных методик, используемых для 

оценки цитотоксичности материала и  функциональной 
активности клеток при взаимодействии с  материалом, 
представлены косвенными методами, не позволяющими 
провести прямую комплексную оценку основных необхо-
димых характеристик.

Цель. Оценить возможности использования широко-
польной флуоресцентной микроскопии для характери-
стики взаимодействия поверхностно зависимых клеток 
с матрицами-носителями на этапе доклинических иссле-
дованиях in vitro

Материалы и методы. Клеточный материал — ме-
зенхимальные стволовые клетки жировой ткани че-
ловека (3–4  пассаж; жизнеспособность 98–99%, 
иммунофенотип характерен для МСК). Для оценки вза-
имодействия клеток с образцами материала использо-
вали методы широкопольной флуоресцентной микро-
скопии, реализуемые на  имиджере Cytation 5 (BioTek, 
США). Прижизненное окрашивание клеток проводили 
с использованием флуорохромов Hoechst 3334 (США), 
Calcein AM  (США), Lipophilic Tracers-DiO DiOC14(3) 
Hydroxyethanesulfonate (США), TO-PRO™3 Ready Flow™ 
Reagent (США).

Результаты. Комплексная оценка взаимодействия 
МСК с материалами, различающимися по составу и фи-
зико-химическим характеристикам (сплавы титана, син-
тетические полимерные материалы, биополимерные ма-
териалы, материалы на  основе депротеинизированной 
костной ткани), показала, что цитотоксичность материа-
ла и его адгезионные свойства в отношении поверхност-
но зависимых клеток, характеристика жизнеспособно-
сти, морфологии и пролиферативной активности клеток 
при взаимодействии с материалом могут быть оценены 
с  помощью клеточного имиджинга, реализуемого ме-
тодом широкопольной флуоресцентной микроскопии. 
Использование широкопольной флуоресцентной микро-
скопии при исследовании пористых полимерных матриц-
носителей позволяет оценить распределение клеток 
относительно структуры материала и  миграционную 
активность клеток. Разработан способ количественной 
оценки клеток, распределенных в структуре скаффолдов 
(Пат. РФ № 2675376…от 17.07.2017).

Модификация брушитовых цементов 
молочной и янтарной кислотой

Алексей Александрович Егоров, Александр 
Юрьевич Федотов, Владимир Сергеевич Комлев

ФГБУН Институт металлургии и материаловедения 
им. А.А. Байкова РАН, Москва, Россия

alex1814@yandex.ru

Кальцийфосфатные цементы (КФЦ) нашли широкое 
практическое применение в  костной хирургии и  пред-
назначены для заполнения дефектов костных тканей. 
Данные материалы должны обладать комплексом 
свойств, таких как биосовместимость, остеокондуктив-
ность и скорость биодеградации, последняя согласована 
с процессами остеогенеза. К достоинствам этих матери-
алов можно отнести: во-первых, их  способность запол-
нять дефекты самой сложной конфигурации и  объема: 
во-вторых, малую инвазивность вмешательств, т. е. воз-
можность введения данных материалов в инъекционной 
форме непосредственно в  зону дефекта под контролем 
УЗИ или рентгена, без обширных оперативных вмеша-
тельств и возможность 3D-фиксации. Основными недо-
статками КФЦ являются плохие механические свойства 
и  поэтому может использоваться только в  сочетании 
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с  металлическими имплантатами или в  местах не  несу-
щих нагрузку. Трикальцийфосфат (α-ТКФ, α-Ca3(PO4)2) 
является одним из  основных компонентов для при-
готовления КФЦ среди многочисленных составов. 
Реакция гидратации α-TCP осуществляется путем его 
быстрого растворения и  последовательного осажде-
ния менее растворимой фазы. Продуктами гидратации 
α-ТКФ являются дикальцийфосфат дигидрат (ДКФД, 
брушит, CaHPO4·2H2O), октакальцийфосфат (ОКФ, 
Ca8H2(PO4)6·5H2O) или кальцийдефицитный гидроксиа-
патит в зависимости от различных условий реакции.

Цель исследования  — изучение фазового состава 
и  морфологии кальцийфосфатных цементов на  основе 
брушита с  введенными в  них карбоновых кислот таких 
как: молочная и янтарная кислота.

В  ходе выполнения исследования были разработа-
ны КФЦ модифицированные карбоновыми кислотами 
таких как: молочная и янтарная кислота. Изучена кине-
тика схватывания и  твердения, формирования микро-
структуры и  фазообразования. Проведена оптимиза-
ция материалов по составу, микроструктуре, свойствам 
и  полимерной составляющей. Установлено, что опти-
мальный состав по микроструктуре и свойствам содер-
жит до 10 масс. % молочной кислоты с прочностью при 
сжатии до 20 МПа, а для янтарной кислоты 25 МПа при 
выдержке их в растворе SBF (simulated body fluid) в те-
чение 28 суток.

Работа выполнена при поддержке Российского фон-
да фундаментальных исследований (грант РФФИ 18-33-
20258  мол_а_вед). Доступ к  электронной базе данных 
научных публикаций получен в рамках государственного 
задания № 075–00746–19–00.

Взаимодействие некроптоза, 
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Александра Юрьевна Егоршина1, Алексей 
Владимирович Замараев1, Борис Давидович 
Животовский1, 2, Гелина Сергеевна Копеина1

1 � Факультет фундаментальной медицины, МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия;

2 � Институт медицины окружающей среды, 
Каролинский институт, Стокгольм, Швеция

egorshina.aleksandra.2012@post.bio.msu.ru

Митотическая катастрофа  — это состояние клетки, 
которое вызывается нарушениями в митозе, такими как 
грубые хромосомные аберрации или дефекты митотиче-
ского веретена деления. Митотическая катастрофа пред-
ставляет собой один из механизмов подавления форми-
рования и роста опухолей, а также успешно используется 
в клинической практике, как стратегия лечения онкологи-
ческих заболеваний. События, следующие за  митотиче-
ской катастрофой, напрямую зависят от баланса между 
белками, регулирующими пути гибели клеток. Таким об-
разом, митотическая катастрофа может привести к апоп-
тотической, некротической и аутофагической гибели кле-
ток. В настоящее время механизм некротической гибели 
клеток, вызываемой митотической катастрофой, остает-
ся неизвестным.

В  данной работе митотическая катастрофа 
была индуцирована в  клеточных линиях карци-
номы яичника (Caov-4) и  колоректального рака 
(HCT116 wt и HCT116 p53-/-) с использованием хими-
отерапевтических препаратов в  низких концентрациях, 
таких как доксорубицин (600 нМ), повреждающий ДНК, 

и  колцемид (10  мкг/мл), деполимеризующий микро-
трубочки. Вестерн-блот анализ продемонстрировал 
увеличение фосфорилирования некроптотических эф-
фекторов MLKL и RIP-1 после обработки клеток доксо-
рубицином или колцемидом в течение 48 часов. В этих 
условиях в клеточных линиях Caov-4 и HCT116 детекти-
ровалось формирование комплекса RIPoptosome, обе-
спечивающего активацию RIP-1. Необходимо отметить, 
что клетки HCT116 р53-/- были более склонны к фос-
форилированию RIP-1 и, соответственно, последующему 
некроптозу. Ингибирование некроптоза с использовани-
ем некростатина-1s повышало уровень апоптотической 
гибели клеток в  HCT116  wt, а  блокировка некроптоза 
в отсутствие р53 (HCT116 p53-/-) приводила к повыше-
нию уровня аутофагии. Однако, ингибирование аутофа-
гии с использованием бафиломицина А1 не стимулиро-
вало RIP-1-зависимый некроптоз, а усиливало апоптоз.

Согласно полученным данным, митотическая ката-
строфа, помимо апоптоза и  аутофагии, приводит к  RIP-
1-зависимому некроптозу при обработке колцемидом 
или доксорубицином клеток Caov-4  и  HCT116. При 
этом взаимосвязь между апоптозом, RIP-1-зависимым-
некроптозом и аутофагией регулируется р53.

Исследование проведено при поддержке Российского 
фонда фундаментальных исследований (грант 
№ 18-015-00211).
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В  настоящие время перспективным инструментом 
в регенеративной клеточной терапии выступают мульти-
потентные мезенхимальные стромальные клекти (МСК). 
В  первую очередь это обусловлено высокой функцио-
нальной активностью. МСК принимают участие в форми-
ровании гемопоэтической тканевой ниши, что использу-
ется для строма-зависимой экспансии гемопоэтических 
стволовых клеток (ГСК) in vitro. Предварительная моди-
фикация МСК с  учетом свойств ниши может улучшить 
их  стромальные свойства. Ранее мы  показали, что при 
тканевом уровне О2 («физиологическая» гипоксия) 
улучшается экспансия ГСК. Особый интерес вызыва-
ют немногочисленные работы показавшие, что ранние 
остеопрогениторы, сохранившие бипотентный остео-
адипо-дифференцировочный потенциал, обладают бо-
лее высокой гемопоэз-поддерживающей активностью. 
В  настоящей работе проведен анализ временной ди-
намики изменения экспрессии генов, характерных для 
остео- и  адиподифференцировки при остеоиндукции 
с целью определения оптимального времени, когда осте-
окоммитированные МСК сохраняют бипотентный потен-
циал в условиях «физиологической» гипоксии.

В  экспериментах использовали МСК из  жировой 
ткани человека постоянно культивируемые при 5% 
О2. Для определения временной динамики индуциро-
ванного остеокоммитирования МСК, был проведен 
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количественный ПЦР анализ активности генов, продук-
ты которых участвуют в  регуляции остеогенной и  ади-
погенной дифференцировки на 3,7 и 14 день индукции. 
Результаты дифференцировки клеток в остеогенном на-
правлении оценивали по активности щелочной фосфата-
зы и минерализации внеклеточного матрикса.

Оценка изменения экспрессии остео-генов выявила 
повышение ALPL, что было подтверждено и увеличением 
самого продукта (3–7  сутки), указывая на  начало осте-
одифференцировки. Экспрессии генов-регуляторов ран-
него остеогенеза (RUNX2, SP7) не  изменялась. В  МСК 
в  ходе культивирования увеличивалась экспрессия ге-
нов, ответственных за позднюю остеодифференцировку 
(SPARC, SPP1). Анализ данных по динамике экспрессии 
адипо-генов показал повышение транскрипционной ак-
тивности (PPARG и  FOS) при увеличении длительности 
культивирования (7–14 сутки).

Результаты экспериментов показали, что наиболее 
оптимальная временная экспозиция для дальнейших 
экспериментов составляет с  3  по  7  сутки, поскольку 
именно в этот промежуток времени клетки характеризу-
ются бипотентным остео-адипо-дифференцировочным 
потенциалом.

Работа выполнена при поддержке Программы 
Президиума РАН № 18.

Органы на чипе как альтернатива 
традиционным моделям клеточных 
культур и животных

Юлия Игоревна Елисеева

ФГБУ «НМИЦ радиологии» Минздрава России, 
Москва, Россия
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Для изучения механизмов возникновения различ-
ных заболеваний, а  также для разработки и  тестиро-
вания лекарственных препаратов необходима удобная 
и  современная модельная система. Существующие 
стандартные модели клеточных культур слишком при-
митивны и не позволяют рассмотреть все особенности 
человеческого организма и  появление возможных по-
бочных реакций, а  модели животных не  являются до-
статочно достоверными при экстраполяции полученных 
результатов на человека. Потенциально такой платфор-
мой для экспериментов могут стать «органы на  чипе», 
представляющие собой микрофлюидные устройства, 
способные физиологически релевантно имитировать 
различные органы и ткани человека.

В данных устройствах используются непосредственно 
человеческие клетки, которые способны воспроизвести 
метаболизм человека. При правильном эксперименте 
могут быть сделаны точные предсказания эффективных 
и  токсических концентраций. Такие устройства более 
экономичны и  позволяют проводить тестирование ком-
бинаций соединений в различных концентрациях, благо-
даря их параллельной работе.

Несмотря на  все преимущества моделей органов-
на-чипе они еще имеют ряд недостатков, которые не-
обходимо преодолеть перед их  широкомасштабным 
применением и  заменой стандартных методов иссле-
дований. Но  есть все основания полагать, что после 
дальнейшей оптимизации и  стандартизации, модели 
«органов на  чипе» смогут быть включены в  процесс 
разработки лекарств.

В  будущем технологии «органов на  чипе» могут ис-
пользоваться для улучшения промышленного развития 

и  персонализированной медицины, а  также найти свое 
применение в  биотехнологических, фармацевтических, 
косметических и химических компаниях.

В  данной работе рассмотрены некоторые уже соз-
данные «органы на чипе» — почки, сердца, кожи, мозга, 
легких, печени, кишечника, глаза, плаценты и костного 
мозга. А  также  — микрофлюидные устройства «опухо-
лей на чипе», позволяющие лучше изучить механизмы 
возникновения онкологических заболеваний, а  также 
применять персонализированное лечение пациентов, 
используя их собственные клетки и ткани в моделиро-
вании болезней.

Кроме того, уделено внимание разработке «организ-
ма на  чипе», позволяющего проводить более точные 
исследования нормального и  патологического состоя-
ния органов, взаимодействий между ними, а кроме того 
предсказывать возможные побочные эффекты от тера-
пии на соседние органы и ткани. Данная система имеет 
высокий потенциал, чтобы заменить традиционные мо-
дели клеточных культур и животных и стать удобной аль-
тернативой для использования учеными повсеместно.

Макрофаги — терапевтическая 
мишень для стимуляции 
репаративных процессов

Андрей Владимирович Ельчанинов1, 
Тимур Хайсамудинович Фатхудинов2

1 � ФГБУ «Национальный медицинский 
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и перинатологии им. В.И. Кулакова», Москва, 
Россия;

2 � ФГБНУ «Научно-исследовательский институт 
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Одним из наиболее активно развивающихся направ-
лений регенеративной медицины являются клеточные 
технологии. С точки зрения участия в репарации макро-
фаги рассматриваются как перспективный клеточный 
продукт и как терапевтическая мишень для стимуляции 
регенерации.

С  точки зрения функциональных свойств различают 
М1-макрофаги, обладающие провоспалительными свой-
ствами, и М2, способствующие разрешению воспаления 
(Martinez, Gordon, 2014). Локальное смещение баланса 
М1/М2  типов макрофагов в  сторону М2  улучшает ди-
намику и  эффективность репаративных процессов, что 
продемонстрировано на  моделях кожной раны (Okizaki, 
2015), повреждения спинного мозга (Nakajima, 2012), 
инфаркта миокарда (Singla, 2015) и др.

Несмотря на полученные данные, остается непонят-
ным, макрофаги из  каких источников более активны 
в  отношении стимуляции регенерации. Различают по-
пуляцию самоподдерживающихся резидентных макро-
фагов (микроглия, клетки Купффера и  др.), развиваю-
щиеся из  гемопоэтических клеток желточного мешка, 
а  также макрофаги, которые являются производными 
моноцитов, развивающихся в  красном костном мозге 
(Hoeffel and Ginhoux, 2018). Предполагается, что рези-
дентные макрофаги имеют фенотип близкий к М2-типу, 
а  макрофаги, развивающиеся из  моноцитов  — к  М1-
фенотипу (Beattie et al., 2016).

Нами установлено, что в  моноцитарных макрофагах 
при стимуляции активируется экспрессия как про-, так 
и  противовоспалительных цитокинов (Lokhonina et  al., 
2019). При этом моноцитарные макрофаги в  целом 
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являются более чувствительными к факторам активации 
(Лохонина и соавт., 2019). Моноциты и клетки Купфера 
по данным NanoString имеют разный профиль экспрес-
сии генов, связанных с воспалением. Однако обнаружен-
ная разница не  позволяет отнести резидентные макро-
фаги печени к  М2-макрофагам, а  моноциты к  клеткам 
с М1-фенотипом. При этом у моноцитов обнаружена по-
вышенная экспрессия генов Toll-подобных рецепторов 
Tlr2, Tlr4, Tlr7, Tlr8, что согласуется с ранее установлен-
ным фактом большей чувствительности моноцитарных 
макрофагов к факторам активации.

Таким образом, учитывая легкость получения и  вы-
раженную фенотипическую пластичность, наиболее 
перспективными для использования в  регенеративной 
медицине являются макрофаги костномозгового (моно-
цитарного) происхождения.

Исследование выполнено при поддержке РНФ (но-
мер проекта 17-15-01419), а также Гранта Президента 
Российской Федерации для государственной поддержки 
молодых российских ученых — докторов наук (номер про-
екта 075-15-2019-1120).
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Наследственные миодистрофии  — группа заболе-
ваний, характеризующаяся прогрессирующим пора-
жением мышц, инвалидизацией и, в  большинстве слу-
чаев, гибелью больного в  трудоспособном возрасте. 
Потенциальным подходом к  лечению рассматривается 
генная терапия, в  которой в  качестве вектора будут ис-
пользоваться клетки миогенных линий с  отредактиро-
ванным геномом. Ключевым событием доставки те-
рапевтического гена в  поврежденные клетки является 
феномен клеточного слияния. Разработка методов ин-
дукции этого процесса может повысить эффективность 
самого лечения. Одним из  артифициальных индукторов 
слияния клеток является полиэтиленгликоль (ПЭГ).

Цель эксперимента — воссоздать дифференцировку 
клеточной линии C2C12 in vitro, используя индукционную 
среду, с предварительной обработкой клеток ПЭГ и без 
нее, оценить индекс клеточного слияния.

В  работе использовали линию иммортализованных 
миобластов мыши — C2C12. Изначально, клеточная ли-
ния культивировалась с  использованием стандартной 
ростовой среды DMEM F12, 20% телячьей сыворот-
ки (FBS) с  добавлением фактора роста фибробластов 
и  антибиотика. После достижения конфлюэнтности, 
клетки пересеивались на  12-луночный планшет в  ко-
личестве 8×104  на  лунку. Предварительную обработку 

ПЭГ 1450  производили путем ресуспендирования пре-
ципитата клеток в 1 мл 50% р-ра ПЭГ с DMEM F12 в те-
чении 90 с. с последующей очисткой от ПЭГ центрифу-
гированием. На  следующий день переводили культуры 
на  индукционную среду DMEM HG, 2% FBS со  сменой 
среды раз в  3  дня. Наблюдение и  фотофиксацию осу-
ществляли на увеличении ×200 с интервалом в 24 часа, 
с  помощью инвертированного фазово-контрастного 
микроскопа на протяжении 10 дней после внесения ин-
дукционной среды. После фиксации, в  образовавшихся 
многоядерных структурах была с  помощью РИФ детек-
тирована экспрессия Миогенина (MyoG), дисферлина, 
α-гладкомышечного актина, из  чего следует атрибути-
ровать многоядерные клеточные структуры как форми-
рующиеся мышечные трубочки (миотубы). Клетки, об-
работанные ПЭГом, погибали и откреплялись на 3 сутки 
эксперимента, снижая конфлюэнтность до 20–30%.

С  помощью оригинальной формулы (Рационализа-
торское предложение № 1393, РязГМУ) был рассчитан 
индекс клеточного слияния (I) в день внесения индукци-
онной среды, спустя 2  и  10  суток. Без обработки ПЭГ: 
5,94±2,87; 3,83±1,3; 37,23±14,33  соответственно. 
С обработкой ПЭГ: 28,56±11,49; 19,57±10,59; 0 соот-
ветственно. Можно сделать вывод, что полученные в ре-
зультате ПЭГ-опосредованного слияния многоядерные 
клетки имеют низкую выживаемость.

Оценка нейрогистогенеза 
при культивировании 
клеток с индуцированной 
плюрипотентностью в составе 
органоидов мозга
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Оценка элементов гистогенеза в  модельных систе-
мах in  vitro при культивировании индуцированных плю-
рипотентных стволовых клеток (иПСК) является новой 
актуальной задачей гистологии. Современным методом 
работы в этом направлении является 3D культивирова-
ние в составе сфероидов (флотирующих клеточных агре-
гатов), позволяющее воспроизводить объемные процес-
сы гистогенеза и моделировать условия, приближенные 
к состоянию in vivo.

иПСК были выделены как от здоровых доноров — до-
бровольцев, так и  от  доноров с  нейродегенеративными 
заболеваниями (Болезнь Хантингтона, спиноцеребел-
лярная атаксия). Культивирование иПСК и дифференци-
ровка в  органоиды проводилось по  протоколу (Еремеев 
и  др., 2019  г) в  лаборатории клеточной биологии 
Федерального научно-клинического центра физико-хи-
мической медицины (Москва, зав. М.А. Лагарькова). 
В работе применены рутинные гистологические методы 
(гематоксилин и эозин), иммуногистохимические и имму-
нофлюоресцентные методы, трансмиссионная электрон-
ная микросокпияю.
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Полученные нейросферы были разделены на  две 
группы: 1 (диаметр > 900 мкм), 2 (диаметр < 900 мкм). 
В  1  группе отмечена гибель клеток центральной ча-
сти сфероида и сохранение жизнеспособности клеток 
в  периферической зоне. Ki67+ клетки преобладали 
в  кортикальном отделе 1  группы, и  были распределе-
ны диффузно в образцах из 2 группы. Выявлено фор-
мирование примитивных нервных трубок — «розеток», 
сформированных медулобластами или эпендимопо-
добными клетками, между которыми выявлены плот-
ные межклеточные контакты.

Во  всех нейросферах детектированы клетки, со-
держащие нейронспецифические маркеры β-III-tubulin 
и  MAP2; ChAT (маркер холинергических нейронов); 
GFAP (маркер нейроглии); SOX1 (маркер ранних 
клеток-предшественниц).

Наибольшая плотность GFAP+ клеток отмечена в кор-
тикальном отделе (некоторые SOX1+), β-III-tubulin+  — 
в  субкортикальных отделах нейросфер. Для 2  группы 
характерно диффузное равномерное распределение пе-
речисленных маркеров, с  преобладанием GFAP+ клеток 
в периферической части.

Таким образом, в  модельных условиях 3D культиви-
рования in  vitro показана возможностей пролиферации 
и дивергентной нейро- и глиоциатрной дифференциров-
ки. Гибель клеток центральной части крупных сфероидов 
наиболее вероятно связана с  метаболическим дефици-
том в  этой области, что может являться объективным 
ограничением использованной модели.

Сравнительная оценка 
терапевтической эффективности 
клеточных продуктов

Илья Игоревич Еремин1, Иван Николаевич 
Корсаков2, Анастасия Петровна Петрикина2, 
Татьяна Сергеевна Чаузова2, Ольга 
Сергеевна Гринаковская2, Галия Равилевна 
Сетдикова3, Оксана Владимировна 
Паклина3, Андрей Алексеевич Пулин1

1 � Курчатовский комплекс НБИКС-природоподобных 
технологий, НИЦ «Курчатовский институт», Москва, 
Россия;

2 � Лаборатория клеточной биологии и патологии 
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cd105@mail.ru

Сегодня в  регенеративной медицине используется 
широкий спектр клеточных продуктов, содержащих раз-
ные типы клеток, полученные из различных источников. 
При этом, каждый из  источников обладает своими пре-
имуществами и  недостатками. Сравнительные иссле-
дования клеток, выделенных из  различных источников, 
их концентраций и кратности введения на одной модели 
практически отсутствуют.

Цель работы — сравнительный анализ терапевтиче-
ской эффективности клеточных продуктов, содержащих 
различные клетки, в условиях одной экспериментальной 
модели.

В качестве модели нами была выбрана модель терми-
ческого ожога кожи крысы.

Животные (крысы Wistar, массой тела 200–250  г) 
были разделены на 16 групп по 12 животных в каждой. 
В  качестве клеточных продуктов были использованы: 
стромально-васкулярная фракция жировой ткани (СВФ), 

выделенная из  1  мл  жира, СВФ из  1  мл  жира, обога-
щенная культивированными аутологичными мезен-
химальными стромальными клетками жировой ткани 
(МСК ЖТ) (5  или 10  млн клеток), СВФ из  1  мл  жира, 
обогащенная аллогенными МСК ЖТ  (1, 5  или 10  млн 
клеток), аутологичные МСК ЖТ  (1, 5  или 10  млн кле-
ток), аллогенные МСК ЖТ  (5  млн клеток), аллогенные 
МСК, выделенные из  плаценты (однократная инъекция 
5 млн клеток или двукратная инъекция по 5 млн клеток 
с интервалом в неделю), аллогенные МСК, выделенные 
из слизистой оболочки полости рта (1 или 5 млн клеток). 
Исследуемый продукт ресуспендировали в  0,6  мл  фи-
зиологического раствора и  вводили равными порция-
ми подкожно в 24 точках по окружности и под дно раны 
через 8 проколов на третьи сутки после моделирования 
ожога и  на  10  сутки (в  случае двукратного введения). 
Животным в  контрольной группе вводили аналогичный 
объем физиологического раствора.

Основным критерием эффективности явля-
лось время до  полной эпителизации раны (в  сутках). 
Дополнительными критериями эффективности были  — 
уменьшение площади кожной раны на  21  и  30  сутки 
и  степень регенерации по  данным гистологического 
исследования.

В результате были получены данные, свидетельствую-
щие в пользу большей терапевтической эффективности 
аллогенных МСК, выделенных из плаценты по сравнению 
со  всеми другими видами клеток. При этом двукратное 
введение плацентарных МСК было более эффективным 
по сравнению с однократным. Таким образом, по резуль-
татам проведенного эксперимента, можно считать, что 
плацента является наиболее перспективным источником 
для получения аллогенных клеточных продуктов.

Исследование выполнено за счет гранта Российского 
научного фонда (проект № 17-75-30066).

Статус стромально-васкулярной 
фракции жировой ткани как 
клеточного продукта в современных 
реалиях отечественного правового 
поля
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Наделяева1, Вячеслав Сергеевич Васильев2
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Современная регенеративная медицина в числе сво-
их основных инструментов имеет значительное число 
клеточных продуктов. В условиях текущих реалий отече-
ственного правового поля, существует ситуация, когда 
часть продуктов для клеточной терапии не подпадает под 
правовое регулирование. Основная причина — отсутствие 
какой-либо классификации клеточных продуктов, закре-
пленной в нормативно-правовых актах. В результате су-
ществует целый класс продуктов, которые применяются 
в клинической практике без законодательно установлен-
ных правил обращения. Соответственно отсутствует и го-
сударственный контроль за  оборотом и  последствиями 
применения таких продуктов. К таким продуктам относят-
ся те, которые получают без использования этапа куль-
тивирования клеток, соответственно, в  терминологии 
Федерального закона № 180 «О  биомедицинских кле-
точных продуктах» от 23 июня 2016 г, они не являются 
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биомедицинскими клеточными продуктами. К  таким 
продуктам можно отнести стромально-васкулярную 
фракцию клеток жировой ткани, мононуклеары костного 
мозга и плазму, обогащенную тромбоцитами. Некоторое 
время назад такие продукты называли минимально ма-
нипулированными. Причем для их получения существуют 
специальные медицинские изделия, которые позволяют 
проводить обработку биологического материала в  за-
крытых одноразовых контурах. Некоторые из  таких ме-
дицинских изделий зарегистрированы Росзравнадзором 
и  разрешены для клинического применения. Другие 
медицинские изделия доступны на  рынке без регистра-
ционного удостоверения и  ошибочно позиционируются 
дистрибьюторами как разрешенные, именно ввиду отсут-
ствия правил обращения на рынке клеточных продуктов, 
которые могут быть получены с их помощью.

Вместе с  этим у  практикующих врачей часто возни-
кает вопрос  — можно или нельзя применять клеточные 
продукты, полученные с помощью таких изделий. С уче-
том постоянного развития технологий, наличия выра-
ботанного с  участием профессиональных сообществ 
правового поля в  странах ЕС  и  США, а  также данных, 
подтверждающих эффективность и  безопасность ми-
нимально манипулированных продуктов, рынок меди-
цинских изделий для их  получения постоянно растет, 
в том числе и в Российской Федерации. Существующие 
проблемные вопросы государственного регулирова-
ния обращения клеточных продуктов всех типов, оцен-
ка правовых рисков сложившейся ситуации для врачей 
и пациентов требует обсуждения профессиональным со-
обществом и инициации внесения изменений в действу-
ющее законодательство.

Изменение стромальных клеток под 
действием менструальной жидкости 
в контексте заживления эндометрия

Р.Ю. Еремичев1, М.А. Кулебякина2, 
П.П. Нимирицкий1, 2, М.Г. Егиазарян2, 
Н.А. Александрушкина1, 2, П.И. Макаревич1, 2

1 � Институт регенеративной медицины, МНОЦ МГУ 
им. М.В. Ломоносова

2 � Факультет фундаментальной медицины МГУ 
им. М.В. Ломоносова
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Эндометрий — уникальная часть женского организма, 
которая повреждается и затем полностью восстанавли-
вается во время каждой менструации. Быстрая эпители-
зация и  отсутствие образования грануляционной ткани 
с дальнейшим образованием рубца являются важнейши-
ми отличительными особенностями процесса его зажив-
ления. Cтромальные клетки эндометрия (СКЭ) могут быть 
источником эпителиоцитов за  счет мезенхимно-эпите-
лиального перехода или особенным образом взаимо-
действовать с клетками эпителия, способствуя быстрой 
эпителизации. Также не исключено, что СКЭ устойчивы 
к действию стимулов, индуцирующих фиброплазию. При 
этом в настоящий момент не сложилось единого мнения 
о механизме участия СКЭ в регенерации эндометрия.

Целью работы было расширение представлений 
о  том, каким изменениям подвергаются СКЭ во  время 
менструации.

Задачи: оценить изменение маркеров эпите-
лия (E-кадгерин, цитокератины), миофибробластов 
(α-гладкомышечный актин, винкулин), продукции бел-
ков межклеточного матрикса (фибронектин, коллаген I, 

коллаген IV, ламинин) под действием растворимых фак-
торов менструального отделяемого здоровых женщин.

СКЭ и  менструальная жидкость, содержащая рас-
творимые факторы были выделены по  отработанному 
ранее протоколу из менструальной крови добровольных 
доноров (n=3). В качестве контроля использовали сыво-
ротку венозной крови (СК), полученную во  второй день 
менструации. Выделенные СКЭ 4–5 пассажа затем куль-
тивировали в  присутствии 10% МЖ  или СК  в  течение 
9  дней. В  конечной точке мы  проводили визуализацию 
исследуемых молекул путем иммуноцитофлуоресции 
и количественный анализ методом иммуноблоттинга.

Культивирование с  МЖ  статистически значимо 
(p<0,05) повышало количество коллагенов I и IV по срав-
нению с СК. При этом наблюдалось снижение количества 
фибронектина, винкулина и α-гладкомышечного актина, 
а количество ламинина и цитокератинов не отличалось. 
Белки межклеточного матрикса локализовались во вне-
клеточном пространстве, α-гладкомышечный актин  — 
в  стресс-фибриллах, при этом небольшая доля клеток 
была положительна на цитокератины.

Таким образом, во время менструации под влиянием 
растворимых факторов окружения СКЭ увеличивают про-
дукцию молекул межклеточного матрикса и компонентов 
базальной мембраны, необходимых для быстрого вос-
становления целостности и эпителизации. В то же время 
не отмечается признаков перехода СКЭ в миофибробла-
сты, который возможен для этих клеток при культивиро-
вании с СК.

Работа была выполнена при поддержке гранта РНФ 
№ 19-75-30007.
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Апоптоз является важным механизмом регуляторных 
процессов в  организме всех многоклеточных организ-
мов, который осуществляется на  основе двух основных 
сигнальных путей: 1. Внешней, передаваемой с помощью 
рецепторов смерти (death receptors) и  2. Внутренней 
(митохондриальный), за счет антигена СD95, являющим-
ся одним из рецепторов смерти.

Белки каспаза-8 и с-FLIP регулируют непосредствен-
но запуск процесса клеточного уничтожения. На клеточ-
ном уровне (клеточная мембрана, цитозоль), отмечается 
комплексная связь белков. Данные механизмы сигналь-
ной связи, позволяют регулировать запускать процессы 
ликвидации клеток. Механизмы апоптоза в клетке непо-
средственно связаны каспазой-8 (CASP8). Однако про-
цесс может также подавляться с помощью белков c-FLIP, 
которые подавляют работу каспазы-8.

Другим механизмом регуляции клеточной попу-
ляции, который может проходить в  цитозоле являет-
ся использование транскрипционного фактора NF-
кВ. В  исследованиях зарубежных и  отечественных 
ученых отмечено, что в  ходе процесса происходит 
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расщепления белков с-FLIP до фрагментов (р22-FLIP). 
Вместе с этим получаемые белковые фрагменты могут 
оказывать влияние на  активность транскрипционного 
фактора NF-kB. Изучения данного процесса показа-
ло, что каспаза-8 не активируется по сравнению с его 
активацией в  комплексе DISC (сигнальный комплекс, 
запускающий смерть клетки). При таком пути имеют-
ся следующие особенности. Отмечается фермента-
тивная активность. Она осуществляется за счет рабо-
ты четвертичной структуры белка (гетеротетрамера). 
Есть предположение, что такой путь дает возможность 
формировать комплексы между белками, в  частности 
между CASP8 и с-FLIP.

Заключение. Таким образом, существуют различ-
ные пути взаимоотношения и регуляции программируе-
мой смерти клеток. Они осуществляются на клеточном 
уровне и являются базовыми. С помощью данных меха-
низмов в организме могут осуществляться при разных 
условиях окружающей среды регуляционные процессы. 
Данные процессы еще не совсем хорошо изучены и по-
этому данное направление является задачей будущих 
исследований.

Публикация подготовлена при поддержке программы 
РУДН «5-100».

Внеклеточная форма белка 
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Хорошо известно, что внутриклеточные белки те-
плового шока (БТШ), в частности БТШ70, играют важ-
ную роль в  системе протеостаза, вовлеченой в  боль-
шинство репарационных и регенеративных процессов 
в норме и патологии. Наряду с этим, в настоящее время 
накопилось много свидетельств о  значимых, но  пока 
малоизученных функциях внеклеточного, сывороточ-
ного пула БТШ70, циркулирующего в  организме как 
здоровых, так и  больных протестированных доноров. 
В  ряде публикаций, и  в  наших предыдущих исследо-
ваниях было продемонстрировано, что внеклеточные 
БТШ70 адсорбируются на поверхности разных типов 
клеток, в том числе на погибающих и опухолевых клет-
ках. Более того, было показано, что многие типы ин-
фицированных и  трансформированных клеток харак-
теризуются экспрессией мембрано-ассоциированных 
БТШ70 в отсутствии внеклеточного пула этих протеи-
нов. В связи с этим, мы предположили, что взаимодей-
ствие внеклеточных БТШ70  с  клеточной поверхно-
стью направлено на  элиминацию «неблагоприятных» 
для организма клеток системой иммуннологического 
надзора. Действительно, активация цитотоксической 
активности клеток-эффекторов системы врожденно-
го иммунитета (в  частности, NK-клеток) против кле-
ток-мишеней, экспонирующих на  своей поверхности 
БТШ70  было описано в  целом ряде работ и  в  наших 

предыдущих публикациях. Данные, полученные в  на-
ших последних исследованиях и  представленные 
в  данном сообщении, являются результатами про-
долженияуказанного проекта. Они свидетельствуют 
о  фундаментальной значимости феномена формиро-
вания в  организме внеклеточной формы БТШ70  для 
системы иммунологического надзора, и  о  возмож-
ности применения экзогенных БТШ70  для комбини-
рованной NK-клеточной противоопухолевой терапии, 
а также для направленной регуляции процессов реге-
нерации тканей и органов.

Работа выполнена при поддержке Российского науч-
ного фонда, грант № 19-75-10120.

Участие некодирующих регуляторных 
РНК, секретируемых мезенхимными 
стромальными клетками, в процессах 
регенерации и репарации тканей

Анастасия Юрьевна Ефименко1, 2, Анна 
Григорьевна Сорокина1, Ольга Александровна 
Григорьева1, Екатерина Сергеевна 
Новоселецкая1, 2, Наталья Андреевна Басалова1, 2, 
Наталья Андреевна Александрушкина1, 2, 
Наталья Игоревна Калинина2, Яна Артуровна 
Орлова1, Елена Викторовна Парфенова2, 3, 
Всеволод Арсеньевич Ткачук1–3

1 � Медицинский научно-образовательный центр МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия;

2 � Факультет фундаментальной медицины МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия;

3 � Национальный медицинский исследовательский 
центр кардиологии, Москва, Россия

efimenkoan@gmail.com

Залогом нормального функционирования много-
клеточных организмов является постоянное обновле-
ние тканей и  их  восстановление после повреждения. 
Во многих исследованиях установлено участие в этих 
процессах МСК как важного клеточного компонента 
ниш практически всех типов резидентных стволовых 
клеток и  одного из  ключевых регуляторов баланса 
между репарацией и  регенерацией тканей. МСК спо-
собны реагировать на  широкий спектр регуляторных 
сигналов и могут перепрограммировать микроокруже-
ние путем продукции различных компонентов, в  пер-
вую очередь, с  помощью секретируемых в  составе 
внеклеточных везикул регуляторных некодирующих 
РНК. Поэтому крайне актуальным является вопрос 
об  изменении регуляторных свойств этих клеток под 
воздействием сигналов от  поврежденной и  патоло-
гически измененной ткани, не  вызывающих гибели 
клеток, но  приводящих к  существенным изменениям 
их  функциональной активности. При этом МСК могут 
приобретать признаки сенесцентных клеток, характе-
ризующихся остановкой клеточного цикла, измене-
ниями структуры хроматина, снижением эффектив-
ности системы репарации ДНК и  специфическим 
секретомом, ассоциированным со  старением (SASP). 
Нами показано, что под влиянием процессов, проис-
ходящих в  организме человека при старении и  раз-
витии хронических ишемических и  метаболических 
заболеваний, происходит ускоренное старение МСК 
и  накопление в  популяции клеток со  свойствами се-
несцентных, опосредующих нарушения регуляторной 
функции МСК, в  значительной степени за  счет изме-
нения их секретома. Одним из возможных механизмов 
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фиксации результатов воздействия различных по при-
роде повреждающих сигналов, закрепляющихся 
в  МСК, является изменение паттерна некодирующих 
РНК (включая микроРНК), секретируемых клетками 
и  оказывающих существенное влияние на  формиро-
вание их микроокружения при адаптивном ремодели-
ровании поврежденных тканей. Учитывая критическую 
роль МСК в регуляции процессов заживления тканей 
после повреждения, длительная персистенция в  тка-
нях таких клеток может приводить к  ухудшению реге-
нераторного потенциала тканей и являться важной со-
ставляющей патогенеза многих заболеваний.

Работа по  оценке накопления маркеров сенесцент-
ных клеток в популяции МСК выполняется в рамках госу-
дарственного задания МНОЦ МГУ им. М.В. Ломоносова, 
работа по оценке функциональных свойств и секретома 
МСК поддержана грантом РФФИ № 19-29-04172.

Глубокое обучение для трекинга 
мультипотентных стволовых 
клеток в тестировании материалов 
биомедицинского назначения

Богдан Эдуардович Ефименко, 
Константин Андреевич Прокин

Балтийский Федеральный Университет 
им. Иммануила Канта, Калининград, Россия

bogdan-efimenko@list.ru

Введение. Современные материалы биомедицин-
ского назначения не  являются универсальными, по-
этому создание и  адаптация конструкций на  их  основе 
требует дополнительного тестирования, что является 
одним из  приоритетных направлений регенеративной 
медицины.

Известным методом тестирования новых биомате-
риалов является отслеживание и анализ общих трендов 
движения и  жизнеспособности клеток макроорганизма 
при сокультивировании с  исследуемыми материалами. 
Однако существующие способы обработки данных дви-
жения клеток не адаптированы под трекинг использован-
ных в  работе мультипотентных мезенхимальных стро-
мальных клеток (ММСК).

Таким образом, целью данного исследования яви-
лась разработка алгоритма автоматического анализа 
трендов движения ММСК в  рамках тестирования мате-
риалов биомедицинского назначения.

Материалы и  методы. Материалом исследования 
служили изображения, полученные с помощью системы 
визуализации Cell-IQ, предоставленные Базовой лабо-
раторией иммунологии и клеточных биотехнологий БФУ 
им. И. Канта.

Размеченные изображения использовались для до-
обучения нейронной сети Faster-RCNN-Inception-V2 с по
мощьюTensorflowobjectdetectionAPI. Обученная нейро-
сеть на каждом изображении детектировала клетки, дви-
жение которых отслеживалось трекером на основе рас-
стояний центроид.

Данные о  подвижности ММСК позволили оценить 
биосовместимость исследуемых материалов.

Результаты. В  результате работы был построен ал-
горитм автоматического анализа трендов движения 
ММСК для длительных экспериментов в  тестировании 
новых биомедицинских материалов.

Полученный алгоритм работает в сотни раз быстрее 
человека: на  разметку 3000  изображений требуется 
не более 4х часов на стационарном компьютере.

Качество детекции отдельных клеток составляет свы-
ше 90% верно присвоенных меток.

Выводы. Современные подходы к анализу изображе-
ний позволяют оптимизировать и  ускорить процесс те-
стирования биоматериалов. В дальнейшем планируется 
улучшение качества детекции и трекинга клеток на изо-
бражениях, а  также точное определение размеров каж-
дой клетки.

Выражается благодарность сотрудникам Базовой ла-
боратории иммунологии и клеточных биотехнологий БФУ 
им. И. Канта за предоставление данных и руководство.

Трансплантация фетальных 
островковых клеток поджелудочной 
железы человека при сахарном 
диабете I типа

Жулдызай Алдановна Жанатаева, Алия 
Зейнуллаевна Оспанова, Ольга Владимировна 
Ульянова, Дина Александровна Серебренникова

АО «Национальный научный медицинский центр», 
Нур-Султан (Астана), Казахстан

janat@mail.ru

Актуальность. Сахарный диабет 1  типа  — систем-
ное аутоиммунное заболевание эндокринной системы, 
вследствие прогрессирующей деструкции β-клеток под-
желудочной железы которой развивается инсулиновая 
недостаточность. Диабет является одним из  четырех 
приоритетных неинфекционных заболеваний (НИЗ), при-
нятие мер в отношении которых запланировано на уров-
не мировых лидеров. Таким образом, являясь одной 
из  самых социально-значимых патологий, заболевание 
требует разработку и внедрение новых высокоэффектив-
ных методов лечения.

Цель: изучить эффективность трансплантации фе-
тальных островковых клеток поджелудочной железы че-
ловека у больных сахарным диабетом I типа.

Материалы и  методы. Фетальные островковые 
клетки получены из  абортивного материала сроком ге-
стации 16–19  недель. Клетки были культивированы 
в среде DMЕМ («Sigma», США) с добавлением 10% FBS 
(«Hy Clone», США).

Трансплантацию фетальных клеток поджелудочной 
железы проводили в  комплексе со  стандартной саха-
роснижающей терапией в условиях отделения реанима-
ции с  помощью аппарата Perfusor compact S  В. Braun 
Melsungen AG. Содержание клеток в 1 мл 4–6×109, раз-
веденные в 10 мл 0,9% NaCl.

Результаты: 30  пациентов до  трансплантации фе-
тальных клеток поджелудочной железы имели следу-
ющие показатели: гликолизированный гемоглобин 
9,52±1,96 (%); С-пептид 0,092±0,013 (нг/мл); дозы ин-
сулина 46,60±6,69 (ЕД).

Спустя 6 месяцев после трансплантации аллогенных 
клеток островков Лангерганса были получены положи-
тельные результаты по  коррекции сахарного диабета: 
гликолизированный гемоглобин 7,84±1,11(%), Р-0,005; 
С-пептид 0,202±0,075 (нг/мл), Р-0,008; дозы инсули-
на 25,20±11,30 (ЕД) Р-0,500. Р-вероятность различий 
до и после трансплантации. Удалось добиться нормали-
зации уровня глюкозы в крови.

Выводы. По  полученным результатам, транспланта-
ция фетальных клеток поджелудочной железы привело 
к достоверному увеличению уровня С-пептида у пациен-
тов с сахарным диабетом типа 1 (р<0,05). Улучшение по-
казателей углеводного обмена в виде снижения средних 
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значений тощаковой и  постпрандиальной гликемии, 
средних значений гликолизированного гемоглобина, по-
вышение средних значений С-пептида наряду с уменьше-
нием потребности в экзогенном инсулине свидетельство-
вало о  стимуляции регенерации резервов собственных 
β-клеток поджелудочной железы.

Более подробно результаты исследования будут пред-
ставлены в постерном докладе.

Экспрессия генов внеклеточного 
матрикса МСК in vitro при 
моделировании эффектов 
микрогравитации

Иван Владимирович Живодерников, Андрей 
Юрьевич Ратушный, Диана Константиновна 
Матвеева, Людмила Борисовна Буравкова

ГНЦ РФ — Институт медико-биологических проблем 
РАН, Москва, Россия

kordait-2213@yandex.ru

Внеклеточный матрикс является субстратом для ад-
гезии клеток, их роста и дифференцировки, а также осу-
ществляет механическую поддержку. Хорошо известно, 
что клетки соединительных тканей адаптируют свой ма-
трикс к изменениям механической нагрузки. В условиях 
микрогравитации (в космических полётах или наземном 
моделировании механическая (гравитационная) нагруз-
ка значительно снижается. Это приводит к ремоделиро-
ванию цитоскелета гравичувствительных клеток, в  том 
числе мезенхимальных стромальных клеток (МСК). 
Показано, что микрогравитация вызывает в  МСК дина-
мические изменения экспрессии белков цитоскелета 
и  молекул адгезии. Необходимо отметить, что многие 
из этих сдвигов являются обратимыми. Основной целью 
данной работы было изучение экспрессии генов, отвеча-
ющих за  синтез белков внеклеточного матрикса (ВКМ) 
и молекул адгезии МСК.

Для выполнения этой задачи мы использовали МСК, 
которые выделили из  жировой ткани. Эксперимент 
включал статический контроль и  серию с  моделирова-
нием эффектов микрогравитации при помощи Random 
Positioning Mashine (RPM). Для изучения экспрессии ге-
нов использовали ПЦР в реальном времени с обратной 
транскрипцией и  набор «Human Extracellular Matrix & 
Adhesion Molecules» (Qiagen, США).

После экспозиции на RPM в течение 10 суток было 
отмечено повышение экспрессии гена LAMB3, — глико-
протеинового компонента ВКМ. Снизилась экспрессия 
TIMP1 и TIMP3, являющихся ингибиторами матриксных 
металлопротеиназ, исходя из чего можно предположить 
о  повышенной активности последних. Из  группы генов 
матриксных металлопротеиназ только MMP11  ответил 
на  микрогравитацию снижением экспрессии. Возросла 
экспрессия TNC (тенасцин)  — белка, присутствующе-
го в  костной и  хрящевой тканях, а  также в  сухожилиях. 
Избыток тенасцина препятствует распластыванию кле-
ток в  культуре, поскольку тенасцин связывается c  фи-
бронектином и  может ингибировать взаимодействие 
интегринов клеток и  фибронектина. С  другой стороны, 
экспрессия CTNND1, гена якорного белка, стабилизиру-
ющего кадгерины, возросла.

Полученные транскриптомные сдвиги указывают 
на возможное увеличение подвижности МСК и открепле-
ние от субстрата в условиях микрогравитации.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
№ 19-315-90005.

Регенерация, гибель клеток и рак

Борис Давидович Животовский1, 2

1 � Факультет фундаментальной медицины, МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия;

2 � Каролинский Институт, Стокгольм, Швеция

boris.zhivotovsky@ki.se

В основе контролируемой регенерации клеток и тка-
ней лежат такие важные физиологические процессы как 
дифференцировка и пролиферация. Оба данных процес-
са, вместе с механизмом, регулирующим программиру-
емую гибель клеток, способны поддерживать гомеостаз 
тканей. Следовательно, чувствительность стволовых 
клеток, участвующих в процессе регенерации, к програм-
мируемой гибели должна быть хорошо скоординирована. 
Действительно, в последние годы появились работы, ука-
зывающие на тесную и достаточно сложную связь между 
этими процессами. Так, установлено, что гибель клеток 
способна стимулировать регенерацию тканей и  зажив-
ление ран. С другой стороны, есть примеры, когда акти-
вация гибели клеток блокирует регенерацию. Более того, 
взаимодействие между различными типами гибели влия-
ет на чувствительность стволовых клеток к воздействию. 
Известно, что образующиеся при воспалении активные 
формы кислорода способны уничтожать патогены и сти-
мулировать процессы восстановления и  регенерации 
тканей. Однако, эти же  химические вещества могут по-
вреждать ДНК, что, в свою очередь, может способство-
вать накоплению мутаций, которые способны иницииро-
вать развитие рака. Установлено также, что клеточные 
ответы на повреждение ДНК, такие как передача сигна-
лов о  повреждениях и  цитотоксичность, могут способ-
ствовать воспалению, создавая петлю положительной 
обратной связи. В  настоящей работе будут обсуждены 
вопросы, касающиеся взаимодействия между процесса-
ми регенерации тканей, различными механизмами гибе-
ли клеток и, как возникновением, так и терапией рака.

Работа поддержана грантами РНФ (19-15-00125, 
раздел «механизмы гибели клеток») и  РФФИ (18-29-
09005, раздел «возникновение и терапия рака»).

Изменение в поведении клеток 
микроглии на моделях травмы 
спинного мозга in vivo

Маргарита Николаевна Журавлева1, 
Эльвира Руслановна Ахметзянова1, 
Александр Александрович Костенников1, 
Яна Олеговна Мухамедшина1, 2

1 � Казанский (Приволжский) федеральный 
университет, Казань, Россия;

2 � Казанский государственный медицинский 
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Клетки микроглии — это иммунные клетки централь-
ной нервной системы, являющиеся ключевыми участни-
ками всех воспалительных реакций. Фенотип микроглии 
во  многом определяет течение посттравматических ре-
акций в спинном мозге, оказывая нейрорегенеративный 
или нейродегенеративный эффект. В то же время, любое 
изменение в  микроокружении способно сдвигать фе-
нотип микроглии в ту или иную сторону. В связи с этим, 
интересным представляется изучение поведения клеток 
микроглии при различных степенях повреждения в  хро-
нический период после травмы спинного мозга крыс.
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Всем экспериментальным группам животных наносили 
дозированную контузионную травму спинного мозга при 
помощи Leica Impact One Stereotaxic Impactor. Животных 
разделили на группы с легкой (1,5 м/с), средней (2,5 м/с) 
и  тяжелой (4  м/с) степенью травмы. На  60  сутки после 
операции животных перфузировали 4% формалином 
с последующим забором ткани спинного мозга и получе-
нием тонких гистологических срезов. Полученные образ-
цы спинного мозга подвергали иммуногистохимической 
окраске на антитела против Iba1, TNFa и TGFb.

Полученные результаты показали достоверные раз-
личия в  поведении клеток микроглии в  спинном мозге 
интактных и  травмированных животных. Кроме того, 
поведение микроглии отличалось в  группах животных 
с  различными степенями травмы спинного мозга в  зо-
нах передних рогов, вентральных канатиков и  кортико-
спинального тракта.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 18-34-00141.

Стволовые клетки слизистой нижней 
губы в тканевой инженерии роговицы 
глаза

Кирилл Эдуардович Журенков1, Ольга Игоревна 
Александрова1, Илья Олегович Гаврилюк2, 
Светлана Алексеевна Александрова1, Наталья 
Михайловна Ярцева1, Татьяна Вячеславовна 
Машель1, Юлия Игоревна Хорольская1, Галина 
Алексеевна Писугина1, Дарья Александровна 
Переплетчикова1, Миральда Ивановна Блинова1

1 � Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург, Россия;
2 � Военно-медицинская академия им. С.М. Кирова, 

Санкт-Петербург, Россия

kirill.zhurenkov.97@mail.ru

В современной трансплантологии существует острый 
дефицит донорского материала, в  связи с  чем актив-
но развиваются альтернативные подходы по  созданию 
биоинженерных конструкций (БИК), обладающих потен-
циальной возможностью заменить донорский матери-
ал. Наиболее перспективными в этой области являются 
подходы по  3D-биопринтингу тканей и  органов, однако 
их  применение ограничено несовершенством методик 
создания тканевых конструктов, а  также высокой сто-
имостью технологий. Поэтому в  данный момент самым 
оптимальным методом является использование БИК, 
сконструированных на  основе различных стволовых 
клеток и клеточного носителя. Из большого количества 
исследованных стволовых клеток одними из перспектив-
ных являются стволовые клетки слизистой нижней губы 
(СКСНГ). Т.к., во-первых, забор биоптата слизистой явля-
ется нетрудоемким и не сопряжен с рисками для здоро-
вья пациента, во-вторых, выделяемые из нее клетки яв-
ляются аутологичными для реципиента.

Настоящая работа посвящена характеристике (ана-
лизу кариотипа, а также пролиферативного и дифферен-
цированного потенциала) СКСНГ и оценке возможности 
создания на их основе БИК для применения в регенера-
тивной медицине.

Характеристику проводили на  клетках, выделенных 
из  слизистой нижней губы кролика и  человека. Кроме 
того, СКСНГ кролика использовали для конструирования 
БИК, состоящих из данных клеток и децеллюляризован-
ной человеческой амниотической мембраны в качестве 
клеточного носителя. Терапевтический потенциал скон-
струированных БИК оценивали при лечении лимбальной 

недостаточности в  эксперименте in  vivo на  кроликах. 
В  работе получены данные, основываясь на  которых, 
можно сделать выводы о высокой пролиферативной ак-
тивности СКСНГ и их способности дифференцироваться 
в различных направлениях. Кроме того, было установле-
но, что СКСНГ имеют стабильный набор хромосом с низ-
ким процентом хромосомных перестроек. Результаты 
иммуноцитохимического анализа продемонстрировали 
стволовую природу исследованных клеток (экспрессия 
набора таких маркеров, как: ABCB5, ABCG2, ALDH3A1, 
NGF-R(p75), p63α), наравне с этим была выявлена экс-
прессия эпителиальных маркеров (CK3/12, CK14, 
CK15). Трансплантация БИК, созданных на  основе 
СКСНГ кролика и амниотической мембраны, обеспечила 
восстановление «нормальной» эпителизации роговицы, 
а также способствовала сохранению ее прозрачности.

Полученные данные позволяют судить о потенциаль-
ной возможности использования данного типа клеток 
в тканевой инженерии, в частности для восстановления 
эктодермальных тканей.

Доклинические исследования 
цитопротекторных свойств штамма 
Bacillus subtilis B-9906 на модели 
токсического поражения клеток 
печени

Николай Александрович Забокрицкий

ФГБУН Институт иммунологии и физиологии УрО 
РАН, Екатеринбург, Россия

pharmusma@rambler.ru

Экспериментальную оценку цитопротекторного дей-
ствия биологически активных веществ (БАВ), продуци-
руемых штаммом Bacillus subtilis В-9906 осуществляли 
на гепатоцитах в условиях моделирования токсического 
поражения четыреххлористым углеродом (CCl4) клеточ-
ной популяции.

В результате проведенного эксперимента установле-
но, что в испытуемых пробах, моделирующих токсическое 
поражение гепатоцитов, было установлено значительное 
угнетение пролиферативной активности на  различные 
сроки наблюдения (24, 48 и 96 часов).

Существенный интерес представляло изучение влия-
ния комплекса БАВ и  CCl4  при их  различных соотноше-
ниях на  митотическую активность эксплантированных 
гепатоцитов на различные сроки наблюдения.

С  этой целью были сформированы следующие 
тест-системы:

I  — гепатоциты, в  ростовую среду которых вносили 
двукратную минимальную токсическую дозу CCl4 (2 мкг/
мл–1) и 0,5 максимального количества БАВ, не ингибиру-
ющее рост гепатоцитов (1,5 мг/мл–1);

II  — гепатоциты, в  ростовую среду которых вносили 
двукратную минимальную токсическую дозу CCl4 (2 мкг/
мл–1) и максимальное количество БАВ, не ингибирующее 
рост гепатоцитов (3,0 мг/мл–1);

III  — гепатоциты, в  ростовую среду которых вноси-
ли минимальную токсическую дозу CCl4 (1  мкг/мл–1) 
и 0,5 максимального количества БАВ, не ингибирующее 
рост гепатоцитов (1,5 мг/мл–1);

IV  — гепатоциты, в  ростовую среду которых вносили 
минимальную токсическую дозу CCl4 (1 мкг/мл–1) и мак-
симальное количество БАВ, не ингибирующее рост гепа-
тоцитов (3,0 мг/мл–1);

V  — контрольная проба  — интактная культура 
гепатоцитов.
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Цитопротекторную эффективность БАВ в  условиях 
моделирования токсического поражения выделенных 
гепатоцитов определяли по изменению плотности моно-
слоя клеток. Регенеративную активность гепатоцитов 
оценивали по изменению митотического индекса.

Таким образом, в  результате выполненных экспери-
ментов можно сделать вывод о  том, что биологически 
активные вещества пробиотического штамма Bacillus 
subtilis B-9906  обладают значительным цитопротек-
торным действием, непосредственно защищают гепа-
тоциты от  токсического поражения, а  также способны 
оказывать определенное воздействие на  регенерацию 
клеток (увеличение митотического индекса), что являет-
ся значимым фактором для использования этих метабо-
литов в  качестве основы для создания новых перспек-
тивных лекарственных кандидатов фармакологической 
группы — гепатопротекторы.

Работа выполнена по  теме из  Плана НИР ИИФ УрО 
РАН, № гос. регистрации АААА-А18-118020690020-1.

Разработка нового способа 
интраоперационной оценки 
регенераторного потенциала печени 
на основе мультипараметрического 
имиджинга
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Сергеевна Кузнецова1, Светлана Алексеевна 
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Регенерация печени является основным механиз-
мом восстановительного процесса при травмах и после 
хирургической резекции. Интраоперационная оценка ре-
генеративного потенциала печени актуальна для прогно-
зирования состояния органа и пациента после операции. 
Стандартные диагностические тесты (УЗИ, СПЕКТ КТ, 
МРТ, морфология, биохимические анализы) не  решает 
эту задачу. Для этой цели мы  предлагаем разработать 
способ безконтрастной (label free) оценки состояния пе-
чени на основе многофотонной микроскопии с функцией 
метаболического имиджинга (FLIM) и  генерации второй 
гармоники (SHG).

Чтобы разработать метод интраоперационной оцен-
ки состояния печени, мы провели экспериментальные 
исследования на  животных: моделирование холеста-
за, цирроза печени, жирового гепатоза, 30% и  70% 
резекции печени с  оценкой метаболических и  струк-
турных изменений в нормальной печени, при развитии 
патологии и  регенерации. Мы  также проанализиро-
вали свежие хирургические образцы печени пациен-
тов после резекции. Использовался многофотонный 
микроскоп LSM 880  с  FLIM и  SHG, Мультифотонный 
томограф JenLab. Полученные результаты были про-
верены с  помощью химического картирования TOF-
SIMS, морфологического и  иммуногистохимического 

анализа с  идентификацией рекрутированных стволо-
вых клеток.

Были выявлены характерные особенности холеста-
за — резкое увеличение сигнала билирубина в канале FAD 
и цирроза — увеличение полей сигнала ГВГ. Жировой ге-
патоз характеризовался внутриклоеточным накоплени-
ем жировых капель при отсутствии сигнала от эндоген-
ных флуорофоров по  всем каналам. Изменения печени 
у модельных животных совпали с данными на хирургиче-
ских образцах пациентов.

При всех патологических состояниях отмечалось 
образование зон поврежденных клеток с  пониженной 
интенсивностью сигнала НАДН и  уменьшением вклада 
связанной формы. При регенерации, напротив, на 3 день 
наблюдалось увеличение количества активно пролифе-
рирующих клеток с  усиленным образованием энергии 
(увеличение связанной формы НАДН).

Биоразлагаемые композиционные 
материалы для челюстно-лицевой 
хирургии на основе полимерных 
гидрогелей и пористых микрочастиц 
полилактида

Юрий Дмитриевич Загоскин1, Тимофей 
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Борисовна Бухарова3, Дмитрий Вадимович 
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При осуществлении дентальной имплантации часто 
возникает необходимость в  проведении остеопласти-
ческой операции. На  сегодняшний день для устранения 
костных дефектов активно используют аутогенную кост-
ную крошку. Однако такой материал обладает рядом 
существенных недостатков: травма донорской зоны, 
использование барьерных мембран и  др. Применение 
биоразлагаемых полимерных гидрогелей с включенным 
костным морфогенетическим белком (rhBMP-2) позво-
лит восполнять утраченную ткань без описанных выше 
недостатков. Однако подобные материалы обладают до-
вольно низкой прочностью и  плохо задерживают выде-
ление rhBMP-2. Создание композиционных материалов 
на основе гидрогелей с включенными пористыми микро-
частицами полилактида существенно увеличивает проч-
ностные характеристики материалов, а  разработанная 
методика импрегнации rhBMP-2 в объем частиц позво-
лила заметно снизить скорость высвобождения белка 
(до пяти суток).

В  рамках данной работы были получены компози-
ционные материалы на  основе термоотверждаемого 
при 37°С  гидрогеля хитозана и  β-глицерофосфата. 
Добавление частиц до 10 масс.% к гидрогелю приводит 
к увеличению модуля упругости до 200 кПа. Помимо это-
го в качестве матрицы были использованы тромбин-фи-
бриногеновый и коллагеновый гидрогели.
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С  точки зрения манипулятивных свойств УФ-
отверждаемые биоразлагаемые гидрогели наилучшим 
образом подходят для подобных задач. Поэтому был 
синтезирован малеинированный хитозан и разработана 
методика получения УФ-отверждаемого гидрогеля на ос-
нове модифицированного хитозана и полиэтиленгликоль 
диакрилата. В  качестве фотоинициатора использовали 
Irgacure 2959. Полученный таким образом гидрогель 
показал прочность свыше 200 кПа, а деформацию раз-
рушения около 16%.

Полученные материалы были исследованы на in vitro 
и in vivo биосовместимость.

Работа выполнена при частичной финансовой под-
держке РНФ № 16-15-00298-П.

Коррекция опорной и метаболической 
функции дефекта костной ткани 
остеотрансплантатом
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Костная ткань в  течении всего онтогенеза посто-
янно обновляющаяся система, которая обеспечивает 
образование опорной и  гемопоэтической ткани в  не-
обходимом количестве. В связи с этим восстановление 
структурной и  функциональной целостности костной 
ткани является одним из  приоритетных направлений 
регенераторной медицины.

Впервые путем остеогенной дифференцировки хон-
дротрансплантата (патент № 2574942) создан предкост-
ный трансплантат, который в  культуральной среде про-
ходит первичные стадии остеогенеза и  минерализации 
(синтез остеоида и формирование матричных пузырьков).

В  остеотрансплантате формируются сосудистые по-
лости с  эндотелиальной выстилкой, экспрессирующие 
фактор Виллебранда и изолектин B4. В матриксе детек-
тируются антиген CD  44, коллаген I  типа, фибронектин, 
остеонектин и  остеопонтин. В  клетках экспрессируются 
гены: Alp, On, Bsp, Runk.

Канальцевая система метаболизма хондротран-
сплантата сменяется на  оксигенетическую (сосудистую). 
Cтруктурная композиция трансплантата подобна эмбрио-
нальной предкостной ткани на ранних стадиях остеогенеза.

Дальнейшие этапы дифференцировки остеогенный 
трансплантат проходит в  реципиентном ложе под влия-
нием локальных и  дистантных регуляторов, которые по-
ступают через сформированные сосуды трансплантата. 
В  трансплантате наблюдается пролиферация остеобла-
стов, интенсивный ангиогенный остеогенез, на основе ко-
торого формируется органоспецифическая костная ткань, 
содержащая в межтрабекулярных промежутках миелоид-
ный костный мозг. Этот факт свидетельствует о полной ин-
теграции остеотрансплантата с организмом реципиента.

Заключение. Пластическое замещение дефекта 
костной ткани остеотрансплантатом приводит к коррек-
ции как опорной, так и метаболической функции бывше-
го дефекта.

Разработка клеточных технологий для 
регенерации сосудов

Ирина Сергеевна Захарова1–3, Мария 
Константиновна Живень1–3, Алена 
Сергеевна Ступникова4, Александр Игоревич 
Шевченко1–4, Сурен Минасович Закиян1–4

1 � Лаборатория эпигенетики развития, ФИЦ Институт 
цитологии и генетики СО РАН, Новосибирск, 
Россия;
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Сердечно-сосудистые заболевания продолжают 
оставаться лидирующей причиной смертности и  инва-
лидизации людей во всем мире. В данном исследовании 
в  рамках разработки клеточных технологий для регене-
рации сосудов реализуются два направления: разработ-
ка подхода преодоления потенциальной туморогенности 
делящихся клеток при использовании в заместительной 
клеточной терапии и получение генетически модифици-
рованных эндотелиальных производных с  повышенным 
ангиогенным потенциалом.

В  рамках первого направления разработан способ 
инактивации митотического деления эндотелиальных 
и  гладкомышечных клеток, в  результате которого они 
сохраняют свои морфо-функциональные свойства и ан-
гиогенный потенциал in vitro и in vivo. При этом исследо-
вание туморогенного потенциала митотически инактиви-
рованных клеток на модели иммунодефицитных мышей 
SCID на протяжении 90 дней не выявило признаков об-
разования опухолей.

В рамках второго направления получены линии плю-
рипотентных стволовых клеток (ПСК) человека, в  кото-
рых с  помощью метода CRISPR/Cas9  внесена делеция 
участка гена INT6 — ингибитора фактора, индуцируемого 
гипоксией, HIF2a. В  результате удалось получить ПСК 
с повышенной экспрессией HIF2a в нормоксических ус-
ловиях. Полученные генетически модифицированные 
линии ПСК дифференцировали в  эндотелиальном на-
правлении. Делеция INT6 и опосредованное отсутствием 
ингибитора повышение и  стабилизация в  нормоксиче-
ских условиях HIF2a в ПСК человека привело к повыше-
нию эффективности мезодермальной и  впоследствии 
эндотелиальной дифференцировки. В  эндотелиальных 
производных генетически модифицированных ПСК вы-
явлено повышение уровня экспрессии ряда ангиогенных 
факторов. Оценка ангиогенного потенциала показала, 
что количество сосудоподобных структур в  генетически 
модифицированных субклонах более, чем в 3 раза пре-
вышает значения для контрольных линий. Таким обра-
зом, впервые показано, что генетически модифициро-
ванные ПСК человека с повышенной экспрессией HIF2a 
более эффективно дают эндотелиальные производные, 
обладающие повышенным ангиогенным потенциалом.

Оба направления исследований могут стать основой 
для разработки способов повышения ангиогенного по-
тенциала васкулярных клеток и  получения биомедицин-
ских клеточных продуктов, применяемых для регенера-
ции сосудов.
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Работа по  разработке способа митотической инак-
тивации клеток поддержана Программой фундамен-
тальных исследований Президиума РАН, работа по  на-
правленной эндотелиальной дифференцировке ПСК 
поддержана грантом РНФ № 17-75-10047.

Исследование биоинтеграции 
перикардиальных барьерных мембран 
для направленной регенерации тканей

Алена Игоревна Звягина1, Ирина Сергеевна 
Фадеева1, Владислав Валентинович 
Минайчев1, Полина Олеговна Теплова1, 2, 
Анатолий Сергеевич Сенотов1
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Россия;

2 � ФГБУН Институт биофизики клетки РАН, Пущино, 
Россия
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Изготовленные из перикарда барьерные мембраны 
(БМ) являются востребованным материалом в стомато-
логии и челюстно-лицевой хирургии. Однако, результаты 
клинического применения этих материалов зачастую 
демонстрируют отсутствие желаемого эффекта и  раз-
витие связанных с  БМ  осложнений, причины которых 
до  сих пор не  изучены. Одновременно с  этим, данные 
последних исследований указывают, что способность 
биоматериалов к интеграции с тканями реципиента яв-
ляется одним из основных факторов успешного восста-
новления дефектов.

Целью данной работы являлась оценка влияния ос-
новных компонентов и  архитектоники внеклеточного 
матрикса (ВКМ) на  биоинтеграцию перикардиальных 
БМ  в  модели гетеротопической имплантации крысам 
в  динамике. По  результатам эксперимента была выяв-
лена специфика биоинтеграции экспериментальных кол-
лагеновых и эластиновых БМ, изготовленных по  разра-
ботанным авторами матрикс-сберегающим протоколам 
децеллюляризации (РФ  № 2678966). В  качестве кон-
троля сравнения использовали коммерческие мембраны 
BioGide (Geistlich Biomaterials, Швейцария) и перикарди-
альные БМ ЦИТО им. Н.Н. Приорова (РФ № 2360690).

Группа экспериментальных образцов показала за-
висимость основных процессов биоинтеграции (степень 
репопуляции, неоваскуляризации и  ремоделирования) 
от  состава и  архитектоники ВКМ БМ. Было показано, 
что эластиновый ВКМ способствует значительно более 
быстрой интеграции БМ с окружающими тканями реци-
пиента, а также индуцирует интенсивную неоваскуляри-
зацию в  области имплантации. Коллагеновые БМ  пока-
зали высокую степень сохранности структуры ВКМ даже 
на поздних сроках имплантации. При этом локализация 
процессов биоинтеграции зависела от  специфической 
архитектоники полярных поверхностей материала. В кон-
трольной группе индуцирующего эффекта на  окружа-
ющие ткани обнаружено не  было. Кроме того, на  более 
поздних сроках имплантации наблюдалось развитие 
выраженной реакции организма на поврежденный ВКМ 
(признаки интенсивной утилизационной резорбции для 
материалов BioGide и развитие асептического кальцино-
за для материалов ЦИТО).

Таким образом, можно сделать вывод, что основной 
причиной развития негативных эффектов в  организме 
является поврежденный в  ходе предимплантационных 
обработок ВКМ БМ. Кроме того, при условии сохранения 

ВКМ, БМ  могут оказывать индуцирующий эффект 
на  процессы регенерации, обусловленный составом 
и спецификой архитектоники ВКМ БМ.

Работа выполнена с  использованием приборной 
базы ЦКП ИТЭБ РАН при финансовой поддержке Фонда 
содействия инновациям.

Разработка эффективной xeno-
free системы для экспансии 
эндометриальных мультипотентных 
мезенхимальных стволовых клеток 
человека
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Михайловна Тодосенко2, Анжела 
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Дмитрий Александрович Зубов1, Светлана 
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Эндометрий человека является структурой, облада-
ющей способностью к  многократной полной регенера-
ции и  реорганизации за  период репродуктивного воз-
раста женщины (более 400 циклов). Даная способность 
обусловлена наличием в  эндометрии пула стволовых/
прогениторных клеток (эпителиальных, мезенхималь-
ных, эндотелиальных и т. д.). Высокий пролиферативный 
и  мультилинейный дифференцировочный потенциал, 
а также иммуномодулирующие свойства и стабильность 
генотипа при экспансии, делают эндометриальные 
мультипотентные мезенхимальные стволовые (стро-
мальные) клетки (эММСК) перспективным объектом для 
использования в  регенеративной медицине. Согласно 
текущим регуляторным требованиям, клиническое ис-
пользование биомедицинских клеточных продуктов 
(БМКП) на  основе эММСК требует их  производства 
в xeno-free условиях. Таким образом, разработка xeno-
free протоколов культивирования является актуальной 
задачей ну  пути разработки и  трансляции в  клиниче-
скую практику БМКП на основе эММСК.

Образцы эндометрия (n  = 10) были получены путем 
биопсии в  пролиферативной фазе менструального цик-
ла у женщин с гипоплазией эндометрия. Во всех случа-
ях было подписано добровольное информированное 
согласие. Возраст пациентов составил 34±3,3  года. 
Фрагменты эндометрия были диссоциированы путем 
ферментативной обработки. Для изучения иммунофе-
нотипа, времени удвоения клеточной популяции (PDT), 
спектра продуцируемых цитокинов, хемокинов, факторов 
роста и  уровня экспрессии генов использовали клеточ-
ные культуры 3  пассажа. В  эксперименте сравнивали 
морфофункциональные показатели культур эММСК 
in  vitro, культивированных на  общепринятой для ММСК 
ростовой среде на основе эмбриональной телячьей сы-
воротки (ЭТС) (контроль), а также на средах с 2% и 5% 
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тромбоцитарного лизата (platelet lysate, PL) без добавле-
ния экзогенных факторов роста.

В  ходе исследования было установлено, что в  куль-
туре эММСК на  П3  относительное количество клеток, 
имеющих классический для ММСК иммунофенотип 
(CD90+CD105+CD73+CD34–CD45–HLA-DR–) не  отлича-
лось в контроле и группах сравнения. Также относитель-
ное количество клеток, позитивных по CD106, CD184, 
CD271, CD325  было на  низком, тогда как количество 
позитивных по CD140b, CD146 было высоким во всех 
группах сравнения. Также было показано, что при куль-
тивировании в  xeno-free условиях наблюдается увели-
чение относительного количества клеток позитивных 
по  CD140a и  снижение позитивных по  CD166. PDT 
в  группе с  2% PL  было значительно ниже, чем в  кон-
троле и группе с 5% PL. Достоверной разницы в значе-
ниях PDT в  контроле и  группе с  5% PL  не  было обна-
ружено. Анализ экспрессии генов SUSD2, ESR-1 и PGR 
показал, что данные гены экспрессируются на  одном 
уровне во всех группах сравнения. В то же время проис-
ходило резкое увеличение уровня экспрессии гена ESR-
2 в группе с 2% PL. Высокий уровень экспрессии генов 
факторов роста наблюдался в  контрольной и  группе 
с 5% PL, тогда как в группе с 2% PL уровень экспрессии 
данных был низким. Мультиплексный анализ секретома 
эММСК показал высокую продукцию IL-1ra, IL-8, IL-9, 
IL-10, IL-15, IL-17, FGF-2, G-CSF, GM-CSF, IFN-β, MCP-
1, TNF-α  в  контрольной и  экспериментальной группах. 
Следует отметить, что в  группе с  2% PL  наблюдался 
самый высокий уровень продукции IL-6  и  эотаксина. 
Продукция VEGF, PDGF-ВВ, RANTES, IL-12  увеличива-
лась в зависимости от концентрации РL. Продукция IP-
10  было значительно снижена в  экспериментальных 
группах по сравнению с контролем.

Обобщая все вышесказанное, наши результаты 
показывают возможность производства БМКП для 
использования в  области регенеративной медицины 
на  основе эММСК, при их  экспансии в  условиях xeno-
free системы и без потери их основных морфофункцио-
нальных свойств.

Разработка биосовместимых 
композиционных материалов, 
адаптированных к технологии 
изготовления персонализированных 
биомедицинских изделий
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Миронов2, Александр Юрьевич Федотов1, 
Владимир Карпович Попов2, Игорь Валерьевич 
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Вадимович Деев4, Сергей Миронович 
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Разработка новых биосовместимых материалов 
и  создание на  их  основе персонализированных биоме-
дицинских изделий  — клеточных и  генно-инженерных 
конструкций, а  также индивидуальных имплантатов 

являются сегодня одними из  важнейших направлений 
развития высокотехнологичного здравоохранения в раз-
витых странах. Представленные исследования направ-
лены на разработку новых композиционных материалов 
сложной химической и  пространственной структуры, 
создание, воспроизведение и  организацию биоактив-
ных минерал-полимерных систем и  каркасных структур 
на их основе. Данный подход основан на разработке мно-
гоуровневых трехмерных конструкций на биополимерных 
темплатах с  последующим биомиметическим синтезом 
кальцийфосфатных фаз с  комплексом специфических 
свойств, таких как, биосовместимость и контролируемое 
высвобождение необходимых элементов для активации 
и поддержания регенеративных процессов организма.

В ходе выполнения исследования были разработаны 
и изучены способы формирования суспензий на основе 
раствора альгината натрия (от 1 до 20 масс. %) и частиц 
октакальциевого фосфата (ОКФ, от  5  до  20  масс. %), 
адаптированных к  трехмерной струйной печати; иссле-
довано влияния способов отверждения (отверждение за-
морозкой, и печать в растворы кислот и хлорида кальция) 
на  процесс формирования и  свойства биополимерных 
матриксов; исследованы механические свойства ма-
триксов (прочность при сжатии, вязкость).

Установлены оптимальные для изготовления мето-
дом трехмерной струйной печати составы композицион-
ных материалов — раствор альгината натрия 3–5 масс. 
% + ОКФ 10–16,7  масс. %. Наилучшими механически-
ми свойствами обладают материалы отверждаемые во-
дным 0,1  М  раствором хлорида кальция  — до  1,2  МПа 
при сжатии.

В  дальнейшем планируется проведение оценки био-
логических свойств разработанных персонализиро-
ванных гибридных композиционных материалов in  vitro 
и in vivo.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского фонда фундаментальных исследований, 
проект № 18-29-11081  мк  «От  биоактивной керамики 
до  персонализированных генно-инженерных конструк-
ций». Доступ к  электронной базе данных научных пу-
бликаций получен в  рамках государственного задания 
№ 075–00746–19–00.

Окислительный стресс при 
остеомиелите после локального 
применения инфракрасного 
облучения и коллагена

Владимир Олегович Золотухин, 
Александр Анатольевич Глухов, 
Александр Алексеевич Андреев

Воронежский государственный медицинский 
университет им.Н.Н. Бурденко, Воронеж, Россия

vladimir.zolotuxin@gmail.com

Цель исследования  — повышение эффективности 
лечения остеомиелита путем применения хирургической 
санации и  инфракрасного облучения гнойного очага, 
коллагена.

Материалы и  методы. Исследование проведено 
на  150  самцах белых крыс линии Wistar c  моделиро-
ванным травматическим остеомиелитом в  5  группах: 
2 контрольных и 3 опытных. В 1 контрольной группе ле-
чение не проводилось. В остальных группах выполнялась 
микромоторная и гидрохирургическая санации гнойного 
очага, которые в 1 опытной группе были дополнены де-
сятимин. ным инфракрасным облучением (длинна волны 
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1060 нм) с расстояния 7 см; во 2 опытной группе — при-
менением коллагена; в  3  опытной группе  — последова-
тельным использованием инфракрасного облучения 
и  коллагена. Для определения выраженности перекис-
ного окисления липидов (ПОЛ) определяли уровни мало-
нового диальдегида (МДА) и  2,4-динитрофенилгидро-
зона (ДФНГ), которые оценивалась на  7, 14, 28, 60, 
90 и 120 сутки исследования.

Результаты исследования. При проведении оцен-
ки степени окислительного стресса в  контрольных 
группах на  протяжении всего времени эксперимента 
снижение показателей МДА и Д ФНГ отсутствовало, 
к  120  суткам показатели остались на  уровне 29,80±
2,98 нмоль/л и 76,65±3,27 ед. опт пл./мл, что суще-
ственно выше нормальных значений. Во 2 контрольной 
группе прослеживалась небольшая положительная ди-
намика, аналогичные показатели снизились с  27,96±
3,21  нмоль/л  и  68,75±3,89  ед. опт пл./мл  на  56,7% 
и 30,2% к 120 суткам соответственно. В 1 и 2 опытных 
группах прослеживалась примерно одинаковая дина-
мика. Показатели этих групп на  начале эксперимента 
были значительно ниже, чем у  1  контрольной группы 
на  том же  этапе на  48,75% и  39,42% соответствен-
но, а к 120 суткам показатели были выше нормальных 
значений на  7,85%. Наилучшие показатели были за-
регистрированы в 3 опытной группе. На 7 сутки в этой 
группе были самые низкие показатели окислительного 
стресса (22,35±2,69  нмоль/л  и  65,95±3,29  ед. опт. 
пл./мл) к 90 суткам исследования данные показатели 
находились в пределах нормальных значений.

Выводы. Применение коллагена в лечении остеоми-
елита приводило к  нормализации показателей окисли-
тельного стресса к 28 суткам исследования, что может 
свидетельствовать о купировании фазы воспаления и на-
ступлении фазы регенерации мягких тканей. Наиболее 
эффективным методом в лечении остеомиелита можно 
считать последовательное применение коротковолново-
го инфракрасного излучения и коллагена.

SPRS-терапия®: коррекция возрастных 
изменений кожи. Паспорт кожи

Вадим Леонидович Зорин, Алла Ивановна 
Зорина, Артур Александрович Исаев

Институт стволовых клеток человека (Human Stem 
Cells Institute), Москва, Россия

zorin@hsci.ru

SPRS-терапия® (от  англ. Service for Personal 
Regeneration of  Skin)  — представляет собой комплекс 
персонифицированных лечебно-диагностических проце-
дур для восстановления кожи с признаками возрастных 
и иных структурных изменений.

Основана SPRS-терапия® на технологии использова-
ния аутологичных фибробластов кожи пациента  — кле-
точной технологии, разрешенной к применению в эстети-
ческой медицине РФ.

На рынок эстетической медицины РФ SPRS-терапия® 
выведена публичной биотехнологической компанией 
ПАО «ИСКЧ» в  январе 2011г. Услуга предоставляется 
через косметологические клиники (сотрудничество с кли-
никами в 18 городах РФ) и к настоящему времени общее 
количество пациентов составляет более 1000, при этом 
более 80% пациентов после терапии кожи одной области 
обратилось повторно для лечения кожи других областей.

Результаты проведенных исследований позво-
лили заключить, что после трансплантации в  кожу 

культивированные аутофибробласты полноценно ин-
тегрируются в  дерму, их  биосинтетическая активность 
сохраняется не  менее 12  месяцев. Как следствие на-
блюдается ремоделирование микроструктуры дермы, 
выражающееся в увеличении содержания в ней коллаге-
новых волокон, увеличении гидратации и  толщины дер-
мы, усилении функциональной гемомикроциркуляции. 
Клинически перечисленные изменения в  микрострукту-
ре дермы проявляются увеличением упругости, эластич-
ности и толщины кожи, уменьшением количества и глу-
бины морщин. Клинический эффект имеет нарастающий 
(на  протяжении 6–8  месяцев) характер и  сохраняется 
как минимум в течение 2-х лет.

Результаты постмаркетинговых исследований, про-
веденных через год после применения технологии в кли-
никах, подтвердили безопасность и  клиническую эф-
фективность применения SPRS-терапии® для коррекции 
возрастных изменений кожи.

SPRS-терапия® включает также:
•	 банкирование аутофибробластов кожи пациентов 

(SPRS-банк), представляющий собой матричный 
банк аутофибробластов кожи пациента, заморо-
женных по специальной технологии и хранящихся 
в индивидуальных ячейках криохранилища в жид-
ком азоте (эти клетки могут быть разморожены 
при необходимости и использованы для производ-
ства SPRS-препарата);

•	 пределение регенераторного потенциала кожи 
пациента («Паспорт кожи®»), представляющий со-
бой характеристику регенераторного и  пролифе-
ративного потенциалов популяции фибробластов 
кожи пациента. На основании полученных данных 
разрабатываются рекомендации, позволяющие 
врачу-косметологу составить индивидуальную 
(безопасную и эффективную) программу по уходу 
за кожей для каждого пациента.

Воздействие поляризующих факторов 
на экспрессионный профиль 
и иммуномодулирующие свойства 
мезенхимальных стромальных 
клеток жировой ткани

Екатерина Сергеевна Зубкова, Юрий 
Сергеевич Стафеев, Светлана Сергеевна 
Мичурина, Михаил Юрьевич Меньшиков

ФГБУ «НМИЦ кардиологии» Минздрава России, 
Москва, Россия

cat.zubkova@gmail.com

Применение мезенхимальных стромальных клеток 
жировой ткани (МСКЖТ) для восстановления функции 
поврежденных органов находит широкое применение 
в регенеративной медицине, однако существенно затруд-
нено гетерогенностью их  состава, значимо снижающей 
их жизнеспособность и эффективность их паракринного 
воздействия на пораженную ткань. Один из современных 
подходов к преодолению этого препятствия заключается 
в  поляризации клеточных субпопуляций в  конкретный 
фенотип под воздействием цитокинов и других факторов, 
активирующих рецепторы и передачу сигнала в клетки.

В нашем исследовании мы осуществили поляризацию 
МСКЖТ факторами, влияющими на  воспалительный 
сигналинг и функциональные свойства клеток, с последу-
ющей верификацией их экспрессионного профиля и спо-
собности воздействовать на  поляризацию макрофагов 
периферической крови. Оценка, проведенная методом 



МОСКВА, 20–23 НОЯБРЯ 2019 г. 99

Гены & Клетки  XIV, Приложение, 2019

ПЦР в реальном времени, показала, что клетки, обрабо-
танные бактериальным липополисахаридом (ЛПС), ин-
терлейкином-17, фактором некроза опухолей-α (ФНО-α), 
экспрессируют преимущественно провоспалительные 
факторы и  цитокины, а  после обработки полиинозино-
вой-полицитидиновой кислотой, интерлейкином-4 (ИЛ-
4) и  α-фетопротеином  — противовоспалительные фак-
торы. Макрофаги крови, поляризовали в  М1-фенотип 
в присутствии ЛПС и ИНФ-γ и в М2 -в присутствии ИЛ-4, 
оценку эффективности поляризации проводили методом 
проточной цитофлуориметрии по  экспрессии маркера 
М1  фенотипа- CD80, и  М2-фенотипа -CD206. Далее 
мы  оценили возможность паракринного воздействия 
МСКЖТ на поляризацию интактных макрофагов и пока-
зали, что кондиционированные среды мезенхимальных 
стромальных клеток, прединкубированных в присутствии 
ИЛ-4, вызывают усиление экспрессии CD206, аналогич-
ное наблюдаемому в  М2  макрофагах. Среды МСКЖТ, 
поляризованных в  присутствии ЛПС или ФНО-α, повы-
шали экспрессию в макрофагах антигена CD80, анало-
гичное наблюдаемому в  М1  макрофагах. В  остальных 
случаях выраженного паракринного влияния МСКЖТ 
на  поляризацию макрофагов выявлено не  было. Таким 
образом, проведенное нами исследование показало, что 
поляризация МСКЖТ по провоспалительному или проти-
вовоспалительному пути позволяет получить клеточные 
субпопуляции, оказывающие разнонаправленное моду-
лирующее воздействие на поляризацию макрофагов.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
№ 18-015-00398.

Тканевая инженерия костной 
ткани — клеточные и молекулярные 
механизмы

Дмитрий Александрович Зубов1, Роман 
Геннадьевич Васильев1, Анжела Евгеньевна 
Родниченко1, Владимир Михайлович Оксимец2, 
Алена Васильевна Злацкая1, Ольга Сергеевна 
Губарь3, Инна Михайловна Гордиенко4, 
Вероника Евгеньевна Хаджинова1

1 � Лаборатория прикладных биотехнологий, 
ГУ «Институт генетической и регенеративной 
медицины НАМН Украины», Киев, Украина;

2 � ГУ «Институт неотложной и восстановительной 
хирургии им. В.К. Гусака НАМН Украины», Киев, 
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3 � Институт молекулярной биологии и генетики НАН 
Украины, Киев, Украина;
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У  человека костная ткань обладает уникальной спо-
собностью к репаративной регенерации без формирова-
ния рубцовой ткани при дефектах ограниченного объема. 
Для восстановления кости в  случае ее  неспособности 
к  самостоятельной репаративной регенерации суще-
ствуют различные подходы и методы, имеющую высокую 
клиническую эффективность: метод дистракционного 
остеогенеза по  Илизарову, костная ауто- и  аллопласти-
ка, имплантация синтетических костнопластических ма-
териалов и др. Однако в ряде случаев (переломы вслед-
ствие высокоэнергетической травмы, включая боевые 
ранения; аваскулярные некрозы головки бедренной ко-
сти и таранной кости; обширные дефекты критического 

размера и  т. д.) использование существующих методов 
восстановления костной ткани имеет низкую клиниче-
скую эффективность, либо приводит к  неудовлетвори-
тельным результатам. Высокая социальная и  экономи-
ческая значимость проблемы лечения пострадавших 
с нарушениями репаративного остеогенеза и дефектами 
костной ткани критического размера делает актуальным 
разработку новых подходов, основанных на  принципах 
регенеративной медицины, к которым можно отнести ис-
пользование наноматериалов, клеточную и генную тера-
пию, тканевую инженерию.

Целью исследования было изучение ex  vivo клеточ-
ных и  молекулярных механизмов ангио- и  остеогенеза 
с  использованием ко-культуры различных типов клеток 
человека: костномозговые ММСК (КМ-ММСК); перио-
стальные прогениторные клетки (ППК) и  эндотелиаль-
ные прогениторные клетки из  периферической крови 
(ЭПК), а  также оценка клинической эффективности 
трансплантации разработанного трехмерного тканеин-
женерного эквивалента кости (3D-ТИЭК) для восстанов-
ления дефектов кости критического размера у  постра-
давших с  боевой травмой (WO  2017/078654; PCT/
UA2016/000128; ClinicalTrials.gov ID: NCT03103295).

В результате исследований in vitro было выявлено, что 
на  уровне мРНК экспрессия генов, участвующих в  про-
цессах пролиферации, остеогенной дифференцировки, 
выживания и ангиогенеза, была обнаружена в некомми-
тированных монокультурах КМ-ММСК, ППК и  ЭПК; мо-
нокультуры всех трех клеточных типов экспрессировали 
факторы роста семейства BMP, необходимые для фор-
мирования кости. КМ-ММСК и ППК также экспрессиро-
вали ключевые факторы, контролирующие остеогенез: 
RUNX2, ALP, OCN и  SPP1/OPN. Совместное культиви-
рование КМ-ММСК, ППК и ЭПК в различных соотноше-
ниях значительно усиливает остеогенез (по  экспрессии 
остеогенных маркеров на уровне мРНК, продукции фак-
торов роста и  компонентов внеклеточного матрикса 
на белковом уровне и в соответствии с изменением им-
мунофенотипа клеток), что наиболее выражено в группах 
ЭПК+КМ-ММСК (1:1), ППК+КМ-ММСК (1:1) и ППК+КМ-
ММСК (3:1) на  7-е  сутки ко-культивирования. ЭПК, 
ко-культивированные в  прямом контакте с  КМ-ММСК 
или ППК, усиливали остеогенные процессы in  vitro, со-
гласно изученным морфофункциональным свойствам 
ко-культур. В  тоже время КМ-ММСК и  ППК стимулиро-
вали процессы пролиферации ЭПК (на  ранних этапах 
ко-культивирования), а на поздних этапах усиливали про-
цессы дифференцировки и  формирования 3D капилля-
роподобных структур эндотелиальными клетками.

Для изготовления 3D-ТИЭК в  качестве скэффол-
да был использован частично деминерализованный 
алло- или ксеногенный костный матрикс в  комбина-
ции с  фибриновым гелем из  плазмы крови человека. 
3D-конструкция засевалась аутологичными культивиро-
ванными КМ-ММСК в смеси с ППК и ЭПК. Качественные 
и  функциональные критерии 3D-ТИЭК и  его активных 
компонентов включали: инфекционный скрининг донора 
и клеточной культуры, иммунофенотипирование (проточ-
ная цитометрия), кариотипирование, функциональные 
тесты (анализ КОЕ, направленная мультилинейная диф-
ференцировка, оценка жизнеспособности и распределе-
ния клеток с помощью комбинированного окрашивания 
3D-ТИЭК с помощью FDA/PI).

Восстановление костной ткани с  использованием 
3D-ТИЭК было осуществлено у 50 пострадавших в бою 
с 52 костными дефектами конечностей различной лока-
лизации. Также наш биомедицинский клеточный продукт 
был использован для лечения аваскулярных некрозов 
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таранной кости (3  пациента) и  головки бедренной ко-
сти (5  пациентов). Восстановление дефектов кости на-
блюдалось через 6  месяцев после операции и  оцени-
валось с  помощью рентгенологического исследования. 
Результаты лечения можно клинически рассматривать, 
как: хорошие  — формирование костной ткани с  восста-
новлением целостности костных сегментов конечности 
в  течение 4–6  месяцев после операции; удовлетвори-
тельные  — пациенты, у  которых произошел частичный 
лизис эквивалента в  зоне трансплантации, но  костная 
ткань сформировалась; а  также пациенты, у  которых 
произошла задержка (более 6  месяцев) формирования 
костной ткани после операции; неудовлетворительные — 
пациенты, у которых произошел полный лизис 3D-ТИЭК. 
Гистологический анализ образцов с хорошими результа-
тами лечения, полученных через 3 месяца после опера-
ции, выявил формирование незрелой костной ткани.

Разработанный нами биомедицинский клеточный 
продукт (3D-ТИЭК) показал высокую клиническую эф-
фективность при восстановлении костных дефектов 
критического размера с  высокоэнергетическим меха-
низмом травмы и при лечении аваскулярных некрозов го-
ловки бедренной кости и таранной кости. Использование 
3D-ТИЭК стимулирует репаративный остеогенез, по-
зволяет восстановить целостность поврежденной кости, 
сформировать костную ткань в месте дефекта и значи-
тельно сократить период реабилитации пациента.

Перспектива использования 
сфероидов из меланоцитов в качестве 
тест-системы in vitro

Ирина Михайловна Зурина1–3, Анастасия 
Алексеевна Горкун1–3, Екатерина Витальевна 
Джуссоева1, Настасья Владимировна 
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1 � ФГБНУ НИИ Общей патологии и патофизиологии, 
Москва, Россия;

2 � Институт регенеративной медицины, ФГАОУ 
ВО Первый МГМУ им. И.М. Сеченова Минздрава 
России (Сеченовский Университет), Москва, 
Россия;

3 � ФГБОУ ДПО «Российская медицинская академия 
непрерывного профессионального образования» 
Минздрава России, Москва, Россия;

4 � Биологический факультет, МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

izurina@gmail.com

Пигментация кожи является результатом синтеза 
меланина в  меланоцитах. Нарушение регуляции этого 
процесса может привести к  потере или усилению пиг-
ментации. Разработка и  тестирование препаратов для 
контроля пигментации кожи требует использования про-
стых моделей in vitro. В монослойных культурах длитель-
ное поддержание функциональной активности клеток 
затруднено. 3D культивирование клеток в виде сферои-
дов, напротив, позволяет сохранять их  первоначальный 
фенотип и  функциональность. Целью настоящего ис-
следования стало получение и  характеристика сферои-
дов из меланоцитов и сравнение их свойств как модели 
с коммерческим эквивалентом кожи.

Исследование проводили на  культуре меланоцитов 
кожи человека (CELL Applications) и тканевых эквивален-
тах кожи Меланодерм (MatTek Corporation). Клетки куль-
тивировали в монослое до 4 пассажа, далее помещали 

в  агарозные планшеты с  микролунками (Microtissue, 
США). Меланодерм культивировали на  специаль-
ных вставках в  планшеты. Культивировали сфероиды 
и  Меланодерм либо в  ростовой среде, либо в  присут-
ствии фукоксантина (осветляющий агент в  косметоло-
гии) в течение 7 сут., затем анализировали методами фо-
тометрии, иммуноцитохимии и ПЦР в реальном времени.

В 2D культуре клетки синтезировали меланин, его коли-
чество снижалось к 4 пассажу. В 3D условиях меланоциты 
формировали компактные структуры — сфероиды, в кото-
рых количество меланина увеличивалось в течение 7 суток. 
Экспрессия транскрипционных факторов, регулирующих 
меланогенез, gp100  и  MITF в  клетках сфероидов увели-
чивалась, достигая максимума к  7  суткам. Экспрессия 
So×10  увеличивалась незначительно. Кроме того, была 
выявлена экспрессия генов фермента меланогенеза ти-
розиназы (TYR) и рецептора, регулирующего синтез мела-
нина, MCR1, которая сохранялась на протяжении 7 суток 
культивирования. Таким образом, в сфероидах поддержи-
валась функциональная активность меланоцитов, сравни-
мая по выраженнсти с многослойным эквивалентом кожи.

Культивирование сфероидов из  меланоцитов и  эк-
вивалентов в  присутствии фукоксантина приводило 
к  снижению уровня меланина, уменьшению экспрессии 
gp100, MITF и  TYR, ингибируя созревание меланосом 
и синтез меланина.

Полученные данные свидетельствуют о  том, что 3D 
система культивирования способна в  течение длитель-
ного времени поддерживать функциональную актив-
ность меланоцитов. Сфероиды могут быть использованы 
в  качестве удобной и  доступной тест-системы для ис-
следования эффективности лекарственных препаратов, 
а также как клеточные модули для тканевой инженерии 
эквивалентов кожи.

Гетерологическая сенситизация 
альфа1А-адренорецепторов 
под действием серотонина 
в мезенхимных стромальных клетках

Анастасия Михайловна Иванова, Вадим 
Игоревич Чечехин, Петр Алексеевич Тюрин-
Кузьмин, Наталья Игоревна Калинина

Факультет фундаментальной медицины, МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия
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Мезенхимные стромальные клетки (МСК) входят 
в состав соединительной ткани и играют ключевую роль 
в процессах ее репарации, регенерации и поддержании 
гомеостаза. Данные клетки, секретируя множество пара-
кринных факторов, регулируют множество функций тка-
ни, а также способны дифференцироваться в остеобла-
сты, хондробласты, адипоциты и  миоциты. Ключевыми 
регуляторами функциональной активности МСК явля-
ются серотонин и норадреналин. Ранее мы показали, что 
норадреналин регулирует функциональную активность 
МСК, изменяя их  чувствительность к  норадреналину 
при помощи феномена гетерологической сенситизации 
α1А-адренорецепторов. При стимуляции сигнального 
пути β-адренорецепторы/Gs-белок/аденилатциклаза/
cAMPпроисходит транзиторное повышение уровня экс-
прессии α1А-адренергических рецепторов и их сопряже-
ние с кальций-зависимой внутриклеточной сигнализаци-
ей. Как следствие, через 6 часов после стимуляции МСК 
норадреналином наблюдается повышение чувствитель-
ности клеток к этому гормону.
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В данной работе мы изучали, как влияют такие нейро-
медиаторы, как серотонин и норадреналин, на функцио-
нальную активность МСК. На первом этапе выяснили, ка-
кие изоформы рецепторов норадреналина и серотонина, 
сопряженные с Gs-белком и синтезом цАМФ, экспресси-
руются в МСК. Методом ПЦР мы установили, что в МСК 
экспрессируются мРНК рецепторов серотонина (HTR6, 
HTR7), и на уровне белка β1-, β2- и β3-адренорецепторы. 
Для выяснения потенциала регуляции гормональной чув-
ствительности клеток мы стимулировали МСК серотони-
ном или норадреналином и через 6 часов анализировали 
их  чувствительность к  норадреналину. Мы  установили, 
что серотонин подобно норадреналину транзиторно по-
вышает число клеток, отвечающих на  норадреналин. 
Путем вестерн-блоттинга мы установили, что через 6 ча-
сов после стимуляции серотонином в  МСК повышает-
ся уровень экспрессии α1А-адренорецепторов. Также 
мы показали с помощью ингибиторного анализа и ИФА, 
что серотонин и  норадреналин имеют различные сиг-
нальные механизмы гетерологической сенситизации. 
В  случае норадреналина повышение экспрессии α1А-
адренорецепторов не связано с активацией CREBиEPAC.

Таким образом, сопряжение адренергических рецеп-
торов с  кальциевой сигнализацией за  счет повышения 
уровня экспрессии α1А-адренорецепторов в  МСК при 
действии серотонина регулируется путем HTR6/Gs-
белок/аденилатциклаза/cAMP/PKA/CREBи EPAC.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке гранта РФФИ в  рамках научного проекта 
№ 18-015-00421 (ингибиторный анализ и  кальциевая 
сигнализация).

Исследование дифференциальной 
экспрессии и сигнальных путей 
в скелетной мускулатуре пациентов 
с ХСН после физической реабилитации
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Хроническая сердечная недостаточность (ХСН) являет-
ся одним из самых распространённых заболеваний в мире. 
Одним из  следствий ХСН является потеря функциональ-
ности мышечной ткани, характеризующееся атрофией, из-
менением типа миофибрилл, нарушением метаболизма. 
С  другой стороны, физические упражнения являются эф-
фективным методом лечения больных ХСН и повышения то-
лерантности к физической нагрузке. Однако, молекулярные 
механизмы, ответственные за  восстановление скелетной 
мускулатуры при физических упражнениях остаются неиз-
вестными. Цель работы — исследовать дифференциальную 
экспрессию генов и сигнальные пути в мышечной ткани па-
циентов с ХСН, прошедших физическую реабилитацию.

Методы. Биопсии скелетной мускулатуры трех паци-
ентов были собраны до и после 12 недельного периода 
упражнений (6  шт.). Из  образцов была выделена РНК 
и  секвенирована на  Illumina MiSeq. Полученные данные 
были обработаны в R Studio с использованием пакетов 
DESeq2 для анализа дифференциальной экспрессии ге-
нов (ДЕГ) до и после физических упражнений и fgsea для 
анализа сигнальных путей; контроль частоты ложных от-
крытий (FDR) был 0.1. В качестве клеточной модели ре-
генерации скелетной мускулатуры была выбрана линия 
миобластов C2C12; мышечная дифференцировка запу-
скалась средой с 2% лошадиной сывороткой; РНК была 
выделена на  д0  и  д4  и  секвенирована. ДЕГ, найденные 
в мышечной ткани пациентов с ХСН и клеточной модели 
сравнивались между собой.

Результаты. Физические тренировки пациентов 
с  ХСН привели к  повышению толерантности к  физи-
ческой нагрузке. РНК-секвенирование биопсий вы-
явило 26  сигнальных путей, активированных после 
физических упражнений. Обнаруженные ДЕГ и  пути 
отвечают за  активацию регенерации мышечной 
ткани, дифференцировку стволовых клеток (MEF2, 
MyoD, HSP90, IER5), сокращение и релаксацию мышц 
(MYH7, ACTA1, TNNT1, MYOM1), структуру миофи-
брилл (ACTB, ACTG1, GSC, FLNC, PLEC, KLHL40), ме-
ханотрансдукцию (CYR61), функции митохондрий 
(SLC25A4, NDUFS3, LYRM7, ND6). Клеточная модель 
для исследования регенерации скелетной мускулату-
ры С2С12  показала активацию таких же  сигнальных 
путей при запуске дифференцировки; экспрессия ДЕГ, 
найденных в мышцах пациентов, была также повыше-
на в дифференцированных миобластах С2С12. Данная 
работа описывает дифференциальную экспрессию ге-
нов и сигнальные пути в скелетной мускулатуре паци-
ентов с ХСН, прошедших физическую реабилитацию.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РНФ № 16-15-10178-П.
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на Земле
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В недавних исследованиях выявлены значимые мор-
фологические и  функциональные изменения в  спин-
ном мозге, развивающихся в  условиях гипогравитации 
во  время космического полета. Наиболее широко ис-
пользуемой моделью для изучения влияния эффектов 
невесомости на Земле является модель антиортостати-
ческого вывешивания, которая воспроизводит эффекты 
безопорности для заднего пояса конечностей грызунов.

В настоящем исследовании была изучена экспрессия 
генов, кодирующих синаптические белки возбуждающих 
(холинергической [Chat, Chrm1], глутаматергической 
[Slc17a7, Grin2a]) и тормозных (глицинергической [Glra1, 
Glyt2] и ГАМКергической [Gad67, Gabra2]) нейромедиа-
торных систем в шейном и поясничном отделах спинного 
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мозга мышей после 30 суток антиортостатического вы-
вешивания и 7 суток последующего восстановления.

Эксперименты проведены на  половозрелых мышах-
самцах линии BALB/c. Животные были разделены 
на  3  группы: «Вывешивание» — мыши, находившиеся 
в условиях опорной разгрузки задних конечностей в те-
чение 30 суток (n=5); «Восстановление» — мыши после 
опорной разгрузки задних конечностей в течение 30 су-
ток с последующим восстановлением в течение 7 суток 
(n=5); «Контроль» — мыши, содержавшиеся в  стандарт-
ных условиях вивария (n=5). Спинной мозг из позвоноч-
ного столба выделяли способом гидравлического вы-
давливания, общую РНК экстрагировали из поясничного 
и шейного утолщений. Экспрессию генов изучали с помо-
щью ПЦР в реальном времени. Анализ полученных дан-
ных проводили в  среде для статистических вычислений 
R 3.4.4. Для расчета относительной экспрессии целевых 
генов с учетом значений, полученных для референсного 
гена Gapdh, применяли метод ΔΔCt.

Количественный анализ уровня экспрессии генов, ко-
дирующих синаптические белки возбуждающих и тормоз-
ных нейромедиаторных систем, не выявил статистически 
значимых отличий между группами «Вывешивание» 
и «Восстановление» по отношению к группе «Контроль», 
как в шейном, так и в поясничном отделе спинного мозга.

Таким образом, проведенное исследование свиде-
тельствуют о нейропластичности спинного мозга мышей 
в  условиях антиортостатического вывешивания. Кроме 
того, сравнительный анализ данных настоящей работы 
с полученными нами ранее результатами об экспрессии 
генов нейромедиаторных систем в условиях космическо-
го полета дает основание полагать, что активность дан-
ной группы генов не зависит от безопорности, но может 
быть связана с другими факторами.

Исследование поддержано грантом РФФИ 
№ 18-315-00402.
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В  настоящее время лечение околочелюстных флег-
мон заключается в  обеспечении оттока гнойного отде-
ляемого, санации полости и антибактериальной терапии. 
Однако, медиастинит, тромбоз мозговых вен, абсцесс 
головного мозга и  сепсис являются частыми ослож-
нениями данной патологии, ведущими к  инвалидности 
и смерти пациентов. В этой связи для разработки новых 
эффективных способов терапии флегмоны необходимо 
использовать адекватную экспериментальную модель 
флегмоны околочелюстной области на животных.

В данной работе околочелюстную флегмону модели-
ровали у крыс-самцов линии Wistar массой 180–220 г. 
Для этого интактной крысе под надкостницу нижней 

челюсти с  вестибулярной поверхности в  области мо-
ляров однократно вводили 0,2  мл  перитонеального 
гнойного экссудата, полученного от  другого животного 
(крысы) в  результате моделирования эксперименталь-
ного перитонита. Микробиологический анализ перито-
неального гнойного экссудата обнаружил 2×10 9 микроб-
ных тел (Candida albicans, Escherichia coli, Stafilococcus 
aureus, Proteus vulgaris, Enterococcus faecalis) в  1  мл. 
На 3–4 сутки после введения инфицирующего субстра-
та у  подопытных крыс в  околоушно-жевательной и  под-
нижнечелюстной областях развивалась флегмона. При 
вскрытии из созревшей флегмоны выделялось гнойное 
содержимое, при санации в  ране открывалась поверх-
ность кости нижней челюсти. Поверхностные шейные 
лимфатические узлы увеличены на  обеих сторонах. 
В крови выявлен лейкоцитоз с признаками лимфоцито-
пении и  выраженным моноцитозом. При гистологиче-
ском исследовании в регионарных лимфатических узлах 
установлены признаки острого гнойного лимфаденита. 
При этом в  тимусе и  селезенке существенных патоло-
гических изменений не  обнаружено. По  предлагаемому 
способу околочелюстная флегмона развилась в  100% 
случаев (у всех 30 подопытных крыс).

Таким образом, предлагаемый способ обеспечивает 
моделирование околочелюстной флегмоны без пред-
варительного снижения иммунитета лабораторного жи-
вотного и позволяет получить патогномоничную модель 
околочелюстной флегмоны, которая может быть исполь-
зована для изучения эффективности и механизмов дей-
ствия новых способов лечения гнойно-воспалительных 
заболеваний челюстно-лицевой области, а  именно око-
лочелюстной флегмоны.

Работа выполнена в  рамках программы 50  луч-
ших идей для Республики Татарстан в  номинации 
«Молодежный инновационный проект» по  проекту 
«Разработка генно-клеточной терапии гнойно-воспали-
тельных заболеваний челюстно-лицевой области».
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Важным компонентом в доклинических испытаниях 
новых методов терапии ишемического инсульта явля-
ется моделирование ишемических повреждений голов-
ного мозга на  животных. Однако многочисленные не-
удачи клинических исследований нейропротекторных, 
тромболитических и других способов лечения инсульта, 
прошедших успешные доклинические исследования 
в моделях ишемии на мелких лабораторных животных, 
поставили под сомнение возможность прямой транс-
ляции полученных результатов на  человека. Поэтому, 
прежде чем приступить к  клиническим испытаниям 
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новых методов лечения инсульта на  людях, является 
целесообразным использовать крупных лаборатор-
ных животных для экспериментальных исследований. 
Среди известных модельных организмов мини-свиньи 
считаются наиболее оптимальными животными для до-
клинических испытаний.

В  настоящем исследовании для моделирования 
ишемии головного мозга методом постоянной окклю-
зии средней мозговой артерии мы использовали самок 
мини-свиней (n=4) породы вьетнамские вислобрюхие 
возрастом 4–5 месяцев и весом 25–30 кг. Доступ к го-
ловному мозгу осуществляли под ингаляционной ане-
стезией через лобно-височную трепанацию около края 
глазницы с  резекцией скуловой дуги. Под операцион-
ным микроскопом среднюю мозговую артерию коагули-
ровали в месте отхождения от виллизиева круга с помо-
щью биполярного пинцета.

В послеоперационном периоде в течение недели ана-
лиз поведенческих тестов выявил двигательные и  чув-
ствительные нарушения в  задних конечностях. Через 
7 суток после моделирования инсульта подопытных жи-
вотных подвергали эвтаназии, головной мозг выделяли 
из  черепной коробки для морфологического исследо-
вания. Макроскопический и  микроскопический анализ 
головного мозга обнаружил очаговый ишемический 
инфаркт мозга, затрагивающий теменную и  височные 
доли. Таким образом, результаты поведенческих тестов 
и  морфологического исследования выявили характер-
ные и  воспроизводимые морфо-функциональные нару-
шения головного мозга у мини-свиней через неделю по-
сле окклюзии средней мозговой артерии.

Разработанный нами способ моделирования ише-
мического инсульта головного мозга у  мини-свиньи по-
зволяет получить инфаркт мозга ограниченного объема 
в  заданной области и  может быть использован для до-
клинических исследований новых методов терапии ише-
мического инсульта с последующей трансляцией на кли-
нические испытания.

Работа выполнена при поддержке гранта Российского 
научного фонда № 19-75-10030.
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На сегодняшний день эффективных методов терапии 
травмы спинного мозга (ТСМ) не существует. Поиск но-
вых способов лечения ТСМ и  их  испытания на  крупных 
лабораторных животных являются одной из  актуальных 

проблем, как неврологии, так и регенеративной медици-
ны. В  данной работе изучена эффективность клеточно-
опосредованной генной терапии (ГТ) в сочетании с эпи-
дуральной электростимуляцией (ЭС) у мини-свиней после 
моделирования ТСМ.

Подопытным мини-свиньям с  ТСМ на  уровне Th8 
(n=2) через 4  ч  после операции интратекально вводи-
ли генно-модифицированные мононуклеарные клетки 
крови пуповины человека, одновременно продуциру-
ющие рекомбинантные сосудистый эндотелиальный 
фактор роста, глиальный нейротрофический фактор 
и  нейрональную молекулу клеточной адгезии. ЭС  на-
чинали через 2  недели после нанесения нейротравмы 
и проводили выше места повреждения на уровне С5 для 
стимулирования роста аксонов через эпицентр травмы 
и  ниже  — на  уровне L2  для возбуждения генераторов 
центрального паттерна. Для ЭС использовали электро-
стимулятор Digitimer DS7А, сила тока варьировала 
от 7 мА до 15 мА, частота 25–30 Hz. Контрольным жи-
вотным после моделирования ТСМ (n=2) интратекально 
вводили физиологический раствор.

Через 2  месяца после моделирования ТСМ анализ 
кинематики суставов во  время ЭС  выявил, что объем 
движений в  голеностопном суставе подопытных мини-
свиней приблизился к  значениям интактных животных. 
Поведенческий тест, оценивающий состояние мини-
свиней после ТСМ грудного отдела, также выявил луч-
ший показатель восстановления двигательной функ-
ции у  подопытных животных. Электрофизиологическое 
исследование m.soleus, показало, что у  контрольных 
животных моторный (М) ответ имел несколько фаз, 
а  рефлекторный (Н) ответ отсутствовал. В  терапевти-
ческой группе М- и  Н-ответы имели стандартную фор-
му. Морфометрический анализ объема патологических 
полостей в  сером веществе спинного мозга выявил 
большую сохранность ткани у  подопытных мини-свиней 
по сравнению с контрольными. Иммунофлуоресцентный 
анализ выявил меньшее количество Caspase3+-клеток 
и  больший уровень экспрессии Hsp27, синаптофизина 
и PSD95 у подопытных мини-свиней.

Таким образом, полученные данные свидетельствуют 
о положительном эффекте ЭС в сочетании с ГТ на мор-
фо-функциональное восстановление спинного мозга 
у мини-свиней с ТСМ и могут явиться основой для разра-
ботки клинического протокола лечения ТСМ у человека 
с помощью комбинированной электро- и генной терапии.

Исследование поддержано грантом Российского на-
учного фонда № 16-15-00010.
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Трехмерные культуры опухолевых клеток преодолева-
ют ограничения традиционно используемых монослой-
ных культур и воссоздают такие основные характеристи-
ки опухолей, как пространственные градиенты кислорода, 
факторов роста и метаболитов и наличие некротических, 
гипоксических, покоящихся и пролиферативных клеток.

Целью исследования было доказать преимущество 
3D-модели над 2D-моделью с  целью дальнейшего ин-
тегрирования in  vitro модели опухолевых сфероидов 
в  схему разработки противораковых лекарственных 
средств и использования первичных опухолевых клеток 
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в  исследованиях скрининга лекарств для реализации 
персонифицированного лечения рака.

Материалы и методы. В рамках исследования были 
получены многоклеточные сфероиды, сгенерированные 
из суспензии отдельных клеток иммортализованной кле-
точной линии аденокарциномы молочной железы чело-
века MCF-7 в сыворотке. Микрокапсулы с мультиклеточ-
ными опухолевыми сфероидами (МОС) инкубировались 
в  24-луночных планшетах с  Метотрексатом в  течение 
48 часов. В качестве контроля использовали монослой-
ную культуру MCF-7 (105  кл. в  лунке). Количественная 
оценка выживших клеток производилась с помощью кра-
сителя трипанового синего в камере Фукса-Розенталя.

Результаты. При концентрации Метотрексата 
100  нМ  выживаемость жизнеспособных клеток в  кон-
троле была вдвое меньше по  сравнению с  таковой для 
МОС. Была также произведена оценка цитотоксического 
действия Капецитабина в зависимости от размера МОС. 
При концентрации Метотрексата 100  нМ  количество 
живых клеток составило 65 и 88% для сфероидов раз-
мером 150  и  300  мкм, соответственно, в  то  время как 
в контроле это значение составило только 35%.

Выводы. По  сравнению с  монослойными культура-
ми раковые клетки в трехмерных сфероидных культурах 
демонстрируют большую устойчивость к  цитотоксиче-
ским препаратам, причем цитотоксическое действие 
Метотрексата уменьшается с  увеличением размера 
МОС. В  связи с  этим, трехмерные опухолевые модели 
представляют собой ценный «инструмент» для исследо-
вания рака в контексте с drug discovery.

Резорбируемая биокерамика 
в системе Ca2P2O7– Mg2P2O7, 
полученная с использованием 
стереолитографической печати 
с заданной архитектурой порового 
пространства
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В реконструктивно-восстановительной хирургии и ор-
топедии необходимы костные имплантаты нового по-
коления, предназначенные для ремоделирования кости 
в области дефекта сложной формы.

Учитывая, что процесс ремоделирования зависит 
от  непростого сигнального пути между остеобластами, 
остеокластами и контроля механизмов гомеостаза (диф-
ференцировка и т. д.), и неорганическая часть человече-
ской кости состоит в основном из гидроксиапатита (HAP: 
Ca10(PO4)6(OH)2) и витлокита (WH: Ca18Mg2(HPO4)2(PO4)12). 
При создании костных имплантатов неорганической при-
роды возникает большой интерес к  материалам на  ос-
нове биорезорбируемых фаз, где катион магния вкупе 
с конденсированными фосфат-ионами может повторять 

раннюю стадию регенерации кости за счёт стимулирова-
ния остеогенной дифференцировки, запрещения остео-
кластической активности и превращения в механически 
улучшенные ткани гидроксиапатита (HAP)-neo при не-
прерывном поступлении. Тем самым повысить предел 
и  скорость резорбируемости можно за  счёт введения 
в состав фаз в системе Ca2P2O7 — Mg2P2O7.

Придать же  материалу остеоиндуктивность, способ-
ность к адгезии и соединению остеогенных клеток, удер-
жанию процессов их  разрастания и  дифференцировки, 
можно за счёт шероховатости поверхности и пористости. 
Так, с  помощью современной аддитивной технологии 
в минимальные сроки получается физический трёхмер-
ный объект практически любой архитектуры из компью-
терной модели, выполненной с использованием систем 
автоматизированного проектирования. Данный подход 
при получении резорбируемой биокерамики в  системе 
Ca2P2O7– Mg2P2O7  пригоден для создания остеокон-
дуктивного макропористого материала, обладающего 
достаточной прочностью и  способного поддерживать 
прорастание в  имплантат новообразованной кости, 
благодаря специальной архитектуре каркаса, в  которой 
до 80% всего объёма — связанные поры.

Для биомедицинских применений проведены токси-
кологические исследования полученного материала для 
определения его безопасности (цитотоксичности), иссле-
дована биорезорбируемость, остеокондуктивность при 
внедрении прототипа в дефект костной ткани лаборатор-
ных животных. В результате данная разработка позволя-
ет создавать костные имплантаты для лечения дефектов 
костной ткани в  виде неорганической основы конструк-
ций персонализированной костно-тканевой инженерии.

Работа выполнена при поддержке проекта № 19-
38-9027419  Российского Фонда Фундаментальных 
Исследований.
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В последние годы в литературе появляется множество 
данных о  влиянии стромально-васкулярной клеточной 
фракции (СВКФ) на выживаемость микрохирургических 
кожных лоскутов в  эксперименте, путем паракринной 
стимуляции неоангиогенеза.

Цель: создать методологию применения стромально-
васкулярной клеточной фракции в  префабрикации тон-
ких перфорантных лоскутов крысы в эксперименте.

Материалы и методы. Эксперимент проводили на поло-
возрелых самцах белой лабораторной крысы линии Wistar 
(n=36). Анестезия производилась с  помощью наркозно-
го аппарата для животных с  использованием фторотана. 
У донора билатерально иссекали ингуинальный жир (3 гр.) 
Из  полученного материала с  помощью стандартного руч-
ного протокола по выделению СВКФ получали клеточную 
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взвесь. Выполняли подъем перфорантного лоскута боко-
вой грудной артерии. Опытной группе (n=18) выполняли 
хирургическое удаление подкожной жировой клетчатки 
до сосочкового слоя дермы на половине лоскута, убирая со-
суды соседних перфорасом. В полученный лоскут вводили 
клеточную взвесь. В контрольной группе (n=18) лоскут вво-
дили физиологический раствор. Фотографирование про-
изводили на 3-6-9-11 сутки. Затем животные выводились 
из эксперимента, а полученные образцы лоскутов отправ-
ляли на гистологические и иммуногистохимические иссле-
дования (маркеры СD34 QBEnd/10, SMA 1A4). Оценивали 
выживание зон кровоснабжения лоскутов, сосудистый ри-
сунок методом диафаноскопии, а также неоангиогенез при 
микроскопии перпаратов.

Результаты. При визуальном осмотре определялось 
полное отсутствие зон некроза мягких тканей у животных, 
интраоперационно которым вводили СВКФ. У контроль-
ной группы отмечали появление и прогрессирование не-
кроза тканей в отдаленных от основного перфорантного 
сосуда зонах, начиная с  4  суток. При подъеме лоскута 
при диафаноскопии, у опытной группы отмечали бурный 
сосудистый рост (сосуды 3 и 4 порядка) в тонком лоску-
те. В контрольной группе — отмечали полное визуальное 
отсутствие сосудов. При гистологическом исследовании 
в образцах лоскутов с СВКФ отмечали густую сосудистую 
сеть в дерме, состоящую из молодых сосудов на 4 сутки 
и сети сосудов разной степени зрелости на 10–11 сутки.

Выводы. Применение СВКФ для ангиогенеза в  тон-
ких микрохирургических перфорантных лоскутах имеет 
большое практическое значение, открывая новые воз-
можности в префабрикации и комплексов тканей.

Реконструкция волосяного фолликула 
человека: перспективы перехода 
от трехмерных органотипических 
культур к заместительной терапии

Екатерина Павловна Калабушева1, 2, Элина 
Сергеевна Чермных1, 2, Андрей Александрович 
Рябинин1, 3, Екатерина Андреевна Воротеляк1–3
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Современные подходы тканевой инженерии направ-
лены на  полную или частичную реконструкцию органов 
in  vitro, пригодных для фундаментальных исследований, 
фармацевтических разработок или заместительной тера-
пии. Волосяной фолликул (ВФ) востребован данной науч-
ной областью в  качестве модельного объекта благодаря 
высокому регенеративному потенциалу. В нашей лабора-
тории разрабатываются методы реконструкции пациент-
специфических органотипических конструкций зачатка 
ВФ, полученных из первичных клеток человека или клеток 
с индуцированной плюрипотентностью, а также оптимизи-
руются пути трансплантации органоидов в человеческую 
кожу на модельных гуманизированных животных.

Разработанный метод получения развивающегося 
зачатка ВФ основан на способности первичных постна-
тальных кератиноцитов человека и мезенхимных клеток 
ВФ, дермальной папиллы, к  самоорганизации в  трех-
мерных культуральных условиях в присутствии гиалуро-
новой кислоты. Полученные конструкты демонстрируют 

признаки раннего фолликулогенеза  — активацию ка-
скада WNT — и более поздних событий, таких как пере-
ключение экспрессии интерфолликулярных маркеров 
на профолликулярные у эпидермальных кератиноцитов. 
Условия in  vitro препятствуют дальнейшему развитию 
ВФ  из  органоидов, полученных из  первичных клеток 
кожи человека. Для коррекции культуральных ограниче-
ний морфогенетического потенциала, были разработаны 
и адаптированы протоколы дифференцировки индуциро-
ванных плюрипотентных клеток человека в направлении 
эпидермальных кератиноцитов и клеток дермальной па-
пиллы ВФ, позволяющие получить клетки, соответствую-
щие более ранней стадии онтогенеза.

Трансплантация исследуемых органоидов в  колла-
геновых матриксах высокой жесткости подкожно лабо-
раторным животным с  иммунодефицитом приводила 
к  формированию фолликуло-подобных структур. Для 
оценки перспективы заместительной терапии были раз-
работаны модели гуманизированных лабораторных жи-
вотных: мышам с иммунодефицитом на спину пересажи-
вали фрагменты неонатальной крайней плоти и участки 
скальпа взрослого человека. В  обоих случаях отмечали 
успешную приживаемость трансплантатов с  сохране-
нием пролиферации в  коже человека, таким образом, 
данные модели могут успешно применяться для анализа 
приживаемости тканеинженерных конструкций.

Проведенные работы охватывают все этапы ис-
следования и  получения органотипических органоидов 
ВФ  и  определяют перспективы использования данных 
конструкций в биомедицинских целях.

Работа поддержана грантом РНФ № 16-14-00204.

Экспрессия металлопротеиназ 
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и спине крыс
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Поврежденные органы млекопитающих, как прави-
ло, заживают с  образованием соединительно-тканного 
рубца, который восполняет только целостность органа 
без полноценного восстановления его кровоснабжения, 
структуры и  функций . Крайне важным представляется 
поиск способов смещения процесса рубцового заживле-
ния кожи в сторону полноценной регенерации.

Механизмы, лежащие в  основе безрубцового вос-
становления кожи до  конца не  изучены, этот процесс 
связывают, в  частности, с  низким или отсутствующим 
воспалительным ответом, усилением коллагеногенеза 
и повышенной экспрессией матриксных металлопротеи-
наз (ММР) и их тканевых ингибиторов (TIMP).

Целью нашего исследования было изучение динамики 
состава основных белков матрикса регенерата — коллаге-
на I и III типа и экспрессии генов молекул, непосредственно 
влияющих на его формирование — MMP2, MMP9 и TIMP1, 
TIMP2 на моделях с различным исходом репарации.

Исследование проведено на  новой разработанной 
нами модели заживления кожи после эксцизионной раны 
диаметром 16 мм на животе крысы с образованием ми-
нимального рубца. Группой сравнения являлись крысы 
с  раной на  спине. Материал брали из  области повреж-
дения на 7, 14, 20, 30, 60 сутки после операции и стан-
дартно проводили. Срезы окрашивали пикросириусом 
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красным. Экспрессию генов матриксных белков колла-
гена I и коллагена III (Col1, Col3) и матриксных металло-
протеиназ и их ингибиторов (гены Mmp2, Mmp9, Timp1, 
Timp2) определяли методом полимеразной цепной реак-
ции в режиме реального времени (ПЦР-РВ).

По сравнению со стандартной моделью кожной раны 
на спине крысы, заживление полнослойной раны на жи-
воте имеет следующие особенности:

•	 отношение коллагена I к III к 60 суткам после опе-
рации не отличается от интактного контроля;

•	 соотношение Mmp9/Timp1  в  2–3  раза выше 
c 3 по 14 постоперационные сутки в коже живота 
по сравнению со спиной;

•	 быстрый подъем и  последующее достижение 
контрольного уровня экспрессии Mmp9, Mmp2, 
Timp1 и Timp2 к 14 суткам после травмы.

Таким образом, нами впервые показано, что заживле-
ние раны на животе взрослой крысы по функциональным 
и молекулярным характеристикам ближе к полноценной 
регенерации, чем рубцовая репарация кожи спины.

Пост-трансляционные модификации 
каспазы-2 как механизм регуляции 
её функции в опухолевых клетках
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Апоптоз  — генетически регулируемый тип гибели 
клеток, необходимый для нормального протекания эм-
бриогенеза и поддержания гомеостаза тканей. Важными 
участниками активации и  развития апоптоза являются 
каспазы, относящиеся к  семейству цистеиновых про-
теаз. Наиболее эволюционно консервативным пред-
ставителем данного семейства является каспаза-2, 
участвующая как в  запуске, так и  усилении апоптоза 
при повреждениях ДНК и  воздействии других стрессо-
вых стимулов. Известно, что каспаза-2  активируется 
в  составе высокомолекулярного комплекса PIDDосома, 
в то же время имеются данные о том, что каспаза-2 мо-
жет активироваться по  PIDDосома-независимому пути. 
Однако молекулярный механизм альтернативной акти-
вации каспазы-2 до сих пор неясен.

Для выявления потенциальных партнеров каспазы-2, 
необходимых для её активации, нами был проведён масс-
спектрометрический анализ, показавший среди партне-
ров каспазы-2  наличие белка р62, который связывает 
убиквитин и является рецептором аутофагии. Кроме того, 
были обнаружены Е3-лигаза и убиквитин, в связи с чем 
нами выдвинуто предположение, что каспаза-2  подвер-
гается убиквитинилированию.

В  клетках карциномы яичника Caov-4  была инду-
цирована гибель ДНК-повреждающими препаратами 
цисплатином и  доксорубицином. С  помощью метода 
Вестерн-блота была детектирована активация каспа-
зы-2, о  чём свидетельствовало накопление фермен-
тативно активных форм каспазы-2. При сочетании 
цисплатина или доксорубицина с  протеасомным инги-
битором MG-132  наблюдалось накопление активных 
форм каспазы-2  без существенного падения уровня 
проформы, что коррелировало с  усилением активации 

каспазы-3  и  расщеплением субстрата каспаз  — белка 
ПАРП (Поли(АДФ-рибоза)-полимераза).

На  эмбриональных клетках почек HEK293T с  помо-
щью метода ко-иммунопреципитации было показано, 
что каспаза-2  подвергается убиквитинилированию при 
обработке клеток доксорубицином, которое усиливалось 
при комбинаторной обработке клеток препаратом MG-
132. При этом, вероятно, такое убиквитинилирование 
приводит к р62-опосредованной протеасомной или ауто-
фагосомной деградации, поскольку при оверэкспрессии 
р62 в клетках Caov-4 наблюдалось уменьшение количе-
ства проформы каспазы-2. Действительно, полученные 
данные свидетельствуют о  том, что генотоксический 
стресс вызывает убиквитинилирование каспазы-2, что 
стимулирует её  протеасомную и, возможно, аутофаго-
сомную деградацию по р62-зависимому пути.

Работа выполнена за счёт гранта Российского науч-
ного фонда № 17-75-20-102.
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генетической конструкции для CRISPR-
опосредованного «выключения» 
регуляторных последовательностей 
генома, генов некодирующих РНК 
и генов белков, характеризующихся 
многообразием сплайс-форм

Максим Николаевич Карагяур1, 2, Данияр 
Таалайбекович Дыйканов1, 2, Мария 
Никитична Скрябина2, Карина Дмитриевна 
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научно-образовательный центр, МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия;

2 � Факультет фундаментальной медицины, МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия;
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Технологии редактирования генома позволяют из-
учать роль отдельных генов и функциональных элементов 
генома в  реализации физиологических свойств и  разви-
тии патологических состояний клетки. Наиболее удобным 
подходом для решения такого рода задач является «вы-
ключение» целевых генов. Обычно этого можно достичь 
использованием нуклеазы Cas9 в комплексе с одной един-
ственной направляющей РНК (gRNA). Однако огромное 
количество клеточных функций находится под контролем 
сложной системы регуляторных факторов, не  связанных 
с каким-то одним кодирующим геном. При этом «выключе-
ние» регуляторных областей генома, генов некодирующих 
РНК (например, одной или нескольких микроРНК) и генов 
белков, характеризующихся многообразием сплайс-форм, 
т. е. вырезание определенного фрагмента целевой ДНК, 
представляет собой существенную проблему, поскольку 
требует одновременной экспрессии нескольких gRNA.

По  данным литературы одной из  возможных схем 
одновременной экспрессии двух gRNA в  одной генети-
ческой конструкции является клонирование обеих gRNA, 
разделенных тРНК, под контроль одного промотора. 
В таких системах транскрибируемая гибридная РНК рас-
щепляется эндогенными эукариотическими РНКазами 
P и Z на отдельные gRNA и тРНК. Данная схема экспрес-
сии gRNA реализована и  в  данной работе. Собранная 
генетическая конструкция pX458-2g кодирует остовы 
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gRNA, разделенные тРНК (Mus_musculus_tRNA-Gly-
GCC-2-4). Для клонирования спейсеров gRNA генети-
ческая конструкция содержит сайты эндонуклеаз ре-
стрикции S-подтипа: BbsI и  BsaI. Нами показано, что 
одновременная экспрессия двух gRNA в одном векторе 
обеспечивает более эффективное вырезание фрагмен-
та ДНК (эффективность ~ 50%), чем при использовании 
смеси двух векторов, каждый из которых кодирует един-
ственную gRNA (эффективность ~ 10%).

В  дальнейшем планируется подтвердить эффектив-
ность полученной генетической конструкции для вы-
резания генов специфических микроРНК и  «выключе-
ния» генов белков, характеризующихся многообразием 
сплайс-форм.

Исследование выполнено за счёт гранта Российского 
фонда фундаментальных исследований — проект № 19-
29-04172. В работе были использованы коллекции кле-
ток и  генетических конструкций, собранных и  сохраня-
емых в  рамках проекта «Ноев ковчег», и  оборудования, 
приобретенного за  счет средств Программы развития 
МГУ им. М.В. Ломоносова.

Бицистронная генетическая 
конструкция, кодирующая 
мозговой нейротрофический 
фактор и урокиназный активатор 
плазминогена, стимулирует 
восстановление поврежденного нерва

Максим Николаевич Карагяур1, 2, Александра 
Ивановна Ростовцева2, Вадим Юрьевич 
Балабаньян2, Полина Сергеевна Климович3, 
Екатерина Владимировна Семина2, 3, 
Дмитрий Викторович Стамбольский1

1 � Институт регенеративной медицины, Медицинский 
научно-образовательный центр, МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия;

2 � Факультет фундаментальной медицины, МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия;

3 � НМИЦ Кардиологии Минздрава России, Москва, 
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Повреждения периферических нервов являются одной 
из  значимых причин инвалидизации. Недостаточная эф-
фективность существующих терапевтических подходов, 
актуализирует поиск и  создание новых терапевтических 
подходов и  лекарственных препаратов, которые были 
бы  способны поддержать экспрессию нейротрофических 
факторов на уровне, необходимом для выживания повреж-
денных нейронов и стимуляции роста нейритов. Несмотря 
на всю перспективность, применение клеточных препара-
тов в настоящее время затруднено, что стимулирует пред-
почтительное развитие генно-терапевтических подходов. 
В рамках этой концепции нами ранее был создан и иссле-
дован генно-терапевтический препарат, содержащего ген 
мозгового нейротрофического фактора (BDNF). В настоя-
щей работе мы представляем бицистронный невирусный 
вектор, кодирующий последовательности кДНК двух фак-
торов: BDNF, который стимулирует выживание поврежден-
ных нервных клеток и  рост нейритов, и  активатора плаз-
миногена урокиназного типа (uPA), который способствует 
очищению области травмы от фибрина, прорастанию ней-
ритов, а также активирует резидентных факторов роста.

Биологическая активность полученной генетической 
конструкции была подтверждена в исследованиях in vitro 
(стимулировала рост нейритов в культурах нейробластомы 

Neuro2a и чувствительных ганглиев мыши) и in vivo (на мо-
дели травмы периферического нерва). Исследование 
диссеминации плазмиды из  места введения показало, 
что плазмидная ДНК способна распространяться по  ор-
ганизму, особенно после повторных инъекций, однако, 
эктопической экспрессии закодированных в  ней белков 
обнаружено не было. Исследования острой и хронической 
токсичности, канцерогенности подтвердили безопасность 
созданной генетической конструкции, а  исследования 
ее стабильности показали практически полное отсутствие 
ее  деградации в  течение двух лет при температуре хра-
нения +4–6°С. Способность влиять на  патогенетические 
звенья процессов реиннервации и  нейритогенеза, дей-
ственность, безопасность и стабильность — все это дела-
ет бицистронную генетическую конструкцию, кодирующую 
BDNF и  uPA, одним перспективных генно-терапевтиче-
ских препаратов для лечения патологий периферической 
и центральной нервной системы.

Исследование выполнено за счёт гранта Российского 
фонда фундаментальных исследований — проект № 18-
015-00535. В  работе были использованы коллекции 
клеток и  генетических конструкций, собранных и  сохра-
няемых в рамках проекта «Ноев ковчег», и оборудования, 
приобретенного за  счет средств Программы развития 
МГУ им. М.В. Ломоносова.

Нейропротективная активность 
комбинации мозгового 
нейротрофического фактора 
и урокиназного активатора 
плазминогена при геморрагическом 
инсульте: исследование 
proof‑of‑concept

Максим Николаевич Карагяур1, 2, Александра 
Ивановна Ростовцева2, Светлана Александровна 
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4 � НМИЦ Кардиологии Минздрава России, Москва, 

Россия;
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Острые нарушения мозгового кровообращения 
(ОНМК) по  геморрагическому типу составляют около 
15% всех инсультов, и  ежегодно в  России регистри-
руют более 40  тысяч случаев кровоизлияний в  мозг. 
Эффективных терапевтических подходов для уменьше-
ния области поражения и  стимуляции восстановления 
поврежденного мозга при данной патологии на  сегод-
няшний день не существует.

Исходя из  патогенеза развития заболевания, одними 
из перспективных препаратов для снижения объемов по-
вреждения при геморрагическом инсульте могли бы быть 
нейротрофические факторы и/или активаторы плазми-
ногена, которые способствовали бы лучшему выживанию 
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поврежденных нейронов и  восстановлению нервных свя-
зей. Ранее нами была создана генетическая конструкция, 
кодирующая мозговой нейротрофический фактор (BDNF) 
и  урокиназный активатор плазминогена (uPA) человека, 
которая стимулировала восстановление нервных волокон 
на модели травмы периферического нерва. Схожесть па-
тогенеза травмы нерва и ОНМК позволила предположить, 
что эта генетическая конструкция может быть эффектив-
на и  при лечении ОНМК. Однако, доставка генов BDNF 
и uPA, как в виде плазмиды, так и в составе лентивирусных 
частиц, в клетки в очаге геморрагического инсульта ока-
залась неэффективной. Для проверки гипотезы о  прин-
ципиальной возможности BDNF и  uPA стимулировать 
выживание и регенерацию нервной ткани в очаге ОНМК 
по геморрагическому типу (in vivo модель на крысах) была 
использована кондиционированная культуральная сре-
да, собранная с клеток HEK293, экспрессирующих BDNF 
и uPA. Предварительные результаты исследования проде-
монстрировали способность такой среды снижать тяжесть 
повреждения головного мозга: в экспериментальной груп-
пе наблюдали менее тяжелые неврологические нарушения 
(Stroke-index McGrow) и  меньшую площадь повреждения 
головного мозга (окраска срезов мозга по Нисслю).

Таким образом, мы показали перспективность исполь-
зования комбинации BDNF и uPA для восстановления моз-
га при ОНМК по геморрагическому типу на модели in vivo. 
Планируются дальнейшие углубленные исследования для 
изучения механизмов наблюдаемых эффектов и оптими-
зация методов доставки генотерапевтического препарата, 
кодирующего эти факторы, в ткани мозга.

Исследование выполнено за счёт гранта Российского 
фонда фундаментальных исследований — проект № 18-
015-00535. В  работе были использованы коллекции 
клеток и  генетических конструкций, собранных и  сохра-
няемых в рамках проекта «Ноев ковчег», и оборудования, 
приобретенного за  счет средств Программы развития 
МГУ им. М.В. Ломоносова.

Возможные риски применения 
прогениторных клеток жировой ткани 
у пациентов с онкологическими 
заболеваниями
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Регенеративный потенциал стромальной васкуляр-
ной фракции (СВФ) жировой ткани (ЖТ) как источника 
прогениторных клеток на сегодняшний день не вызывает 
сомнений. Терапевтические эффекты при этом во  мно-
гом обусловлены способностью клеток СВФ продуциро-
вать факторы роста, цитокины и  регуляторные пептиды. 
В то же время, репаративные или иммуномодулирующие 
эффекты паракринных факторов неизменно сопряжены 

с риском стимуляции предсуществующих опухолевых кле-
ток в организме в силу значительного сходства регулятор-
ных каскадов в механизмах регенерации и онкогенеза. Так, 
в ряде исследований было показано, что паратуморальное 
введение клеток СВФ приводит к стимуляции пролифера-
ции клеток опухолей, а также способствует развитию ме-
тастазирования, неоваскуляризации и иммуносупрессии.

Целью данной работы являлась сравнительная ха-
рактеристика культур мультипотентных стромальных 
клеток (МСК), выделенных из  СВФ ЖТ  условно здоро-
вых доноров и больных раком молочной железы (РМЖ). 
Образцы ЖТ доноров и больных РМЖ I-II стадий получа-
ли в ходе оперативных вмешательств из областей, мак-
симально удаленных от  молочной железы. Первичные 
культуры МСК выделяли путем ферментативной деза-
грегации ЖТ. На  этапах культивирования оценивали 
морфофенотип клеток, их пролиферативную активность, 
экспрессию поверхностных маркеров, цитокератинов 
(ЦК), виментина и гладкомышечного актина, эффектив-
ность колониеобразования и  пластичность в  направле-
нии адипо- и остеодифференцировки.

Большинство культур МСК, выделенных из  ЖТ  до-
норов и  больных РМЖ практически не  различались 
по  морфологическим и  функциональным свойствам. 
Лишь в  одной культуре наблюдалось постепенное за-
мещение к  4  пассажу исходных фибробластоподобных 
CD90+CD105+ клеток кубоидальными клетками с  круп-
ными ядрами. Эти клетки демонстрировали высокий ин-
декс пролиферации, эпителиальный фенотип (CD326+, 
общий ЦК+, ЦК7+) и  были идентифицированы цитолога-
ми как раковые. Колонии раковых клеток последователь-
но перевивали подкожно иммунодефицитным мышам 
BALB/c Nude, что приводило к стабильному росту часто-
ты опухолеобразования в каждой новой генерации.

Таким образом, на этапах принятия решения о прове-
дении клеточной аутотрансплантации МСК СВФ у больных 
раком необходимо учитывать вероятность наличия в пре-
паратах дормантных опухолевых клеток из микрометаста-
зов, способных инициировать рецидив онкологического 
процесса. Полученные результаты будут обсуждены с по-
зиций имеющихся рекомендаций международных сооб-
ществ специалистов в области регенеративной медицины.

Пролиферация 
и дифференцировочный потенциал 
мезенхимных стволовых клеток 
кролика в присутствии FGF

Ирина Сергеевна Кашапова, Елена Сергеевна 
Щукина, Глеб Юрьевич Косовский

Отдел биотехнологий, ФГБНУ НИИПЗК, г/п Родники, 
МО, Россия
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Наиболее перспективным объектом тканевой инже-
нерии являются мезенхимные стволовые клетки (МСК) 
в связи с их мультипотентностью и возможностью получе-
ния из аутологичных источников (Г.Ю. Косовский, 2007). 
Одной из  проблем клеточной биотехнологии является 
разработка методов культивирования МСК в  условиях, 
не оказывающих негативного влияния на биологические 
характеристики клеток этого типа и способствующих по-
вышению терапевтического потенциала МСК.

Мы провели сравнительный анализ пролиферативно-
го и дифференцировочного потенциала МСК в культуре 
в  условиях присутствия или отсутствия в  культуральной 
среде FGF (Fibroblast Growing Factor), часто используемого 
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при культивировании МСК для поддержания их  физио-
логических свойств in  vitro (А.Г. Полешко и  др., 2014). 
Взаимодействие FGF с рецепторными белками приводит 
к  активации различных путей внутриклеточной сигнали-
зации, связанных с  процессами пролиферации, диффе-
ренцировки, межклеточными взаимодействиями, про-
хождением клеток по клеточному циклу.

МСК костного мозга (КМ) кролика 3  пассажа выде-
ляли по  методу д. б. н. Косовского Г.Ю. (Г.Ю. Косовский, 
2009) и  культивировали в  среде DMEM/F12 (1:1) 
(ПанЭко, Россия) или Osteogenic Differentiation Medium 
(ODM) (Biological Industries, США) (поскольку способ-
ность к остеогенной дифференцировке in vitro является 
ключевым параметром, отражающим функциональную 
активность МСК КМ  (Г.Ю. Косовский и  др., 2014) с  до-
бавлением 10% эмбриональной сыворотки коров FBS 
(HyClonе, США), а  также с  внесением рекомбинантно-
го FGF человека (Sigma, США) в  концентрации 10  нг/
мл среды или без FGF. Популяции МСК условно раздели-
ли на 4 группы: клетки 1 группы (контрольной) культиви-
ровали в DMEM/F12 без FGF, 2 — в DMEM/F12 с FGF, 
3 — в ODM без FGF, 4 — в ODM с FGF. Время культиви-
рования 14 дней. Препараты фиксировали с использова-
нием 4% формалина и 70% этилового спирта и окраши-
вали ализариновым красным (Sigma, Германия).

МСК 1 и 3 группы достигали монослоя на третьи сут-
ки культивирования, тогда как во 2 и 4 группах монослой 
формировался уже через 24 ч.

На 14 сутки, в 1 группе клетки имели преимуществен-
но кубоидальную и  полигональную форму, морфологи-
ческие изменения соответствовали началу остеоген-
ной дифференцировки, тогда как подобные изменения 
во 2 и 3 группах отмечены на 9 день, а в 4 — на 5. Крупные 
плотные очаги кальцификации во 2 и 3 группах выявле-
ны на 14 день эксперимента, а в 4 — на 9.

Таким образом, рекомбинантный FGF человека спо-
собствует пролиферации и  остеогенной дифференци-
ровке МСК КМ кролика.

Поверхностно-селективное лазерное 
спекание: от микрочастиц до 3D 
структур

Любовь Андреевна Киляшова1, Татьяна 
Сергеевна Демина1–3, Никита Владимирович 
Минаев4, Татьяна Николаевна Попырина1, 2, 
Семен Николаевич Чурбанов3 ,4, Светлана 
Анатольевна Минаева4, Christian 
Grandfils5, Татьяна Анатольевна Акопова2, 
Петр Сергеевич Тимашев3, 4
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им. Н.С. Ениколопова РАН, Москва, Россия;

3 � Первый МГМУ им. И.М. Сеченова Минздрава 
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Поверхностно-селективное лазерное спекание 
(СПЛС) является одним из методов аддитивных техноло-
гий и  позволяет получать трехмерные матриксы задан-
ной архитектуры для регенеративной медицины за счет 
поглощения ИК  лазерного излучения компонентом, 

нанесенным на поверхность частиц. При этом разогрева 
объема микрочастиц не происходит, а плавление их по-
верхностного слоя обеспечивается передачей тепла 
от нанесенного на поверхность компонента, чувствитель-
ного к используемому излучению.

Цель работы заключалась в  исследовании влияния 
химической структуры поверхностного слоя микрочастиц 
из полилактида на параметры получения из них трехмер-
ных структур методом поверхностно-селективного лазер-
ного спекания.

Микрочастицы для СПЛС получали методом испаре-
ния растворителя из  эмульсий масло/вода, в  которых 
дисперсная фаза состояла из раствора поли(L,L-лактида) 
(ММ 100 кДа) в дихлорметане, а в качестве дисперсион-
ной среды использовали раствор хитозана (ММ 350 кДа, 
СА  0.14) или его сополимера с  олиго(L,L-лактидом) 
(ММ 5 кДа) и коллагеном (тип I). Состав дисперсионной 
среды должен обеспечивать стабилизацию границы раз-
дела фаз в  процессе перехода эмульсии в  суспензию 
твердых микрочастиц. По  сравнению с  немодифициро-
ванным хитозаном, использование его амфифильного 
сополимера с  олиголактидом и  коллагеном позволяет 
повысить общий выход микрочастиц с 47 до 73 мас.%. 
Согласно данным сканирующей электронной микроско-
пии в  обоих случаях микрочастицы обладают сфериче-
ской формой и  однородной морфологией поверхности. 
Качественный анализ химической структуры поверхно-
сти, проведенный с  помощью селективного по  отноше-
нию к аминогруппам хитозана и белкам флуоресцентно-
го красителя флуоресцеин изотиоцианата, показал, что 
поверхность микрочастиц обогащена гидрофильными 
фрагментами. Такой состав поверхности микрочастиц 
позволяет использовать в качестве компонента, чувстви-
тельного к  ИК  лазерному излучению, адсорбированную 
воду. Оценено влияние состава дисперсионной среды 
на  удельную площать поверхности микрочастиц и  ад-
сорбцию воды. Микрочастицы, стабилизированные сопо-
лимером, образуют более тонкий слой для ПСЛС, но оба 
типа микрочастиц пригодны для получения трехмерных 
структур методом ПСЛС в широком диапазоне режимов.

Финансирование исследования: грант Президента 
Российской Федерации (MK-1974.2019.3) (в  части по-
лучения и оптимизации микрочастиц), Wallonie-Bruxelles 
International (WBI) (поддержка мобильности молодых 
ученых) и гранта РФФИ № 18-32-20184 (в части опти-
мизации режимов ПСЛС).
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Макрофаги (Мф) играют ведущую роль в репарации 
инфарцированного миокарда и  постинфарктном ремо-
делировании сердца. Известно, что альтернативно акти-
вированные Мф (М2) обладают противовоспалительной 
активностью, регулируют фиброз и  ангиогенез. Однако 
их  роль в  постинфарктной репарации и  ремоделирова-
нии миокарда человека остается мало изученной.
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Цель: изучить динамику IL-10+/Stabilin-1+ М2 макро-
фагальной инфильтрации миокарда у  людей, умерших 
от инфаркта миокарда I типа.

Материалы и  методы. Материалом исследования 
послужили фрагменты миокарда, взятые во  время ау-
топсии пациентов, умерших от инфаркта миокарда I типа 
(n=37, средний возраст пациентов  — 74±10  лет). В  ка-
честве контроля использовали фрагменты миокарда 
умерших от  несовместимой с  жизнью травмы, не  име-
ющих сердечно-сосудистой патологии (n=9). Двойное 
иммунофлюоресцентное окрашивание парафиновых 
срезов миокарда проводилось с  использованием анти-
тел к  IL-10 и к Stabilin-1. Подсчёт IL-10+/Stabilin-1+ ма-
крофагов производился при оптическом увеличении 
×630 в 20 случайных полях зрения.

Результаты. В  зависимости от  давности инфар-
кта было сформировано 4  группы: группа 1 –до  24  ча-
сов (n=11), группа 2  — 24–72  часа (n=10), группа 
3  — 4–10  суток (n=9), группа 4 –11–28  суток (n=7). 
Контролем (группа 5) служили фрагменты миокарда 
здоровых людей в возрасте 18–40 лет, умерших от не-
совместимой с  жизнью травмы (n=9). В  первые трое 
суток от начала инфаркта миокарда количество IL-10+/
Stabilin-1+ Мф  в  инфарктной и  в  неинфарктной зонах 
статистически значимо не  отличалось от  контрольных 
значений. На  4–10  сутки количество IL-10+/Stabilin-1+ 
Мф в инфарктной зоне резко возрастало по сравнению 
как с контрольными значениями, так и с первыми тремя 
сутками инфаркта миокарда (р<0,001). В  неинфаркт-
ной зоне по  сравнению с  группой контроля количество 
изучаемых нами Мф  также увеличивалось (р=0,003). 
На 11–28 сутки в инфарктной зоне количество IL-10+/
Stabilin-1+ Мф было несколько меньше, чем на 4–10 сут-
ки, однако значительно превышало контрольные показа-
тели (р<0,001). Количество IL-10+/Stabilin-1+ Мф в неин-
фарктной зоне не отличалось от контрольных значений.

Заключение. Мы  продемонстрировали динамику IL-
10+/Stabilin-1+ Мф  у  пациентов, умерших от  инфаркта 
миокарда 1  типа относительно контрольных значений. 
Наибольшее количество IL-10+/Stabilin-1+ Мф  в  ин-
фарктной и  неинфарктной зонах регистрировалось 
на 4–10 сутки заболевания.

Исследование проведено при финансовой поддержке 
РФФИ (грант № 16-04-01268/16).

Влияние плазмы пациентов 
с трофическими язвами на функции 
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Высокая частота встречаемости трофических язв 
нижних конечностей, склонность к  рецидивам, ухудше-
ние качества жизни, инвалидизация и  смертность дик-
туют поиск новых способов лечения. Обнадеживающие 
результаты лечения получены при использовании 

обогащенной тромбоцитами аутологичной плазмы 
(ПОТ), обусловленные повышенным содержанием росто-
вых факторов в ней. Однако, влияние плазмы пациентов 
с трофическими язвами без сахарного диабета и с нали-
чием сахарного диабета (СД) на  функциональные свой-
ства клеток, вовлеченных в процесс регенерации трофи-
ческих язв, исследовано недостаточно.

Цель: изучение влияния обогащенной (ПОТ) и  обе-
дненной тромбоцитами (ОТП) плазм пациентов с трофи-
ческими язвами различного генеза на  пролиферацию 
и  миграцию дермальных фибробластов (ДФ) челове-
ка, мезенхимальных стволовых клеток костного мозга 
(МСК) и клеток эндотелиальной линии EA.hy 926 in vitro. 
ПОТ получали из  венозной крови пациентов, центри-
фугированием в  пробирках для плазмолифтинга. ОТП 
получали осаждением тромбоцитов из ПОТ, затем оса-
док тромбоцитов в  1  мл  плазмы подвергали 2-х  крат-
ной заморозке/разморозке, фильтровали. Выделение 
ДФ из кожи доноров и МСК костного мозга проводили 
по  стандартной методике. В  МТТ-тесте показали, что 
ПОТ и  ОТП пациентов с  трофическими язвами нижних 
конечностей без СД  значимо стимулирует пролифе-
рацию ДФ, МСК и  EA.hy  926  в  сравнении с  контролем 
(10% ЭТС) и плазмами пациентов на фоне СД (p≤0,05). 
Плазмы пациентов с  трофическими язвами на  фоне 
СД  подавляют пролиферацию этих же  клеток в  срав-
нении с  контролем и  пациентами без СД  (p≤0,05). 
Исследование пролиферации и миграции ДФ на прибо-
ре xCELLigence показало, что ОТП пациентов с трофиче-
скими язвами, особенно на фоне СД, значимо снижали 
пролиферацию ДФ  в  сравнении с  контролем (p≤0,05). 
В тоже время, ПОТ пациентов с трофическими язвами, 
особенно без СД, значимо стимулирует пролиферацию 
ДФ в сравнении с контролем (p≤0,05). В отношении ми-
грации ДФ показано, что ПОТ, как на фоне СД, так и без, 
значимо увеличивает миграционный потенциал клеток 
в сравнении с контролем (p≤0,05). Более того, ОТП паци-
ентов с СД значимо стимулирует миграцию ДФ в срав-
нении с  контролем (p≤0,05). Таким образом, плазма 
пациентов с  трофическими язвами на  фоне сахарного 
диабета проявляет ингибирующее влияние на функцио-
нальную активность ДФ, МСК костного мозга человека 
и клетки эндотелиальной линии EA.hy 926, а плазма па-
циентов с трофическими язвами без сахарного диабета 
стимулирует функциональную активность этих клеток.

Стимуляция регенерации 
и восстановления функции 
почки после ее ишемического 
повреждения с использованием 
белково-пептидного комплекса 
эмбриональных тканей
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В опытах на 46 крысах-самцах моделировали острую 
почечную недостаточность путем односторонней не-
фрэктомии и  ишемии оставшейся почки длительно-
стью 60  или 90  мин. В  1  и  2  сериях (контрольных) 
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с  длительностью ишемии почки 60  и  90  мин. соответ-
ственно терапевтических мероприятий не  проводили. 
В 3 и 4 сериях с соответствующей длительностью ише-
мии почки животным вводили белково-пептидный ком-
плекс (БПК), выделенный методом хроматографии (мол. 
масса 10–250  кДа) из  головного мозга эмбрионов 
свиньи, ежедневно в течение 10 дней в дозе 0,1 мг/кг. 
При определении через 2  недели массы единственной 
почки выявили более выраженную гипертрофию орга-
на в  опытных сериях. Определение динамики диуреза 
и  биохимических параметров крови в  опытах с  60-ми-
нутной ишемией не  выявили достоверных различий 
между опытной и  контрольной группами. Однако, при 
анализе динамики восстановления клубочковой филь-
трации и  канальцевой реабсорбции натрия и  кальция 
через 7 и 14 суток наблюдения при терапии БПК отме-
чали нормализацию этих показателей, тогда как в  кон-
троле они оставались достоверно ниже нормы. В опытах 
с 90-минутной ишемией при терапии БПК отмечали ме-
нее выраженную полиурию и более низкие значения кре-
атинина и мочевины крови через 3 и 7 суток после ише-
мии по  сравнению с  контролем. Значения клубочковой 
фильтрации и  канальцевой реабсорбции электролитов 
при терапии БПК на 3 и 7 сутки были достоверно выше, 
чем в контроле, а значения реабсорбции натрия вообще 
сохранялись в  пределах нормы. При гистологическом 
исследовании в опытных группах выявили значительное 
количество гипертрофированных клубочков, тогда как 
в  контрольных опытах они обнаруживались существен-
но реже, при этом встречались клубочки с  признаками 
гломерулосклероза. Эпителий большинства канальцев 
в контрольных опытах был в состоянии выраженной ги-
дропической дистрофии со  слущивание многих клеток 
в просвет канальцев. В обеих опытных группах эпителий 
большинства канальцев был мало изменен. Через 2 не-
дели в  контрольных опытах выявляли очаги склерози-
рования интерстиция, тогда как при терапии БПК этого 
не  происходило. Полученные результаты свидетель-
ствует о  выраженном протективном действии БПК при 
острой постишемической почечной недостаточности 
даже при значительном повреждении почки.

Анализ взаимодействия 
и устойчивости к цисплатину 
опухолевых, иммунных 
и стромальных клеток в ко-культуре

Кристина Китаева, Дарья Чулпанова, 
Тихон Прудников, Севиндж Клетухина, 
Альберт Ризванов, Валерия Соловьева

Казанский (Приволжский) федеральный 
университет, Казань, Россия

olleth@mail.ru

Одной из актуальных проблем доклинического скри-
нинга является создание тест-систем для высокопро-
изводительного скрининга противоопухолевых препа-
ратов. В настоящем исследовании смоделированы две 
разновидности ко-культуры, содержащие два типа кле-
ток (опухолевые и  стромальные клетки) и  ко-культуру, 
содержащую три типа клеток (опухолевые, стромальные 
и иммунные клетки), изучили межклеточное взаимодей-
ствие, а также устойчивость ко-культур к противоопухо-
левому препарату.

Материалы и  методы. Для создания ко-культуры 
предварительно окрашенные витальными красителями 
Vybrant Cell-Labeling Solution (Thermo Fisher Scientific 

Inc., США) клетки нейробластомы SH-SY5Y и  получен-
ные из  костного мозга мезенхимальные стволовые 
клетки (КМ-МСК) смешивали в соотношении 1:1 в двой-
ной совместной культуре, в  тройной совместной куль-
туре SH-SY5Y, КМ-МСК и  мононуклеарные клетки 
периферической крови (МКПК) смешивали в  соотно-
шении 1:1:1. Флуоресцентную микроскопию проводи-
ли на  инвертированном микроскопе AxioObserver.Z1. 
Цитофлуориметрический анализ проводили на  приборе 
FACS Aria III (BD Biosciences, США). Уровень экспрессии 
мРНК Bcl-2, Cav1α, Cav1β, Rac1  определяли методом 
количественной ПЦР, приняв 18S рРНК в качестве эта-
лонного гена. Уровень секреции цитокинов/хемокинов 
клеток анализировали с помощью панели Bio-Plex Pro™ 
Human Chemokine 40-plex Panel (Bio-Rad, США).

Результаты и  обсуждение. При помощи флуорес-
центной микроскопии и  проточной цитофлуориметрии 
показано, что клетки в  ко-культурах активно взаимо-
действуют друг с  другом, формируя межклеточные 
контакты и  активно обмениваясь мембранными ком-
понентами в  процессе самоорганизации. МТТ-анализ 
показал ингибирующее влияние цисплатина (10  мкг/
мл) на пролиферацию SH-SY5Yв монокультуре и мень-
шее ингибирующее влияние на  пролиферативную ак-
тивность клеток в ко-культурах. Данные ПЦР показали, 
что уровень экспрессии Bcl-2, Cav1α, Cav1β, Rac1 вSH-
SY5Yзначительно изменялся в  тройных и  двойных ко-
культурах, включая экспериментальные группы после 
обработки цисплатином. Анализ цитокинового про-
филя показал значительные изменения концентрации 
цитокинов IL-6, IL-8, MCP-1,ENA-78, Gro-a, через 24, 
48  и  72  часа культивирования. В  целом, представлен-
ные результаты подтверждают тезис о  влиянии стро-
мальных и  иммунных клеток на  злокачественные про-
цессы, такие как поддержка роста опухоли, развитие 
лекарственной устойчивости и  повышение метастати-
ческого потенциала в опухоли.

Pабота выполнена при поддержкe Программы повы-
шения конкурентоспособности КФУ.

Формальные подходы 
к функциональному проектированию 
тканеинженерных конструкций

Илья Дмитриевич Клабуков

Первый Московский государственный медицинский 
университет им. И.М. Сеченова Минздрава России 
(Сеченовский Университет), Москва, Россия

ilya.klabukov@gmail.com

Проблема обобщенного описания динамики живых 
систем на  уровне отдельных клеток, тканей и  целых 
организмов является одной из  нерешенных проблем 
современной биофизики. Используемые сегодня под-
ходы по созданию тканеинженерных конструкций осно-
ваны преимущественно на  эмпирической комбинации 
различных типов клеток, материалов и  биомолекул. 
При этом существующие на сегодняшний день модели 
не позволяют использовать расчеты и количественное 
прогнозирование параметров биоинженерных органов 
при имплантации реципиенту.

Целью работы являлся сбор и обобщение существу-
ющих элементов формальных подходов к функциональ-
ному проектированию витализированных тканеинженер-
ных конструкций.

Методы. На  основе систематического анализа ли-
тературы были собраны методы, модели и  гипотезы 
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по  прогнозированию свойств витализированных им-
плантатов. Выделены схемы с  биологической обратной 
связью, подходы к описанию динамики тканевой репара-
ции на модели некооперативной игры, действия в много-
мерных фазовых пространствах, элементы теории групп 
и симметрий для анализа свойств живых систем, и дру-
гие формальные подходы.

Результаты. В  рамках проекта http://biostandard.
wikidot.com были собраны элементы биоконструктора 
для проектирования тканеинженерных констукций с про-
гнозируемыми свойствами. Некоторые найденные под-
ходы нашли свое применение при разработке разделов 
«Сборника задач по инженерной биологии» [1].

Выводы. Обобщение подходов функционального 
проектирования позволяет продолжить работу по  коли-
чественному анализу и  моделированию динамических 
параметров имплантируемых биоинженерных устройств.

Литература:
1.	 Клабуков И.Д. Сборник задач по  инженерной биологии. 

2019. Available at  SSRN: http://dx.doi.org/10.2139/
ssrn.2898429.
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вектора для генной терапии 
Х-сцепленной адренолейкодистрофии
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Х-сцепленная адренолейкодистрофия  — это неизле-
чимое моногенное заболевание, при котором поражает-
ся нервная система, а  также наблюдается надпочечни-
ковая недостаточность. Эффективным лекарственным 
препаратом может стать вектор, способный обеспечить 
экспрессию функциональной копии поврежденного гена. 
Для доставки терапевтических генов в  организм чело-
века все шире используются векторы на  основе адено-
ассоциированных вирусов (ААВ). Однако их применение 
часто ограничено низким уровнем тропности вируса 
к тканям-мишеням.

Наша цель  — получить новый вариант ААВ с  повы-
шенной тропностью к целевым тканям (головной и спин-
ной мозг, надпочечники) с  помощью направленной 
эволюции вируса in  vivo. Такой подход включает в  себя 
получение библиотеки мутантных генов капсида ААВ 
(Cap), т. к. именно белки капсида отвечают за тропность, 
с  последующей in  vivo селекцией через системную до-
ставку библиотеки вирусных частиц взрослым мышам.

Результаты. Создана библиотека случайных мутан-
тов на основе капсида ААВ серотипа 9 (ААВ9). Методом 
ПЦР с  ошибками проведен случайный мутагенез гена 
Cap9, продукт амплификации клонирован в  pSub2  век-
тор, содержащий cis-элементы, необходимые для репли-
кации, упаковки и  интеграции вируса. Параллельно от-
работан протокол наработки вирусных частиц и изучено 
биораспределение ААВ9  при системном введении мы-
шам линии C57BL/6. Для этой задачи мы использовали 

ААВ вектор, экспрессирующий зеленый флуоресцент-
ный белок (GFP). Сборку вирусных частиц проводили с ис-
пользованием trans-плазмиды, содержащей ген Cap9, 
и  аденовирусной хелперной плазмиды. Через 16  дней 
после введения вируса был проведен забор органов 
и  выделена геномная ДНК. Эффективность вирусной 
трансдукции различных тканей оценивали по уровню экс-
прессии в них репортерного гена GFP. В результате ПЦР-
анализа было показано, что серотип 9 обладает высокой 
тропностью к мышцам, сердцу, печени и легким, что со-
гласуется с данными литературы. Кроме того, мы обнару-
жили достаточно высокую экспрессию GFP в надпочечни-
ках. Однако, эффективной трансдукции клеток головного 
и  спинного мозга не  наблюдалось, несмотря на  то, что 
ААВ9  способен преодолевать гематоэнцефалический 
барьер и рекомендован для генной терапии ЦНС.

Полученные нами данные подтверждают необходи-
мость поиска улучшенного варианта вирусного капси-
да, на  основе которого в  дальнейшем может быть раз-
работан геннотерапевтический препарат для лечения 
Х-сцепленной адренолейкодистрофии.

Работа выполнена при поддержке Стипендии 
Президента РФ СП-1198.2019.4.
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Деградация внеклеточного матрикса (ВКМ) играет 
важную роль в  регенерации органов и  тканей, облегчая 
миграцию клеток и стимулируя ангиогенез и нейрогенез. 
Урокиназа (uPA) и  урокиназный рецептор (uPAR), акти-
вируя внеклеточный протеолиз, высвобождают факторы 
роста и хемокины, задепонированные в ВКМ, и стимули-
руют миграцию клеток и рост сосудов и нервов по гради-
енту их  концентрации. Обладая высокой подвижностью 
на  мембране, GPI-заякоренный uPAR может латерально 
взаимодействовать со многими рецепторами, модулируя 
их  функцию в  зависимости от  состава сигнальных ком-
плексов. uPA при связывании с uPAR осуществляет про-
теолиз uPAR с появлением растворимых форм рецептора 
suPAR. suPAR обладает свойствами хемокина: хемотакти-
ческий эффект опосредован формилпептидными рецеп-
торами FPRL1 и FPRL2 на базофилах, FPRL1 — на моно-
цитах и  FPR  — на  CD34+ гематопоэтических стволовых 
клетках. Ранее нами обнаружены навигационные свой-
ства uPAR в регуляции направленного роста аксонов: бло-
кирование активности uPAR нарушало траекторию роста 
аксонов и увеличивало их ветвление. Мы предположили, 
что uPAR может регулировать траекторию роста аксо-
нов за счет взаимодействия с хемокиновым рецептором 
FPRL1, который экспрессируется на аксонах.

В  исследовании с  использованием эксплантной 
культуры спинального ганглия мыши (СГ) нами обнару-
жено, что повышенное содержание uPAR на мембране 
аксонов стимулирует рост нейритов даже в отсутствие 
урокиназы (СГ мышей, нокаутных по гену uPA, uPA-/-). 
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Кроме того, введение растворимой формы suPAR мы-
шам uPA-/- более, чем в три раза (p<0,05), стимулиро-
вало рост нейритов по градиенту концентрации по срав-
нению с контролем (альбумин).

Изучая механизмы навигационных свойств uPAR, 
мы обнаружили, что в первичной культуре нейронов, вы-
деленных из СГ, uPAR солоколизуется с FPRL1 не только 
в телах нейронов, но и на конусах растущих аксонов. Для 
подтверждения взаимодействия FPRL1 с suPAR мы про-
вели ингибиторный анализ с использованием пертуссис-
токсина, блокирующего внутриклеточную сигнализацию 
FPRL1. Чтобы исключить эффекты эндогенного uPAR ис-
пользовали СГ мышей, нокаутных по гену uPAR (uPAR-/-
). Оказалось, что блокирование FPRL1 в 2 раза снижает 
рост нейритов СГ мышей uPAR-/-, вызванный действием 
suPAR (р<0,05) по сравнению с контролем (альбумин).

Таким образом, нами впервые показано, что suPAR 
обладает хемотактическими свойствами и  опосредует 
направленный рост аксонов по  механизму взаимодей-
ствия с хемокиновм рецептором FPRL1 на мембране ко-
нуса роста аксона.

Исследование выполнено за счет гранта РФФИ (про-
ект № 17-04-00386).

Ин виво биореактор для 
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ФГБУ «НМИЦ травматологии и ортопедии 
им. Н.Н. Приорова» Минздрава России, Москва, 
Россия
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Биореактор — это важнейшая составляющая класси-
ческой триады технологии тканевой инженерии (клетки, 
скаффолд, биореактор). Ин  виво биореакторы (так на-
зываемые регенератроны), интегрированные с  живым 
организмом, представляют собой новейшее поколе-
ние данных устройств, пока еще редко применяющееся 
в клинической практике.

Целью настоящего исследования являлись разра-
ботка, фабрикация и тестирование нового типа биореак-
тора-регенератрона, интегрируемого с  лабораторными 
млекопитающими для построения тканеинженерных кон-
струкций непосредственно на раневой поверхности.

Для создания контролируемого водного окружения 
вокруг поврежденных участков тела использовались 
специальные сконструированные камеры-изолято-
ры, герметично соединенные с  поверхностью кожи 
и  удерживающие растворы на  ране. Биореактор, инте-
грированный с  телом животных-моделей с  функцией 
пневмоакустического распыления бессывороточной 
среды, включает помимо камеры-изолятора специаль-
ный распылитель с  приводящей гибкой трубой для по-
дачи жидкости. На раневой поверхности располагаются 
тканеинженерные конструкции, через форсунки в стен-
ке емкости внутрь подается воздушно-водяная смесь 
в  виде облака аэрозоля и  поддерживается постоянная 
температура этой смеси, что обеспечивает адекват-
ное клеточное дыхание и питание при взаимодействии 
живого организма и  тканеинженерных конструкций. 
Газовый состав легко регулируется; более того, могут 
быть добавлены газовые трансмиттеры.

Усовершенствование конструкций камер-изоляторов 
медицинского назначения позволило заменить соле-
вые изотонические растворы на  культуральные среды, 
а также разработать и внедрить в клиническую практику 

новые способы консервативного лечения посттравмати-
ческих частичных дефектов ногтевых фаланг не  только 
у детей, но и у взрослых пациентов. Регенерирующие кон-
чики пальцев, несмотря на  признаки атипичного строе-
ния, успешно закрывали дефект.

Биореактор позволяет эффективно наращивать кле-
точную массу внутри тканеинженерных конструкций, на-
ходящихся на раневой поверхности, на начальных этапах 
приживления. Толщина скаффолдов может быть увели-
чена — при таких условиях по всей толщине расположены 
живые клетки с высокой синтетической активностью.

Результаты наших исследований показывают, что 
создан, протестирован и  уже показал свою функцио-
нальность новый биореактор, интегрируемый с  телом 
животных-моделей. Это является важным шагом на пути 
усовершенствования технологий биореакторов для тка-
невой инженерии.

Влияние экзогенных и эндогенных 
факторов на экспрессию VEGF 
в культивируемых in vitro 
мезенхимных стволовых клетках 
человека

Ирина Викторовна Кожухарова1, 
Наталья Михайловна Минкевич2, Лариса 
Леонидовна Алексеенко1, Ирина Сергеевна 
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Николай Николаевич Никольский1
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Мезенхимные стволовые клетки (МСК) выделены 
из различных тканей организма и находят широкое при-
менение в клинической практике. В настоящее время на-
капливаются доказательства того, что терапевтический 
эффект МСК обеспечивается за  счет их  способности 
взаимодействовать с  другими клетками посредством 
секреции паракринных факторов. Одним из  важнейших 
факторов, обладающим ангиогенным, трофическим и ан-
тиапоптотическим действием, является эндотелиальный 
фактора роста сосудов (VEGF). Показано, что МСК, секре-
тирующие VEGF, оказывают терапевтический эффект.

Целью работы было сравнить базальный и индуциро-
ванный уровень экспрессии VEGF в МСК и выяснить воз-
можные механизмы изменения уровня секреции VEGF 
при культивировании in vitro.

Использовали МСК, выделенные из  менструальной 
крови 3-х здоровых доноров. Показано, что МСК от раз-
ных доноров различаются по базальному уровню секре-
ции VEGF. При монослойном 2D культивировании се-
креция VEGF быстро снижается. Культивирование МСК 
даже на поздних пассажах в виде сфероидов значитель-
но увеличивало секрецию VEGF. Повышенный уровень 
секреции сопровождался усилением экспрессии мРНК 
VEGF и транскрипционного фактора HIF-1 в сфероидах.

Проверяли действие экзогенных ростовых факторов 
TGFβ, VEGF и  факторов сыворотки крови на  секрецию 
VEGF и  жизнеспособность МСК. Показали, что TGFβ 
(0,1  нг/мл) увеличивал секрецию и  жизнеспособность 
2D культур, что сопровождалось увеличением количе-
ства α-sma позитивных МСК. Экзогенный VEGF (10 нг/
мл) увеличивал жизнеспособность 3D культур МСК, 
что сопровождалось появлением CD309 (рецептор 
VEGFR2) позитивных клеток. Снижение концентрации 



114 МАТЕРИАЛЫ IV Национального конгресса по регенеративной медицине

Гены & Клетки  XIV, Приложение, 2019

сыворотки до 1% в течение 7 дней не влияло на уровень 
секреции VEGF в  МСК, но  снижало жизнеспособность 
клеток в  сфероидах. Противоопухолевый препарат док-
сорубицин незначительно повышал секрецию VEGF в 2D 
культурах МСК и  не  влиял на  секрецию в  сфероидах. 
Рекомбинантный VEGF улучшал жизнеспособность МСК, 
обработанных доксорубицином.

МСК, культивируемые в сфероидах могут быть пред-
почтительней, чем монослойные для терапевтического 
ангиогенеза, так как под действием эндогенных факто-
ров секреция VEGF в них выше и стабильнее. Однако у па-
циентов с  опухолевыми заболеваниями индукция VEGF 
может играть негативную роль, вызывая неоваскуляри-
зацию опухолей.

Работа была поддержана Российским научным фон-
дом (проект 19-14-00108).

Влияние метабиотических препаратов 
на регенеративные процессы 
у экспериментальных животных

Екатерина Петровна Колеватых

ФГБОУ ВО Кировский государственный медицинский 
университет, Киров, Россия
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Несмотря на широкое применение пробиотиков — пре-
паратов, изготовленных из  живых представителей нор-
мальной микрофлоры организма человека, неуклонно 
возрастает заболеваемость населения, связанная с дис-
балансом состояния микробиоты. Цель исследования за-
ключалась в установлении влияния иммунобиологических 
метабиотических препаратов бактериального происхож-
дения на  микробиологические, иммунологические, био-
химические показатели при регенеративных процессах 
экспериментальных животных. Разработаны методики по-
лучения метабиотического препарата из пробиотического 
штамма Lactobacillus acidophilus и изучены биологические 
свойства метаболитов. Проведен сравнительный анализ 
микробного статуса кишечника, полости рта экспери-
ментальных животных при применении пробиотических 
и метабиотических иммунобиологических препаратов при 
регенеративных процессах. Изучена динамика изменения 
содержания провоспалительных и  противовоспалитель-
ных цитокинов, сывороточных иммуноглобулинов класса 
А, М, G, E, секреторного IgA, фагоцитарной активности 
нейтрофилов макроорганизма при употреблении про-
биотических и  метабиотических препаратов. Объектом 
исследования служили штаммы Lactobacillus acidophilus, 
из  которых был получен препарат на  основе продуктов 
метаболизма лактобактерий. Под наблюдением находи-
лись 200 лабораторных животных — белых беспородных 
мышей с  дефектами кожи и  подкожно-жирового слоя. 
Установлено, что при местном воздействии метаболитов 
бактерий, а также одновременном пероральном введении 
биологически активных веществ пробиотиков, увеличива-
ется количество противовоспалительных цитокинов, по-
вышается уровень секреторного иммуноглобулина класса 
А, бактерицидная и фунгицидная активность.

Таким образом, научно обоснована и  эксперимен-
тально доказана необходимость наиболее эффек-
тивного и  безопасного восстановления собственной 
(индигенной) микробиоты макроорганизма путём ис-
пользования пребиотиков и  метабиотиков, а  также 
их композиций — метапребиотиков согласно предвари-
тельного определения уровня продуктов обмена аутоф-
лоры каждого индивидуума.

Исследование значимости маркера 
CD133 в пролиферативном потенциале 
клеток глиобластомы и поиск 
путей управления пролиферацией 
и дифференцировкой этих клеток
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Глиобластома — злокачественная первичная опухоль 
головного мозга, которая является неизлечимой на дан-
ный момент времени и  поэтому требует особенного 
внимания со  стороны исследователей. Перспективным 
направлением является применение клеточных и  моле-
кулярно-генетических методов.

Целью работы является изучение роли поверх-
ностного маркера CD133  клеток глиобластомы че-
ловека в  их  пролиферативном потенциале и  иссле-
дование возможности управления пролиферацией 
и дифференцировкой этих клеток.

Материалы и  методы. В  эксперименте использо-
вались частично перевиваемые культуры, полученные 
из  клеток глиобластомы человека (5  образцов) по  раз-
работанной в  лаборатории методике. Для RT-PCR ис-
пользовали панель, состоящую из онкомаркеров (CDk4, 
CDk6, EGFR, FGFR, FSHR, MAP2, MDM2, MELK, Olig2, 
PDGF, PDGFR) и маркеров стволовости (bIII-tubulin, Nestin, 
Nanog, Notch2, Oct4, SOX2). Клетки в культурах проходи-
ли 5 пассажей, после чего они криоконсервировались.

С целью остановки разрастания опухоли на клеточные 
культуры глиобластомы человека одновременно воздей-
ствовали блокаторами пролиферации (смесь аптамеров 
VEGF, as1411  и  r-21) и  индукторами нейральной диф-
ференцировки (ретиноевая кислота (RA), интерлейкин 6 
(IL6), GDNF). Культуры исследовали на 10 (RT-PCR, MTT-
тест) и 20 день (MTT-тест) после воздействия дифферен-
цировочного фактора.

Результаты. При проведении анализа экспрессии 
маркера CD133, характерного и  нормальным, и  опухо-
левым стволовым клеткам, обнаружено, что в  образце 
Г2 экспрессия CD133 была повышена. При использова-
нии смеси аптамеров и  IL6  наблюдалось значительное 
снижение пролиферации до  25%, при этом увеличива-
лась экспрессия PDGFRa. Все три комбинации снижают 
экспрессию CDk6, EGFR и повышают экспрессию CDk4, 
PDGFB. Комбинации RA с IL6 снижают экспрессию FSHR. 
При использовании всех комбинаций увеличивалась экс-
прессия GFAP и bIII-tubulin, снижалась экспрессия Oct4, 
что говорит о вероятности сдвига состояния клеток в сто-
рону нейральной дифференцировки. При использова-
нии аптамеров с  IL6 снижалась экспрессия CD133, что 
не наблюдалось в других случае.

Выводы. Полученные данные говорят о  возмож-
ности управления пролиферативным и  дифференци-
альным потенциалом опухолевых клеток глиобастомы. 
Можно утверждать, опираясь на  этот эксперимент, что 



МОСКВА, 20–23 НОЯБРЯ 2019 г. 115

Гены & Клетки  XIV, Приложение, 2019

комбинация антипролиферативных аптамеров и  IL6 мо-
жет быть эффективна для снижения пролиферации опу-
холевых клеток глиобластомы человека.

Планируется проведение экспериментов с  СD133+ 
и СD133– культурами клеток глиобластомы человека.

Динамика ядерной транслокации 
транскрипционного фактора 
FoxP3 в CD4+ лимфоцитах 
и субпопуляционный состав 
моноцитов после перенесенного 
инфаркта миокарда

Ирина Вячеславовна Кологривова1, 2, Татьяна 
Евгеньевна Суслова1, Вячеслав Валерьевич 
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Воспаление является неотъемлемым компонентом 
ремоделирования и  регенерации ткани сердца после 
инфаркта миокарда (ИМ). Моноциты играют важную 
роль при постинфарктном ремоделировании. Известно, 
что их функция контролируется FoxP3+ Т-регуляторными 
лимфоцитами. При этом экспрессия фактора FoxP3 по-
казана и  в  нерегуляторных CD4+ клетках, в  которых 
он снижает TCR-опосредованный сигналинг.

Целью исследования стало изучение экспрессии 
транскрипционного фактора FoxP3  в  CD4+-лимфоцитах 
во взаимосвязи с субпопуляционным составом моноци-
тов после острого первичного переднего инфаркта мио-
карда с подъемом сегмента ST.

Мононуклеарные лейкоциты периферической крови 
пациента были выделены на 1, 3, 7 и 30 сутки после остро-
го первичного переднего инфаркта миокарда с  подъе-
мом сегмента ST. Во фракции мононуклеаров оценивали 
содержание CD14++CD16lo, CD14++CD16hi, CD14+CD16hi 
моноцитов, CD4+CD25hiFoxP3+, CD4+CD25loFoxP3+ лим-
фоцитов и  ядерную локализацию фактора FoxP3  мето-
дом проточной цитометрии с визуализацией.

Мы  наблюдали увеличение содержания 
CD14++CD16hi моноцитов с  9,97% (1  сутки) до  27,6% 
(7  сутки) и  CD14+CD16hi моноцитов с  4,71% (1  сутки) 
до  11,1% (7  сутки) от  общего содержания моноцитов; 
содержание CD14++CD16lo моноцитов снижалось с 85% 
(1  сутки) до  61% (7  сутки). Через месяц мы  выявили 
82,2% CD14++CD16lo, 8,57% CD14++CD16hi и  8,97% 
CD14+CD16hi моноцитов. Содержание CD4+CD25hiFoxP3+ 
лимфоцитов изменялось незначительно: 6,83% (1  сут-
ки); 6,69% (3 сутки); 6,44% (7 сутки); 5,51% (30 сутки) 
от всех CD4+ лимфоцитов, и сопровождалось увеличени-
ем уровня транслокации FoxP3 в ядро (c 83,5% (1 сутки) 
до  88,4% (30  сутки)). В  то  же  время, мы  выявили вол-
нообразную динамику содержания CD4+CD25loFoxP3+ 
лимфоцитов (2,81% (1  сутки); 2,50% (3  сутки); 3,06% 
(7 сутки); 2,13% (30 сутки), что сопровождалось резким 
снижением уровня транслокации FoxP3  в  ядро в  этих 
клетках (с 57,4% (1 сутки) до 35,7% (7 сутки)).

Выявленное изменение содержания FoxP3+CD4+ 
лимфоцитов (особенно мало изученной на сегодняшний 
день субпопуляции CD4+CD25loFoxP3+) после острого 

ИМ  свидетельствует об  их  вовлеченности в  регуляцию 
воспаления, сопровождающего процессы регенерации 
ткани сердца. Однонаправленная динамика ядерной 
транслокации FoxP3 и субпопуляций моноцитов позволя-
ет предположить, что FoxP3+ Т-лимфоциты вносят вклад 
в  модуляцию моноцитарной функциональной активно-
сти. Дальнейшие исследования могут способствовать 
разработке новых подходов управления процессами ре-
моделирования ткани сердца после ИМ.

С2С12 как модель для изучения 
дегенерации мышечного волокна при 
ламинопатиях
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Введение. Механизм дегенерации мышечной ткани 
остается актуальной темой для исследователей. Активация 
этого процесса происходит во  многих заболеваниях, на-
пример, при ламинопатиях. Эти заболевания характери-
зуются широким спектром нервно-мышечных, сердечных 
и  метаболических нарушений. В  нашем исследовании 
мы сосредоточились на мутациях, вызывающих аутосом-
но-доминантную мышечную дистрофию Эмери-Дрейфуса 
(G232R) и семейную частичную липодистрофию (R482L). 
Целью нашей работы является создание модели ламино-
патий на основе клеточной линии С2С12 и изучение меха-
низмов дегенерации мышечной ткани.

Методы. С  помощью сайт-специфического мутаге-
неза были сделаны плазмиды, несущие кДНК ламина 
А  человека с  мутациями, приводящими к  мышечной 
дистрофии Эмери-Дрейфуса (G232R) и  липодистрофии 
(R482L). Далее была проведена трансформация мутант-
ными плазмидами E. coli для наработки плазмидной ДНК. 
Полученную плазмидную ДНК проверяли секвенирова-
нием по  Сенгеру. Далее плазмиды использовались для 
сборки лентивируса, содержащего мутантные варианты 
кДНК ламина. После этого вирусом заражали клеточ-
ную линию миобластов мыши С2С12. Эффективность 
заражения оценивали иммуноцитохимическим окраши-
ванием антителами к  ламину человека. Уровень мРНК 
генов интереса оценивался методом qPCR, а  уровень 
белка — Вестер- блоттинг.

Результаты. В  клетках С2С12, несущих мутации, 
мы не увидели смену типа мышечных волокон с медлен-
ных (MYH7) на быстрые (MYH1) после индукции миоген-
ной дифференцировки. В  то  же  время, мы  наблюдали 
повышение уровня мРНК транскрипционного фактора 
MYOG, регулирующего миогенез, и эмбрионального ми-
озина MYH3 при мутации R482L по сравнению с диким 
типом. В  то  же  время уровень мРНК и  белка быстрых 
и медленных миозинов рос в течение мышечной диффе-
ренцировки по сравнению с диким типом. Возможно, это 
указывает на развитие мышечных волокон в ответ на на-
рушения, вызванные мутациями. Также выявленный 
нами пониженный уровень мРНК гена DES может указы-
вать на вызванные мутациями проблемы в цитоскелете 
клеток, что приводит к  нарушениям в  слиянии миобла-
стов. На это указывает и пониженный уровень мРНК гена 
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MYMK, ответственного за слияние клеточных мембран. 
Возможно, в ответ на это активируется другой ген, ответ-
ственный за  образование поры  — MYMX. Это недавно 
открытый микробелок и его функция еще не до конца из-
учена. Таким образом, наша модель является релевант-
ной для изучения процессов дегенерации мышечного во-
локна при ламинопатиях.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РНФ № 16-15-10178-П.

Характеристика прогениторных 
клеток эпикарда из неонатальных 
сердец мыши

Анастасия Валерьевна Комова1, 2, Константин 
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Цоколаева2, Елизавета Израилевна 
Ратнер2, Елена Викторовна Парфенова2
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Клетки эпикарда принимают активное участие в  эм-
бриональном развитии сердца и  его репарации при по-
вреждении, что делает эпикард потенциальной мишенью 
для лечения заболеваний, а  клетки эпикарда перспек-
тивным инструментом клеточной терапии. Способность 
клеток эпикарда вступать в  эпителиально-мезенхималь-
ный переход (ЭМП) с последующей дифференцироваться 
в клетки сосудов и фибробласты позволяет рассматривать 
его в качестве клеточной ниши прогениторных клеток эпи-
карда. В связи с этим разработка методов получения этого 
типа клеток и изучение механизмов регуляции их функций 
является важнейшей задачей регенеративной медицины.

Цель исследования: разработать метод получе-
ния и  охарактеризовать свойства полученных клеток 
эпикарда.

Методы. В работе использованы сердца неонаталь-
ных мышей линии C57Bl6. Диссоциация клеток эпикар-
да проводилась с  помощью 0,25% раствора трипсина 
(5  мин. ). Культивирование клеток эпикарда проводили 
с  среде IMDM, содержащей глутамин, 1% фетальной 
сыворотки теленка (embryonic cell grade), 1% пеницил-
лин-стрептомицина, 2-меркаптоэтанола. Пролиферацию 
клеток оценивали с  помощью МТТ теста, иммунофено-
тип — с помощью иммуноцитохимии.

Результаты. Показано, что кратковременная об-
работка неонатальных сердец мыши ферментативным 
раствором трипсина способствует диссоциации мезо-
телиального слоя клеток, что позволяет получить куль-
туру прогениторных клеток эпикарда (ПКЭ) in vitro. ПКЭ 
имеют «cobblestone» морфологию, сохраняют плотные 
(ZO1+) контакты и  характеризуются экспрессией эпи-
кардиальных маркеров (Wt1, POD1, TBX18). При куль-
тивировании в условиях низкой плотности они спонтанно 
вступают в  ЭМП, теряют плотные контакты и  приобре-
тают веретенообразную форму. При этом часть клеток 
приобретает маркеры фибробластов (виментин, CD90, 
FSP1) и гладкомышечных клеток (α-гладкомышечный ак-
тин, калпонин). Культивирование в присутствии рекомби-
нантных факторов роста (SCF или PDGF bb) достоверно 
увеличивает пролиферативную активность ПКЭ.

Таким образом, кратковременная обработка неона-
тальных сердец мыши раствором трипсина способству-
ет получению культуры ПКЭ in  vitro, которая сохраняет 

соответствующую морфологию, иммунофенотип, способ-
ность вступать в ЭМП и трансформироваться в гладко-
мышечные клетки и фибробласты. Действие SCF и PDGF 
bb  активирует пролиферативную активность ПКЭ, что 
может указывать на их роль в качестве активаторов эпи-
карда в процессе репарации сердца.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РНФ № 19-15-00384 и РФФИ 19-29-04164.

Получение ИПСК от пациентов 
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мутации F508del в гене CFTR 
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Муковисцидоз (МВ)  — заболевание, обусловленное 
мутациями в  гене CFTR, самой частой из  них является 
F508del. В  результате мутации нарушается транспорт 
ионов хлора и натрия через клеточную мембрану, что вы-
зывает у пациента нарушения функционирования желёз 
внешней секреции. На  сегодняшний день МВ  не  имеет 
этиотропной терапии. В последние годы активно разви-
ваются методы геномного редактирования, позволяю-
щие корректировать мутации. Одним из возможных ген-
но-клеточных подходов к лечению заболеваний является 
получение индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток (ИПСК) от  больного, редактирование в  клетках 
мутации, их  дифференцировка, например, в  клетки ре-
спираторного эпителия и  последующая трансплантация 
больному. Целью работы было получить ИПСК из фибро-
бластов больных МВ и редактировать мутацию F508del 
в гене CFTR с помощью CRISPR/Cas9.

Репрограммирование фибробластов от  трех паци-
ентов с  МВ, гомозиготных по  мутации F508del, осу-
ществляли с  помощью вируса Сендай с  факторами 
Яманака (CytoTune™-iPS 2.0  Sendai Reprogramming Kit). 
Плюрипотентность доказывали с  помощью иммуноцито-
химического анализа и количественной ПЦР на маркеры 
плюрипотентности, а  также дифференцировки в  клет-
ки трех зародышевых листков. Для редактирования му-
тации F508del использовали нуклеазы (eSpCas9(1.1), 
SpCas9(HF4) и  SaCas9) в  комбинации с  различными 
sgRNA, подобранными на  разные участки ДНК рядом 
с мутацией (sgCFTR##1, 2, 3, sa_sgCFTR#3), для репара-
ции двуцепочечных разрывов разработали четыре одно-
цепочечных олигодезоксинуклеотида (ssODN-CFTR##1, 
2, 3  и  ssODN-saCFTR). Поскольку структура геномного 
сайта предположительно влияет на эффективность редак-
тирования, указанные sgRNA также тестировали на искус-
ственной плазмиде, содержащей локус CFTR с  мутацией 
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F508del. Анализ образованных инделов и вставок СТТ (ис-
правление мутации F508del) оценивали с помощью NGS.

В  результате работы были получены и  полностью 
охарактеризованы линии ИПСК от  трех пациентов с  МВ. 
На одной из линий проведены эксперименты по редактиро-
ванию мутации F508del в гене CFTR. С учетом эффектив-
ности трансфекции частота внесения инделов в ген CFTR 
составила от 53 до 64% ​​аллелей для различных комбина-
ций Cas9 и sgRNA. Наибольшую частоту исправления му-
тации F508del отмечали при использовании SpCas9(1.1)-
sgCFTR#1 с ssODN-CFTR#1 — 3,5% аллелей.

Результаты показывают низкую эффективность ис-
правления мутации, не позволяющую в существующем 
виде использовать данную технологию для лечения 
больных.

Работа поддержана грантом РНФ № 17-75-20095.

Комплекс салиномицина 
с наночастицами кремния 
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Цель работы  — выявление эффекта салиномицина 
(Sal), известного селективного ингибитора опухолевых 
стволовых клеток (ОСК), в виде комплекса с наночасти-
цами кремния (nano-Si), на культивируемые клетки глио-
бластомы человека in vitro, а также на карциному легкого 
Льюис мышей in vivo. Для исследований in vitro исполь-
зовали клетки глиобластомы человека, полученные 
из образца опухоли пациента ФНКЦ ФМБА России, куль-
тивируемые по стандартной методике. Для оценки жиз-
неспособности клеточной культуры после воздействия 
салиномицина (40 мкМ) и nano-Si-Sal (40 мкМ), в режи-
ме реального времени в течение 4 суток, использовали 
клеточный анализатор xCELLigence (ACEA Biosciences 
Inc). Для исследований in  vivo использовались лабора-
торные мыши C57Bl/6, 3-месячные самцы, массой 20–
22 г. Мышам на 10 сутки после перевивки опухоли вво-
дили однократно внутрибрюшинно препараты из расчета 
12,5 мг салиномицина на кг веса животного. Наблюдали 
за динамикой роста опухоли и гибелью животных в груп-
пах. Часть подопытных и контрольных животных подвер-
гали эвтаназии на  21  сутки после перевивки опухоли, 
извлекали легкие, фиксировали в уксуснокислом спирте 
и  подсчитывали количество опухолевых метастатиче-
ских узлов в легочной ткани.

В  исследованиях in  vitro было продемонстрировано, 
что комплекс nano-Si-Sal, как и сам салиномицин, обла-
дал, по сравнению с контрольной группой, выраженным 

цитотоксическим действием на  клетки глиобластомы 
человека. Аналогично, в  исследованиях in  vivo было по-
казано, что в комплексе с nano-Si салиномицин замедлял 
скорость увеличения опухоли, по сравнению с контроль-
ной группой, причем в  еще большей степени, чем сам 
салиномицин, и при этом уменьшал количество метаста-
тических узлов в легких. Контрольные животные погиба-
ли значительно раньше животных в экспериментальных 
группах. В целом, наши результаты показывают, что са-
линомицин в виде комплекса с nano-Si, оказывает выра-
женный противоопухолевый эффект, как на  клетки гли-
областомы человека in vitro, так и на карциному легкого 
Льюис in vivo, предположительно за счет ингибирования 
ОСК и снижения метастатических поражений.

Взаимосвязь изменений уровней 
экспрессии маркера пролиферации 
Ki67 и рецепторов к эстрогену при 
регионарном метастазировании рака 
молочной железы

Константин Вячеславович Конышев1, 2, 
Сергей Владимирович Сазонов1, 2
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Исследование такого проявления гетерогенности 
опухолей, как различия иммунофенотипа первичной 
и метастатической опухолей при раке молочной железы, 
способствует расширению представлений о  биологиче-
ских закономерностях канцерогенеза. Взаимосвязи из-
менений ключевых биомаркеров, в  том числе маркера 
пролиферации Ki67, остаются неизученными.

Цель: изучение связи между уровнем Ki67  в  ткани 
первичной опухоли и  изменениями экспрессии этого 
маркера и рецепторов к эстрогену (ER) при регионарном 
метастазировании рака молочной железы (РМЖ).

Методы. На  материале первичной опухоли и  регио-
нарных метастазов 83 больных РМЖ без неоадъювант-
ной терапии выполнялось ИГХ-исследование экспрес-
сии рецепторов к эстрогену и ki67 (клоны 1D5 и MIB-1, 
Dako, Дания) с  использованием автостейнера Dako. 
Экспрессия ER оценивалась по Allred (0 и 2 балла — от-
рицательный статус, 3–8 баллов — положительный ста-
тус опухоли), Ki67 — как процент окрашенных опухолевых 
клеток среди не менее 500 клеток в полях зрения с наи-
большей пролиферативной активностью (<20%  — опу-
холь с  низкой пролиферативной активностью, ≥20%  — 
опухоль с  высокой пролиферативной активностью). 
Определяли изменение статуса ER  и  Ki67  и  изменение 
уровня экспрессии ER  и  Ki67  при метастазировании. 
Строили следующую регрессионную модель (метод 
наименьших квадратов, ПО  Gretl): зависимая перемен-
ная  — уровень Ki67  в  первичной опухоли, предикторы: 
ER-статус первичной опухоли, сдвиги экспрессии (ER  — 
на 1 балл и более, Ki67 — на 5% и более) и изменения 
статуса (ER  — с  положительного на  отрицательный 
и с отрицательного на положительный, Ki67 — с высоко-
го на  низкий и  с  низкого на  высокий) биомаркеров при 
метастазировании. Степень согласия модели оценивали 
по значению скорректированного R2.
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Результаты. Сдвиг уровня экспрессии ER  и  измене-
ние статуса Ki67  при метастазировании были призна-
ны незначимыми (p>0,05). Значимая связь с  уровнем 
Ki67 в клетках первичной опухоли была обнаружена для 
ER-статуса первичной опухоли (регрессионный коэф-
фициент  — 24,8, p<0,001), изменения статуса ER  при 
метастазировании (-13,2, p=0,02) и сдвигом уровня экс-
прессии Ki67  при метастазировании (12,7, p=0,002). 
Скорректированный R2 для данной модели составил 0,42.

Заключение. Высокий уровень экспрессии маркера 
пролиферации Кi67 в клетках первичной опухоли корре-
лирует с отрицательным ER-статусом первичной опухоли, 
а  также снижением вероятности изменения ER-статуса 
и повышением вероятности изменения уровня экспрес-
сии Ki67  при регионарном метастазировании рака мо-
лочной железы.

Происхождение и судьба масштабных 
хромосомных перестроек, 
индуцированных технологией 
CRISPR/Cas9 у мышей: от зигот 
до соматических клеток

Алексей Николаевич Кораблев1, Инна Евгеньевна 
Пристяжнюк1, Юлия Михайловна Минина1, 
Ирина Александровна Серова1, Вениамин 
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В  настоящее время, технология CRISPR/Cas9  ши-
роко применяется для адресного редактирования гено-
мов животных как уровне единичных нуклеотидов, так 
и масштабных хромосомных перестроек. Недавно, с по-
мощью микроинъекции компонентов системы CRISPR/
Cas9  в  зиготы мышей, нами были получены животные, 
несущие целевые хромосомные перестройки в  хромо-
соме 6: делеции и  инверсий (размером 1137  т. п. о.) 
и  дупликации (размером 2374  т. п. о.), затрагивающие 
единственный ген Cntn6 (кодирует контактин-6). Данное 
сообщение направлено на выяснение времени возникно-
вения этих перестроек и  их  судьбы в  ходе развития но-
сителей. В нашем распоряжении было 2 фаундера (осно-
вателя), несущих одновременно дупликацию и делецию, 
и 5 основателей, несущих только делецию. Установлено, 
что наследование делеции у F1 от скрещивания пяти ос-
нователей с мышами С57BL/6 близко к ожидаемому со-
отношению 1:1, что указывает на отсутствие мозаициз-
ма среди гамет. По  данным FISH- и  Саузерн-анализов, 
делетированный фрагмент ДНК не был выявлен на дру-
гих хромосомах. Анализ последовательностей в местах, 
вновь образованных «стыков ДНК» у  7-ми  носителей 
делеции, показал, что у 3-х основателей не выявлено ка-
ких-либо изменений, у 3-х других замены были в преде-
лах от 1 до 10 нуклеотидов и одного 101 п. о. Важно, что 
один основатель имел «идеальную» делецию в обоих го-
мологах. Таким образом, эти данные позволяют сделать 
вывод, что целевые делеции происходили чаще в одном 

из пронуклеусов и с достаточно высокой точностью. Оба 
основателя-носители одновременно делеции и  дупли-
кации были мозаики: около четверти клеток были гете-
розиготными по  делеции, другая четверть гетерозигот-
ными по дупликации и около 50% клеток с нормальным 
генотипом. Кроме того, и делеции и дупликации переда-
вались потомкам F1  в  соотношении близком к  ожидае-
мому. По  данным полногеномного секвенирования обе 
дуплицированные копии сохранили свою целостность 
и содержали минимальные изменения на границах «сты-
ков». Анализируя полученные данные, мы предполагаем, 
что у этих основателей-носителей делеции и дупликации 
произошли путем межхроматидного обмена в  одном 
из пронуклеусов на стадии зиготы и, как результат, хро-
матиды с делецией и дупликацией расходятся в разные 
бластомеры. В целом, применение технологии CRISPR/
Cas9  позволяет получать масштабные направленные 
хромосомные перестройки с  минимальными нецелевы-
ми воздействиями в таргетном геноме.

Исследование выполнено при поддержке бюджетно-
го проекта РАН № 0324-2019-0041.
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На  современном этапе внедрение тканеинженерных 
разработок для нужд регенеративной медицины идет па-
раллельно с  разработкой различных носителей для до-
ставки биологических агентов и клеток. Одними из вари-
антов таких носителей могут стать материалы на основе 
карбоксиалкилхитозанов либо полиалкиленкарбонатов, 
каждые из которых имеют свои преимущества для реше-
ния различных прикладных задач — первые имеют хоро-
шую биосовместимость, а также определенный антибак-
териальный эффект, вторые способны к  равномерной 
объемной деградации и при этом не закисляют pH среды.

В  условиях in  vitro нами была выполнена оценка 
биосовместимости гидрогелей на основе карбоксиал-
килхитозанов и  политриметиленкарбоната линейно-
го строения (пТМК) по  отношению к  культуре клеток 
фибробластов человека (Phoenix-модифицированные 
HEK 293) со сроком наблюдения 12 суток. Методы ис-
следования биосовместимости: светооптическая ми-
кроскопия для изучения морфологии клеточной куль-
туры, а  также выполнение оценки цитотоксического 
влияния испытываемых материалов при помощи МТТ-
теста. Все образцы гелей были стерилизованы мето-
дом лучевой стерилизации.



МОСКВА, 20–23 НОЯБРЯ 2019 г. 119

Гены & Клетки  XIV, Приложение, 2019

Наилучшим образом в эксперименте продемонстри-
ровали себя гидрогели карбоксиэтилхитозана (КЭХ), 
сшитого глутаровым альдегидом, и  интерполиэлектро-
литные гидрогели карбоксиметилхитозана, КЭХ и  кар-
боксиметилцеллюлозы с  альгинатом натрия, сшитые 
хлоридом кальция — клетки фибробластов в присутствии 
таких материалов, а  также при непосредственном кон-
такте с  ними, проявляли хорошую адгезию к  поверхно-
сти культурального планшета и  росли с  образованием 
конфлюэнтного клеточного монослоя. Величины индекса 
цитотоксичности при этом указывали на  отсутствие не-
гативных эффектов исследуемых материалов на клетки. 
Гели на основе пТМК вероятно оказали на клетки токси-
ческий эффект, что выразилось в постепенной их гибели 
в течение эксперимента.

Таким образом, испытанные материалы на  осно-
ве пТМК требуют дополнительной функционализации 
для улучшения биосовместимости, тогда как гидрогели 
на  основе карбоксиалкильных производных хитозана 
и  целлюлозы демонстрируют неплохие показатели для 
дальнейших исследований.

Взаимодействие гемопоэтических 
стволовых клеток и клеток 
глиобластомы, стимулированных 
TGF-β1 in vitro

Мария Константиновна Корнейко, Ирина 
Александровна Ляхова, Сергей Викторович 
Зайцев, Игорь Степанович Брюховецкий

Дальневосточный федеральный университет, 
Владивосток, Россия
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Большинство современных методов лечения зло-
качественных опухолей головного мозга недостаточно 
эффективны, а средняя продолжительность жизни паци-
ентов варьирует от  9  до  14  месяцев. Метастатические 
и  инвазивные процессы являются основными харак-
теристиками злокачественных опухолей. Наиболее 
важным патогенетическим механизмом является эпи-
телиально-мезенхимальный переход (ЭМТ), который за-
ставляет эпителиальные клетки терять свою апикально-
базальную полярность, вследствие чего эти подвижные 
элементы приобретают способность проникать в  окру-
жающие ткани и  мигрировать в  отдаленные органы. 
Трансформирующий фактор роста-β1 (TGF-β1) играет 
особую роль среди механизмов, индуцирующих EMT. 
Роль TGF-β в этом процессе очень сложна. Согласно не-
которым исследованиям, этот фактор, действуя в  нор-
мальных условиях, ингибирует пролиферацию клеток, 
блокирует жизненный цикл клетки, инициирует диффе-
ренцировку или апоптоз. В  настоящем исследовании 
представлено взаимодействие между гемопоэтически-
ми стволовыми клетками и  клетками глиобластомы, 
стимулированными TGF-β1  in vitro. Материалом для ис-
следования были CD  34+ гемопоэтические стволовые 
клетки (HSCs), глиобластома U87 MG (ATCC® HTB-14 ™). 
Мы  использовали методы культивирования клеток, ро-
ботизированный мониторинг межклеточных взаимодей-
ствий, конфокальную лазерную микроскопию, проточную 
цитометрию, электронную микроскопию. Было показано, 
что клетки U87 имеют сложную систему коммуникации, 
включающую адгезивные межклеточные контакты, об-
ласти слияния с  растворением цитоплазмы, слияние 
клеток, коммуникационные микротрубочки и микровези-
кулы. Влияние TGF-β1 на клетки глиобластомы приводит 

к изменению формы клеток и усилению их экзокринной 
функции. HSC мигрируют в  клетки глиобластомы, взаи-
модействуют с  ними и  обмениваются флуоресцентной 
меткой. Стимуляция раковых клеток TGF-β1  ослабляет 
их способность привлекать HSC и обмениваться с ними 
флуоресцентной меткой.

Сравнительный анализ 
эффективности различных 
индукторов для миогенной 
дифференцировки мультипотентных 
мезенхимных стволовых клеток 
крупного рогатого скота

Дарья Григорьевна Коровина, 
Ирина Петровна Савченкова
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Несмотря на  возрастающее число опубликованных 
исследований по  миогенной дифференцировке мульти-
потентных мезенхимных стволовых клеток (ММСК) чело-
века, работ с использованием клеток крупных животных 
моделей, в  частности сельскохозяйственных животных, 
в данной области все еще недостаточно. Поэтому целью 
данного исследования было определение оптимальных 
условий культивирования для дифференцировки в клет-
ки скелетной мышечной ткани (СМТ) ММСК крупного ро-
гатого скота (КРС) под влиянием различных индукторов.

В  эксперименте использовали ММСК, выделенные 
нами ранее из костного мозга (КМ) и жировой ткани (ЖТ) 
КРС, на  4  пассаже и  миобласты крысы L6J1  на  3  пас-
саже. Длительность всех протоколов дифференцировки 
составляла 28  сут. Согласно первому протоколу ММСК 
в течение 7 сут. культивировали в среде SKGM-2 с 10% 
сыворотки крови плодов коров (СКПК), 2% эмбрионально-
го экстракта мышиного мозга и антибиотиками пеницил-
лином 50 ед./мл, стрептомицином 50 мкг/мл. Далее ис-
пользовали среду, стимулирующую слияние миобластов 
(смесь сред DMEM и  F12  в  соотношении 1:1, 2% сыво-
ротки крови лошади и антибиотики). Во втором протоколе 
в качестве фидерного слоя для ММСК использовали инак-
тивированные митомицином C  миобласты L6J1. Клетки 
сокультивировали, используя только ростовую среду для 
ММСК (DMEM-LG, дополненная 10% СКПК и антибиоти-
ками). Среда для дифференцировки по третьему протоко-
лу состояла из среды для культивирования ММСК и 50% 
кондиционированной среды, полученной от  клеток L6J1. 
В  связи с  отсутствием специфических антител, миоген-
ный потенциал ММСК КРС оценивали методами фазово-
контрастной микроскопии и  ПЦР-РВ  по  уровню экспрес-
сии генов-маркеров миогенеза SM22α, MyoD1 и MyoG.

Установлено, что применение первого протокола сти-
мулировало появление как адипоцитов, так и образование 
миотрубочек, что подтверждалось высокой экспрессией 
генов MyoD1 и MyoG в ММСК ЖТ. В ММСК КМ в случае 
использования данного протокола была выявлена наи-
большая степень дифференцировки в  клетки гладкой 
мышечной ткани. Показаны высокие уровни экспрессии 
гена MyoD1, характерного для стадии образования мио-
бластов, в ММСК КМ и ЖТ как в системе сокультивиро-
вания, так и при добавлении кондиционированной среды. 
В  целом, ММСК ЖТ  обладали способностью к  миоген-
ной дифференцировке в ответ на индукционные стимулы 
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в  гораздо большей степени, чем ММСК КМ. Наиболее 
высокий потенциал дифференцировки в клетки СМТ про-
демонстрирован при использовании в качестве индуктора 
среды, кондиционированной миобластами L6J1.

Ультраструктурные проявления 
репаративной регенерации 
миелиновых нервных волокон при 
использовании в кондуите нерва 
углеродных нанотрубок

Анна Геннадьевна Коротких1, Сергей 
Владимирович Сазонов1, 2
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медицинского университета, Екатеринбург, Россия;

2 � Патолого-анатомическое отделение Института 
медицинских клеточных технологий, Екатеринбург, 
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Введение. Оценивали влияние одностенных углерод-
ных нанотрубок в  кондуите нерва на  процесс регенера-
ции миелиновых нервных волокон.

Материал и  методы. Травму седалищного нерва на-
носили 15  лабораторным кроликам. На  левой конечности 
(опыт) и правой (контроль) выделяли и пересекали седалищ-
ный нерв, на оба поврежденных нерва накладывали кондуит 
(тефлоновый сосудистый протез). В полость кондуита левой 
конечности помещали одностенные углеродные нанотрубки 
(Carbonnanotube, single-walled, carboxylicacidfunctionalized, 
Sigma-Аldrich, Германия). На  правой конечности прово-
дили аналогичное вмешательство, но  нанотрубки не  ис-
пользовались. Через 6  месяцев, животных подвергли 
эвтаназии. Из седалищных нервов изготавливали полутон-
кие гистологические срезы их  дистальных и  проксималь-
ных отделов, окрашивали гематоксилином и  эозином. 
Морфометрические измерения проводились с  использо-
ванием программы CellSensStandart (Olympus Corporation, 
Япония) ув. 20×100. Измеряли диаметр миелиновых нерв-
ных волокон опытной и контрольной конечностей в дисталь-
ном и проксимальном участке нерва по двум осям. Также 
производился забор образцов для электронно-микроско-
пического исследования. Ультратонкие срезы получали 
на ультратоме «Leika EM UC6», контрастировали цитратом 
свинца и исследовали в электронном микроскопе «Morgagni 
268D». Всего было проведено исследование 18 образцов, 
взятых от  3  животных. Статистический анализ материала 
проводился с помощью программы Microsoft Exel 2019.

Результаты. Средний диаметр миелиновых нервных 
волокон опытная конечность: проксимальный участок не-
рва  — 43,16±0,61мкм; дистальный  — 37,50±0,56  мкм; 
контрольная конечность: проксимальный участок  — 
32,63±0,57  мкм; дистальный  — 18,73±0,20  мкм. 
Увеличение числа пролиферирующих нейролеммоцитов 
вокруг поврежденных нервных волокон опытной конеч-
ности говорит о  стимуляции регенераторных процессов. 
В  контрольной конечности, помимо меньшего диаметра 
миелиновых нервных волокон, обнаружены процессы дис-
трофии миелина и наличие лишь единичных нейролеммо-
цитов, в нервной ткани преобладают дистрофические из-
менения над процессами регенерации.

Выводы. Выявлены достоверные различия в диаме-
тре регенерирующих миелиновых нервных волокон при 
использовании углеродных нанотрубок. При использо-
вании одностенных углеродных нанотрубок средний диа-
метр миелиновых нервных волокон дистального участ-
ка нерва увеличивается, наблюдается более активная 

пролиферация нейролеммоцитов и  меньшая степень 
дистрофических изменений нервных волокон.

Трехмерная конструкции хряща, 
полученная из аутологичных 
мультипотентных мезенхимальных 
стромальных клеток

Артем Владимирович Коротков1, Евгений 
Александрович Шуман2, Олег Германович 
Макеев1, Елизавета Анатольевна Яковлева2
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Для терапии дегенеративных заболеваний дисков, 
не  поддающихся консервативному лечению, прибегают 
к  дискэктомии, обеспечивающей анкилоз соседних по-
звонков, межпозвонковому артродезу, спондилодезу или 
аллотрансплантации донорских дисков, обладающих до-
статочной иммуногенностью.

Еще одним способом терапии, разрабатываемым 
в  настоящее время, является введение клеточной куль-
туры хондробластов или их прекурсоров в область студе-
нистого ядра.

Между тем, одной из  важнейших проблем примене-
ния культивируемых клеток для восстановления хряще-
вой ткани является их крайне низкий энграфтмент.

Поэтому одним из  возможных подходов к  решению 
проблемы лечения дегенеративных заболеваний межпоз-
вонковых дисков может явиться интеграция в полость сту-
денистого ядра менископодобной объемной тканеинже-
нерной конструкции, полученной на основе направленной 
дифференцировки мультипотентных мезенхимальных 
стромальных клеток (ММСК), выращенной на безматрич-
ной основе и соответствующей объему сформированной 
у пациента полости в области ядра диска.

В работе использовали ММСК, выделенные из жиро-
вой ткани передней брюшной стенки человека, получен-
ной при липосакции аппаратным способом.

Фабрикацию тканевой конструкции проводили автор-
ским методом с  этапностью культивирования, позволя-
ющей придать конструкции заданную форму и структуру. 
Последняя предусматривала моделирование конструк-
ции, состоящей из слоев с различной степенью зрелости 
клеток — более зрелые и дифференцированные — в цен-
тре, молодые клетки — по периферии.

Полученная хрящевая конструкция в полной мере со-
ответствует заданной форме диска размером 2.5–3 мм 
в высоту и 19 мм в диаметре. Имеет мягкую консистен-
цию по периферии, упругий центр и неравномерный ро-
зово-желтый цвет.

Хрящевые клетки в созданной конструкции находятся 
на  различных стадиях диференцировки: по  периферии 
расположены предшественники хондробластов и  юные 
хондробласты, имеющие отросчатую форму и  неболь-
шой размер. Созданная конструкция позволяет наблю-
дать этапность гистогенеза хряща, в частности в области 
перехода молодого хряща в зрелый происходит смена ок-
сифильности (1 стадия развития хрящевой ткани) на ба-
зофильность основного вещества (2 стадия) с возвратом 
к оксифильности (3 стадия). Последняя стадия совпадает 
со временем появления фибрилл.
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Введение. Пористые наноструктурированные по-
крытия диоксидтитановых имплантатов могут быть 
использованы для контролируемого высвобождения 
биологически активных веществ, обеспечивающих жиз-
неспособность и остеогенную дифференцировку мезен-
химальных стволовых клеток (МСК) человека.

Цель: изучить кинетику выделения биомолекул, обе-
спечивающих остеогенную дифференцировку МСК, 
из  мезопористых наноструктурированных диоксидтита-
новых покрытий.

Материалы и  методы. Использованы титановые 
пластины с анодированной пленкой нанотрубок диокси-
да титана (TNT) и с соногенерированной мезопористой 
пленкой диоксида титана (TMS). Загрузку в  мезопоры 
покрытий растворов биомолекул проводили пятикратно 
в условиях вакуумного высушивания. Анализ высвобож-
дения биомолекул проводили спектрофотометрически. 
Для дифференцировки МСК человека в  остеогенном 
направлении дексаметазон и  L-аскорбиновую кислоту 
инкапсулировали в поры TNT. МСК человека высевали 
в  концентрации 30000  клеток/см2  на  подложку TNT 
с  биомолекулами, покрытыми поочередно 7  слоями 
хитозана и  полиактиловой кислоты. Пластины инку-
бировали в  культуральной среде DMEM (Sigma, США) 
с  добавлением 2% АВ  сыворотки крови человека, 
10 мM β-глицерофосфата, 0,1% гентамицина в течение 
14  дней. Среду меняли каждые 2  дня. Эффективность 
остеогенной дифференцировки определяли методом 
ОТ-ПЦР по  экспрессии mRNA генов остеокальцина 
и щелочной фосфатазы.

Результаты. Выделение биомолекул c  поверхности 
диоксидтитановых покрытий спектрофотометрически 
имело две фазы: сначала наблюдалось ускоренное 
элюирование в  течение 6  часов с  последующим пере-
ходом к  более медленной фазе элюирования, которая 
заканчивалась к 7–21 дню. Продолжительность выхода 
остеогенных индукторов с поверхности TNT вследствие 
большей толщины и  однородности размера пор была 
длительнее на 7–14 дней, чем таковая из TMS, поэтому 
остеогенную дифференцировку МСК проводили только 
на TNT. МСК человека, инкубированные на поверхности 
TNT/остеомолекулы/полимеры, экспрессируют более 
высокие уровни транскриптов щелочной фосфатазы 
и  остеокальцина в  сравнении с  клетками, культиви-
рованными на  поверхности TNT/полимеры или TNT/
остеомолекулы.

Выводы. Наноструктурированное покрытие диок-
сидтитановых имплантатов в виде анодированных пле-
нок нанотрубок с  инкапсулированными остеогенными 
индукторами, покрытые полимерными оболочками, про-
лонгируют выделение биомолекул и  дифференцировку 
мезенхимальных стволовых клеток человека в  остео-
генном направлении.

Изменения в цитокиновом профиле 
сыворотки крови крыс с различными 
степенями травмы спинного мозга

Александр Костенников, Маргарита Журавлева, 
Ильяс Кабдеш, Эльвира Ахметзянова

Казанский (Приволжский) федеральный 
университет, Казань, Россия;

maldito.goldpride@gmail.com

Травмы спинного мозга остаются важной медицин-
ской проблемой, подходы к решению которой не найдены 
до  сих пор. В  последнее время все больше исследова-
телей подтверждают ключевую роль клеток микроглии 
в  развитии посттравматических процессов при травме 
спинного мозга. В  зависимости от  микроокружения, 
микроглия может приобретать либо провоспалительный, 
либо противовоспалительный фенотип. В  то  же  время, 
эти фенотипы способны к взаимному переходу. По этой 
причине, нашей целью стало исследование изменений 
в цитокиновом профиле сыворотки крови крыс со сред-
ней, легкой и тяжелой степенью травмы на третьи сутки.

Всем экспериментальным животным наносили дози-
рованную контузионную травму легкой (1,5  м/с), сред-
ней (2,5  м/с) и  тяжелой (4  м/с) степени при помощи 
Leica Impact One Stereotaxic Impactor. На  третьи сутки 
после операции у  животных забиралась кровь из  хво-
стовой вены с  последующим получением сыворотки. 
Полученные образцы сыворотки крови исследовались 
на концентрацию 40 цитокинов и хемокинов.

Полученные результаты показали, что у  животных 
с тяжелой и средней степенью травмы содержание про-
воспалительных цитокинов было выше, чем у животных 
с легкой степенью повреждения.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 18-34-00141.

Роль процессов пролиферации 
и апоптоза в образовании рубцовой 
ткани

Елена Геннадьевна Костоломова
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Раневой процесс — это единство воспаления, регене-
рации и фиброза. Сбой строго последовательных и про-
текающих зачастую одновременно процессов пролифе-
рации и апоптоза возможно приводит к формированию 
патологических рубцов.

Цель. Изучить индекс пролиферации и  апоптоза ке-
ратиноцитов и фибробластов кожи рубцовой ткани после 
оперативных вмешательств.

Материалы и методы. В качестве источника исследу-
емых клеток использовали биоптаты кожи, получены при 
операционном вмешательстве (блефаропластика) здо-
ровых взрослых доноров, рубцовая ткань была получена 
от пациентов при иссечении послеоперационного рубца. 
Пролиферативную активность клеток изучали при помо-
щи моноклонального антитела Ki-67. Для оценки процес-
сов программированной клеточной гибели использовали 
моноклональные антитела к  Fas-рецепторами (CD  95/
Apo 1), Bcl-2 и p53.

Результаты и  обсуждение. Индекс пролифера-
ции определяли при помощи Ki-67 (MIB-1), иденти-
фицирующего ядерный антиген пролиферативных 
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клеток. Индекс пролиферации фибробластов составил 
65,14%±0,01  в  рубцовой ткани и  27,14%±0,05  в  кон-
троле, этот же показатель кератиноцитов кожи был равен 
25,1%±0,01 и 16,22%±0,04 соответственно.

Присутствие на  мембране клетки рецептора CD95+, 
свидетельствует о  готовности ее  к  апоптозу. Экспрессия 
белка Fas на  мембране фибробластов составила 
46,22%±0,02  в  ткани рубца и  29,0%±0,01  в  кон-
троле. Кератиноциты: рубец 37,23%+0,02; контроль 
19,5%+0,04. Путем изменения транскрипции промитоти-
ческих генов Bcl-2  поддерживается клеточный рост, что 
затрудняет вхождение клетки в клеточный цикл. По нашим 
данным, ингибитор апоптоза Bcl-2 присутствует в фибро-
бластах: рубцов 46,11±0,03; контроль 11,02±0,02.

Главным фактором, запускающим каскад реакций, 
затрудняющих вхождение клетки в клеточный цикл, явля-
ется белок р53. Активированный р53 способствует уси-
лению экспрессии белка Вах и угнетает экспрессию Bcl-
2. В здоровой коже р53 не выявляется. Получено, что как 
фибробласты, так и кератиноциты рубцов экспрессируют 
белок р53 15,41±0,02 и 11,15±0,0 соответственно.

Заключение. 1.  В  рубцовой ткани наблюдается ак-
тивная пролиферация фибробластов, апоптоз которых 
ингибируется Bcl-2. Возможно, такие фибробласты про-
лиферируют (обнаружены Ki-67+ позитивные клетки) 
и не вступают в апоптоз, что скорее всего является при-
чиной образования рубца.

2.  Несмотря на активно протекающие процессы про-
лиферации кератиноциты рубцовой ткани активно эли-
минируются апоптозом, что скорее всего сдерживает 
гипертрофию эпидермиса.

Изменение состава смешанной 
популяции остеогенных клеток 
в долгосрочной культуре

Наталья Валериевна Костюк1, Михаил 
Витальевич Черноруцкий2, Майя Борисовна 
Белякова3, Михаил Владимирович Миняев4, 
Маргарита Борисовна Петрова1
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Тестирование биосовместимых материалов для кост-
ных имплантов традиционно проводится с использовани-
ем монокультур остеобластов или их  предшественников. 
При этом игнорируется тот факт, что в живом организме 
заселение имплантированных конструкций происходит 
при участии различных типов клеток. С этих позиций более 
адекватной экспериментальной моделью могли бы  стать 
смешанные культуры клеток костной ткани. В данной ра-
боте изучали смену морфотипов в смешанной популяции 
остеогенных клеток в долгосрочной культуре.

Заселение искусственной поверхности клетками ими-
тировали с  помощью костных эксплантов (свод черепа 
крысы), прошедших многостадийную ферментативную 
обработку. Для ограничения экспансии фибробластов 
экспланты поддерживали на среде DMEM/F12 с добав-
лением глутамина, аскорбиновой кислоты и  10% FBS. 
Фрагменты ткани выдерживали в среде в течение 4 не-
дель, после их  удаления за  культурой наблюдали еще 
4 недели. Морфофункциональные изменения в культуре 

оценивали с  помощью световой микроскопии и  гисто-
химических окрасок (ализариновый красный, серебро 
по Ван Косса, трихромовая окраска по Маллори).

В популяции вновь мигрирующих клеток доминирова-
ли мелкие шарообразные клетки иногда с  небольшими 
тупыми выростами, обладающие плохой адгезией к куль-
туральному пластику. Среди пластающихся были опреде-
лены вытянутые фибробласты, кубические остеобласты 
и звездчатые остеоциты. К концу первой недели замече-
ны широкораспластанные многоядерные клетки, морфо-
логически сходные с  остеокластами. Продолжительность 
их жизни была не велика, и в целом не превышала недели. 
По  мере заполнения поверхности клетки формировали 
агрегаты гетерогенного состава. Внутри агрегатов обо-
значились зоны переуплотнения, созданные кубическими 
клетками, и  рыхлые области, заполненные отростчатыми 
клетками. К  началу второго месяца большинство клеток 
переходило в фазу секреторной активности, о чем свиде-
тельствовало появление зернистости цитоплазмы, возник-
новение экстрацеллюларной волокнистой сети. Отдельные 
крупные волокна коллагена провоцировали поляризацию 
примыкающих к ним клеток. К концу наблюдений фиксиро-
вались четкие области минерализации и  разветвленные 
сети зрелых остеоцитов, запечатанных внутри лакун.

Проведенные исследования показали, что смешан-
ная популяция остеогенных клеток в  культуре проходит 
основные этапы, характерные для формирования кости 
in  vivo. Предлагаемый подход может быть использован 
для разработки методов тестирования материалов для 
костных имплантов.

Применение сегнетоэлектрических 
полимеров в регенеративной 
медицине

Валентин Валентинович Кочервинский1, 
Олег Валерьевич Градов2, Маргарита 
Алексеевна Градова2

1 � Научно-исследовательский физико-химический 
институт им. Л.Я. Карпова, Москва, Россия;

2 � ФИЦ ХФ РАН им. Н.Н. Семенова, Москва, Россия

camacsociety@gmail.com

В  практике использования поливинилиденфторида 
(PVDF) и  ряда его сополимеров как материалов для из-
готовления систем магнито- и электростимуляции тканей 
(PMID:31382332), способных к  электрическому откли-
ку на  наномеханическое воздействие, а  также отклику 
на  пульсирующее электромагнитное поле скаффолдов 
(PMID:31339375) (как правило, волокнистых  — полу-
чаемых технологиями электроспиннинга, в  т. ч. нано-
волокнистых (PMID:28895062); реже  — 3D-печатных 
композитных [PMID:30184807]) основную индукцион-
но-биофизическую функцию выполняет электрофизика 
β-фазы, обеспечивающей высокие пиро- и пьезоэлектри-
ческие свойства PVDF (за счёт максимального дипольно-
го момента). Сегнетоэлектрические полимеры на основе 
PVDF, имея текстуру поликристалла, после поляризации 
обнаруживают пьезоэлектричество с  неклассическим 
механизмом, сохраняющимся длительное время.

Это позволяет рассматривать β-PVDF-скаффолд од-
новременно как сенсор и сонар — актуатор, реализующий 
как электрическое (электрофизиологическое), так и аку-
стическое и  (или) электроакустическое стимулирование 
ткани, а  также регистрацию её  собственных сигналов, 
что переводит контролируемую регенерацию ткани с ис-
пользованием PVDF в раздел особого рода тераностики, 
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где скаффолд сам является источником дескрипторов 
регенерации ткани, поддерживаемой им.

И  если для применимости PVDF при регенерации 
костной ткани (PMID:31081968; 31016299) это встре-
чается с  трудностями интраостеальной регистрации 
сигнала, то  для таких возбудимых систем, как: кардио-
миоциты (PMID:26705272; 30593417); клетки желез 
(PMID:29630353); нервная ткань (PMID:27571576) 
(c  учётом Шванновских клеток (PMID:29794323), мио-
циты мочевого пузыря (PMID:30030200; 28750602), 
это не  является невозможным. Инжиниринг нервной 
ткани с  индуцированной ориентацией ведется на  элек-
троформованных микроволокнистых PVDF-скаффолдах 
(PMID:31261995; 28256789).

Электрический и  (или) магнитоэлектрический 
(PMID:30613971) отклик возбудимой ткани может яв-
ляться предметом бесконтактных неинвазивных измере-
ний — таких, как электромиография (в том числе — с на-
кожными электродами), ЭКГ и ЭЭГ, а также их магнитных 
эквивалентов: магнитомиографии, магнитокардиогра-
фии и магнитоэнцефалографии.

Имплементировать этот принцип для анализа отклика 
с учётом вклада реактивности «умного» PVDF-скаффолда 
(PVDF, по определению “Encyclopedia of Smart Materials” 
(DOI:10.1002/0471216275.esm063), относится 
к классу «smart materials»), с позиций современной ме-
трологии, достаточно просто и рационально, как показы-
вается в данном докладе.

Протеинкиназа G модулирует 
чувствительность МСК 
к пуринергическим агонистам

Екатерина Николаевна Кочкина, 
Полина Дмитриевна Котова

Институт Биофизики Клетки РАН, ФИЦ Пущинский 
Научный Центр Биологических Исследований РАН, 
Пущино, Россия

kate-kochkina@yandex.ru

Первичная культура мезенхимных стромальных клеток 
(МСК) из жировой ткани человека содержит субпопуляции 
клеток, специфически чувствительных к агонистам GPCR-
рецепторов. Ранее нами было показано, что МСК гене-
рируют Са2+-ответы на  различные агонисты по  принципу 
«все или ничего», т. е. в малых дозах агонист не вызывает 
изменения концентрации Са2+ в цитоплазме клетки, тогда 
как при превышении пороговой концентрации иницииру-
ет глобальный Са2+-сигнал, величина и кинетика которого 
не  зависит от  концентрации агониста. Этот феномен об-
условлен двустадийной трансдукцией сигнала, важную 
роль в  которой играет механизм Са2+-индуцированного 
выброса Са2+ из внутриклеточных депо (CICR). В изучении 
этого механизма важным является вопрос, каким образом 
регулируется порог инициации CICR, его мы и исследова-
ли на примере пуринергической системы МСК, используя 
микрофотометрию и Са2+-индикатор Fluo-4.

Мы  обнаружили, что неспецифический ингибитор 
фосфодиэстераз IBMX увеличивал пороговую концен-
трацию АТР. Так, среди пуринергических МСК (n=54), ко-
торые стимулировались АТР в концентрации 0.5–5 мкМ, 
3 и 16 клеток ответили на агонист, использованный в до-
зах 0.5 и 1 мкМ соответственно, при этом в присутствии 
IBMX (50  мкМ) АТР инициировал Са2+-сигналы в  МСК, 
только начиная с дозы 1,5 мкМ.

Наиболее универсальным путем регуляции 
клеточных функций циклическими нуклеотидами 

является сАМР/cGMP–зависимое фосфорилирова-
ние различных белков, мы  анализировали эффекты 
специфичных ингибиторов PKA и  PKG, H89  и  KT-
5823 соответственно. В общей сложности нами было 
проанализировано 13  клеток, которые генерировали 
Са2+-ответы на 1.5 мкМ АТР, обратимо блокирующиеся 
IBMX 50  мкМ. На  фоне IBMX добавление во  внекле-
точный раствор H89 (2–4  мкМ) не  восстанавливало 
чувствительность клеток к 1.5 мкМ АТР. Однако если 
МСК инкубировали в  присутствии комбинации ин-
гибиторов IBMX (50  мкМ) + H89 (4  мкМ) + KT-5823 
(1  мкМ), то  они cохраняли способность генерировать 
нормальные по  форме и  кинетике Са2+-сигналы в  от-
вет на 1.5 мкМ АТР. Это свидетельствовало о том, что 
ключевую роль в  ингибиторном эффекте IBMX игра-
ло увеличением активности PKG. Таким образом,, по-
лученные данные говорят о  том, что PKG модулирует 
чувствительность МСК к АТР, вероятно, фосфорилируя 
IP3-рецепторы cGMP-зависимым образом.

Финансирование исследования: стипендия 
Президента Российской Федерации молодым ученым 
и аспирантам СП-924.2018.4.

Лазерная микрохирургия клеточных 
сфероидов для регенеративной 
медицины

Настасья Владимировна Кошелева1–3, Инна 
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При консерватизме ключевых механизмов регенера-
ции их вклад в репарацию тканей и органов млекопита-
ющих и  человека изучен не  до  конца. Применение пре-
цизионных лазерных технологий позволяет исследовать 
процессы заживления на клеточном и субклеточном уров-
нях. В модельных системах репарации in vitro на 2D куль-
турах можно оценить только миграцию и пролиферацию. 
Переход к 3D культурам создает условия, приближенные 
к  in  vivo, когда клетки взаимодействуют друг с  другом 
и  с  внеклеточным матриксом в  трех измерениях. Одна 
из форм 3D культур — сфероиды, широко применяемые 
как в тканевой инженерии, так в качестве тест-системы. 
Целью исследования стала разработка доступной моде-
ли для изучения процессов репарации in vitro с использо-
ванием сфероидов и лазерной микрохирургии.
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В  работе использовали сфероиды из  мультипотент-
ных мезенхимных стромальных клеток костного моз-
га и  дермальных фибробластов человека, полученные 
на  планшетах с  неадгезивными лунками (Microtissue, 
США). Повреждение наносили наносекундным лазерным 
микродиссектором Palm CombiSystem (Zeiss, Германия) 
Параметры лазерного излучения (длина волны 35 5нм, 
частота импульсов 100  Гц, длительность импульсов 
2 нсек, максимальная энергия в импульсе 9 мкДж) были 
оптимизированы для микродиссекции заданной области 
сфероида. Репарацию анализировали с  применением 
прижизненной цейтраферной микроскопии, иммуноци-
тохимии и электронной растровой микроскопии.

В первые 5 мин после микродиссекции края разреза 
спонтанно раскрывались на  угол более 180о. В  месте 
разреза клетки погибали, нарушалась структура сферо-
идов, форма выживших клеток на границе повреждения 
менялась с  вытянутой уплощенной на  округлую. Через 
сутки происходило частичное восстановление сферои-
дов, клетки в поверхностных слоях начинали распласты-
ваться. Восстановление исходной структуры сфероидов 
с несколькими поверхностными слоями уплощенных кле-
ток и полигональными клетками внутренней зоны проис-
ходило через 7 сут. без пролиферации за счет ремодели-
рования выживших клеток.

На разработанной модели было проверено действие 
синтетического пептида P199, входящего в  состав од-
ного из  препаратов для омоложения кожи. Добавление 
Р199  ускоряло репарацию сфероидов из  дермальных 
фибробластов после микродиссекции — уже через 3 сут. 
происходило практически полное восстановление.

Модель повреждения сфероидов с применением ла-
зерной микродиссекцией открывает новые возможности 
для изучения механизмов регенерации in vitro.

Исследование было поддержано Российским науч-
ным фондом (грант № 18-15-00407).

Мультипотентные мезенхимные 
стромальные клетки десны как новый 
источник аутологичных миобластов
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Поиск доступных аутологичных источников 
клеточного материала, способного к  миогенной 

дифференцировке, остается основной проблемой за-
местительной терапии миодистрофий. Слизистая ро-
товой полости, обладающая высоким регенеративным 
потенциалом и  онтогенетически включающая клетки 
нервного гребня может стать таким источником. Целью 
исследования стало изучение спонтанной миоген-
ной дифференцировки мультипотентных мезенхим-
ных стромальных клеток слизистой оболочки десны 
(ММСК-д) в условиях 2D и 3D культур.

В 2D культуре ММСК-д имели фибробластоподобную 
форму, хорошо пролиферировали, по  иммунофенотипу 
и  дифференцировочному потенциалу соответствовали 
МСК. На 4 пассаже в 40% культур спонтанно происходи-
ла миогенная дифференцировка, формировались много-
ядерные миотубы, синтезировался один из ключевых ре-
гуляторов начальных стадий миогенеза — MyoD. Синтез 
саркомерного α-актина, характерного для дифференци-
рованных мышечных клеток поперечно-полосатой и кар-
диальной мускулатуры, отсутствовал.

В  3D культуре, в  сфероидах, полученных на  неад-
гезивных агарозных планшетах (Microtissue, США) 
через 7  сут. наблюдали спонтанную дифференциров-
ку ММСК-д  в  миогенном направлении. В  дифферен-
цированных сфероидах не  синтезировался MyoD, от-
сутствовали единичные миотубы, зато формировались 
дифференцированные миофибриллы с  характерным 
периферическим расположением ядер и поперечной ис-
черченностью, выявляемой окрашиванием антителами 
к белку саркомерного α-актина.

Кроме того, сравнение профиля секретома в 2D и 3D 
культурах ММСК-д выявило повышенный уровень проан-
гиогенного фактора VEGF в кондиционированных сферо-
идами средах. В исследовании in vivo на модели повреж-
дения икроножной мышцы кролика терапия суспензией 
ММСК-д уменьшала размер рубца, тогда как сфероиды 
из  ММСК-д  способствовали полноценному органотипи-
ческому восстановлению мышечной ткани.

Таким образом, установлен высокий миогенный 
потенциал ММСК-д. Культивирование в  3D условиях 
с формированием сфероидов эффективнее стимулирует 
спонтанную миогенную дифференцировку с  образова-
нием характерных для организованной мышечной ткани 
миофибрилл и активирует секрецию VEGF, что может по-
высить выживаемость сфероидов в зонах повреждения. 
Сфероиды из ММСК-д могут стать альтернативным до-
ступным источником миогенных клеточных продуктов 
для терапии миодистрофий.

Исследование было поддержано Российским науч-
ным фондом (грант № 17-75-30066).
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Регенерация нейрональной сети 
в области механической травмы 
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Исследовано влияние механического повреждения 
(царапины) на  Ca2+ гомеостаз и  функциональное состо-
яние митохондрий в  первичной культуре клеток коры 
головного мозга крысы, а также на регенерацию нейро-
нальной сети в зоне повреждения. Немедленные ответы 
клеток смешанной нейро-глиальной культуры на  цара-
пину и формирование нейрональной сети после повреж-
дения исследовали спустя 3  и  14  дней после посадки 
культуры (3, 14 Д ВК) методами оптической микроско-
пии (флуоресцентной и в проходящем свете). Нанесение 
царапины вызывало быстрый транзиторный рост вну-
триклеточной концентрации Ca2+ ([Ca2+]i) и  падение ми-
тохондриального потенциала (ΔΨm), амплитуда которых 
снижалась по  мере удаления от  царапины. При рассто-
яниях >100  мкм от  ее  границ изменения [Ca2+]i  и  ΔΨm 
не  замечены. В  ~70% клеток, имевших сильный рост 
[Ca2+]i и падение ΔΨm , эти изменения блокировал ингиби-
тор NMDA-каналов МК-801. Измерения, выполненные 
на  культурах, экспрессирующих генетически кодируе-
мый флуоресцентный АТФ-сенсор, позволили предполо-
жить, что в оставшихся 30% клеток сильный рост [Ca2+]i 
и падение ΔΨm могут быть вызваны активацией пуринер-
гических Р2Х-рецепторов АТФ, выделившимся из  по-
врежденных клеток. В «молодой» культуре (травму нано-
сили на 3 ДВК) прорастание нейритов и миграция клеток 
в  зону царапины из  неповрежденной области начина-
лись после латентного периода ~10  час. Эти процессы 
достигали наибольшей скорости на 2–3 день после на-
несения царапины и завершались на 8–10 день после, 
когда зона царапины шириной 200–300 мкм была рав-
номерно заполнена нейритами и  клетками. В  «зрелой» 
культуре (травму наносили на  14 Д ВК) сначала проис-
ходило расширение зоны механического повреждения, 
которое сменялось миграцией глиальных клеток из  не-
поврежденной области в  зону царапины. Нейриты, про-
растающие из неповрежденной области, имели меньший 
диаметр и  в  2–3  раза меньшее количество на  единицу 
поверхности. В  отличие от  нейритов, глиальные клетки 
зрелой культуры не пересекали зону царапины, создавая 
вдоль ее границ подвижное окаймление шириной около 
50 мкм. Латентный период регенерации составил около 
суток. Таким образом, нанесение механической травмы 
в  нейро-глиальной культуре вызывает быструю актива-
цию ионотропных глутаматных рецепторов NMDA-типа и, 
вероятно, пуринергических Р2Х-рецепторов. Регенерация 
зоны повреждения осуществляется в  «молодой» 

культуре за счет заполнения нейритами и диффузии кле-
ток, а в «зрелой» — благодаря росту нейритов и процессу, 
напоминающему астроглиоз.

Поддержано грантом РНФ 17-15-01487.
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Оптимизация репаративной регенерации при устра-
нении дефектов кости  — актуальная и  многофакторная 
проблема современной биоимплантологии. В  её  ре-
шении используются различные научно-методические 
подходы, позволяющие выяснить роль факторов, опре-
деляющих эффективность выполнения реконструктив-
но-восстановительных операций. Одним из них является 
состояние поверхности костных имплантатов.

Цель исследования: разработка инновационной 
технологии резания и изучения свойств поверхностного 
слоя костных фрагментов.

Исследование является продолжением работ [1, 2] 
по изучению состояния поверхностного слоя костных им-
плантатов и факторов, его определяющих, совершенство-
ванию технологии изготовления костных имплантатов 
с  целью использования её  в  практике тканевых банков, 
а также для изготовления костных образцов для решения 
различных задач биоимплантологии и  биоматериалове-
дения. Для разделения костей человека, домашних и ла-
бораторных животных на фрагменты заданных размеров 
и  формы авторами разработаны и  экспериментально 
апробированы инновационные технологии физико-меха-
нического резания с  использованием полых цилиндри-
ческих, дисковых отрезных фрез и  гидродинамической 
инцизии. Результаты исследований с применением пред-
ложенных в работе [1] критериев оценки морфофункцио-
нального состояния поверхностей костных имплантатов 
свидетельствуют о сохранении исходной структуры и фи-
зико-механических свойств костной ткани.

Сведения о структурно-функциональном состоянии по-
верхностного слоя представляют интерес при проведении 
контроля костных образцов после различных видов физи-
ко-химической обработки, имеющих место при получении 
имплантатов (деминерализация, деорганификация, лио-
филизация и др.). В этой связи основные принципы раз-
работанной методики изготовления и анализа состояния 
поверхности костных образцов могут быть прим.мы с учё-
том их реального физико-химического состояния.

Литература:
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На  модели экспериментального костного дефекта 
у крыс in vivo исследована индукция остеогенеза, вызы-
ваемая внесением в  область дефекта макропористых 
криогенно-структурированных носителей на основе не-
токсичных и  биосовместимых полимерных 3D-матриц, 
сформированных из  хитозана, альгината и  сывороточ-
ного альбумина, с  включением в  них биорегулятора 
из сыворотки крови крупного рогатого скота. Всем этим 
матрицам свойственна широкопористая губчатая мор-
фология, формируемая кристаллами льда в ходе крио-
генной обработки исходного раствора соответствующе-
го биополимера. Данные материалы после включения 
БПК были протестированы как возможные остеоиндук-
торы и остеокондукторы на модели экспериментального 
дефекта кости у крыс in vivo. На ранних и поздних сроках 
эксперимента в разных группах наблюдали признаки ко-
стеобразовательной активности различной степени вы-
раженности. Особенно она ярко проявлялась в опытных 
группах, когда применялись 3D-носители, содержащие 
биорегулятор. В этих группах наблюдали формирование 
костных балок с плотной костной тканью, формировании 
костного мозга, а также остеонов. Для всех типов, таких 
3D-материалов, несущих биорегулятор, наблюдалась 
активная репарация кости, выражавшаяся в восстанов-
лении плотной костной ткани, формировании костного 
мозга, восстановлении остеонов. В  случае контроль-
ных 3D-матриц без биорегулятора в  основном форми-
ровалась плотная волокнистая ткань и  губчатая кость. 
Полученные результаты свидетельствовали о  полном 
восстановлении костной ткани именно при использо-
вании криогенно-структурированных материалов в  со-
четании с сывороточным биорегулятором. Проведенное 
исследование выявляет принципиальную роль сыво-
роточного биорегулятора в  процессах остеоиндукции 
и остеокондукции, то есть в процессе ранозаживления 
кости. Это может быть связано со  способностью дан-
ного биологически активного регулятора активировать 
клеточные источники регенерации соединительных тка-
ней. Полученные в данной работе результаты позволя-
ют рассматривать криогенно-структурированные био-
полимерные 3D-матрицы, содержащие биорегулятор, 
как перспективный материал для лечения различных 
переломов костей опорно-двигательной системы и в че-
люстно-лицевой хирургии.

Работа выполнена при поддержке Программы 
Президиума РАН «Фундаментальные исследова-
ния для разработки биомедицинских технологий 
на 2018–2020 годы».
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Планарии занимают стратегическую позицию 
в  эволюции. У  них впервые возникает билатеральная 
симметрия, появляется третий зародышевый листок, 
формируется центральная нервная система. Помимо 
этого, планарии известны своей уникальной регенера-
ционной способностью. Эта способность обеспечива-
ется наличием у  них плюрипотентных стволовых кле-
ток, являющихся источником восстановления после 
ампутации, бесполого размножения, в  ходе ежеднев-
ного клеточного самообновления. Использование пла-
нарий в  качестве экспериментального объекта имеет 
неоспоримые преимущества. Их получение и содержа-
ние не требует больших затрат, на них возможна поста-
новка множества экспериментов, удовлетворяющих 
любую статистику, для них ними разработаны и  адап-
тированы современные методы микрохирургии, имму-
ноцитохимии, конфокальной лазерной сканирующей 
микроскопии. В  настоящей работе исследовано рас-
пределение серотонин-иммунопозитивной (-ип) окра-
ски в  тканях интактных и  регенерирующих планарий 
Girardia tigrina (Platyhelminthes). Серотонин-ип окраску 
наблюдали в  центральных и  периферических отделах 
нервной системы интактных животных. В  головном 
отделе насчитывалось до  78  серотонин-ип  клеток. 
Тела би- и  мультиполярных серотониновых нейронов 
(17–28  мкм) располагались по  дуге головного ган-
глия, от которого к переднему краю тела простирались 
серотонин-ип  отростки. По  6–7  серотонин-ип  кле-
ток обнаружено вблизи фоторецепторов. Плотность 
серотонин-ип  нейронов в  головном отделе состави-
ла 5,89±1,5 (n=26) на  100  мкм2. Серотониновые 
нейроны и  волокна выявлены в  брюшных нервных 
стволах и  поперечных комиссурах. Многочисленные 
серотонин-ип отростки образуют субмышечную и субэ-
пителиальную нервные сети. К 24 ч после декапитации 
формировалась головная регенерационная бластема. 
К  2  сут. в  бластеме появлялись тонкие нервные во-
локна, прорастающие из  «старых» нервных стволов 
и субэпителиального плексуса. На 2–3 сут. в передней 
части бластемы бластеме появлялись мелкие слабо 
окрашенные серотонин-ип клетки. На 4–6 сут. продол-
жалось добавление нервных клеток и  волокон в  фор-
мирующийся головной ганглий, наблюдали усиление 
иммуноокраски дифференцирующихся нейронов. 
К  7  сут. новый ганглий по  структуре соответствовал 
интактному, уступая ему лишь размером. Итак, в ходе 
регенерации происходило появление большего числа 
клеток и волокон, увеличение числа и размера нейро-
нов, образование отростков. Усиление иммуноокраски 
отражало возрастающую продукцию серотонина в ходе 
созревания серотониновых нейронов.

Поддержано РФФИ № 18-04-00349а.
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Разработка новых пластических материалов для ре-
генеративной медицины остаётся актуальным направ-
лением современных биомедицинских исследований. 
Децеллюляризованные матриксы ксеногенного проис-
хождения находят широкое применение в качестве био-
деградируемых носителей для клеток. Для их получения 
используют различные соединительнотканные струк-
туры: перикард, подслизистая тонкой кишки, брюшина, 
глиссонова капсула печени, твердая мозговая оболочка, 
дерма, подслизистая мочевого пузыря и  др. Свойства 
децеллюляризованных матриксов зависят от технологии 
удаления клеток донора и  состояния внеклеточного ма-
трикса после обработки. Материалы должны быть био-
совместимыми, механически прочными, обладать низ-
кой иммуногенностью, обеспечивать хорошую адгезию 
и рост клеточных культур.

Технологии производства децеллюляризованных ма-
триксов, удовлетворяющих всем перечисленным требо-
ваниям, были разработаны и запатентованы компанией 
ООО «Кардиоплант» (Пенза).

Процесс изготовления включает в себя удаление кле-
ток донора, обработку сшивающим агентом для улучше-
ния физико-механических характеристик материала, ли-
офилизацию однослойных или многослойных тканевых 
конструктов.

Макроскопические и  элетронномикроскопические 
исследования показали, что экспериментальные матрик-
сы представляют собой децеллюляризовнные лиофили-
зированные мембраны с  высоким уровнем сохранения 
целостности волокон нативной соединительной ткани. 
Нерастворимые фибриллярные белки ткани определяют 
пространственную архитектонику и механические харак-
теристики материалов.

Исследование биосовместимости in vitro показало со-
хранение жизнеспособности мезенхимальных стромаль-
ных клеток костного мозга человека и фибробластов кожи 
человека, культивируемых на образцах. Выбор клеточных 
моделей обусловлен возможностью потенциального ис-
пользования децеллюляризованных матриксов как для 
направленной регенерации мягких тканей (GTR), так и для 
направленной регенерации костной ткани (GBR).

Результаты гетеротопической имплантации показали 
отсутствие реакции отторжения в ответ на имплантацию 
образцов. Матриксы способны полностью замещаться 
собственными тканями организма, не вызывая воспали-
тельную и дистрофическую тканевые реакции. Скорость 
биоинтеграции и резорбции зависит от технологии обра-
ботки и типа сырья для изготовления матрикса.

Полученные результаты свидетельствуют о перспек-
тивности полученных биоматериалов для разработки 
имплантатов, предназначенных для направленной реге-
нерации тканей.

Анализ 3D-реконструкций 
коленного сустава крысы при 
экспериментальном остеоартрозе

Павел Андреевич Крылов

ФГАОУ ВО Волгоградский государственный 
университет, Волгоград, Россия

p.krylov.volsu@yandex.ru

Для изучения морфологических изменений сустав-
ного хряща при остеоартрозе (ОА) используют гистоло-
гические методы, но развитие технологий за последние 
десятилетия позволяет получать 3D-реконструкции ор-
ганов в натуральном цвете и размере. 3D-реконструкции 
коленного сустава при экспериментальном ОА позволят 
получить новые данные за счёт нивелирования цветовых 
искажений и геометрических параметров. Целью работы 
стал анализ изображений 3D-реконструкций при экспе-
риментальном ОА коленного сустава крысы.

Работа проведена на  18  половозрелых белых кры-
сах-самцах Вистар массой 250–300  г. ОА  модели-
ровали путём внутрисуставного введения крысам су-
спензии стерильного медицинского талька. Крысам 
выводили из эксперимента через 6 и 12 нед с помощью 
передозировки препарата Bioveta (200  мг/кг  массы). 
Контрольную группу составили 6-ть  интактных живот-
ных. Объектом для 3D-реконструкции стали костномы-
шечные блоки коленных суставов крысы: от дистальных 
эпифизов бедренной кости до проксимальных эпифизов 
большеберцовой кости. При создании 3D-реконструкций 
была использована технология высокоточного послой-
ного сошлифовывания в сочетании с цифровой съёмкой 
шлифов и программное обеспечение для создания вир-
туальной модели объекта-оригинала. Морфологические 
параметры оценивали с  помощью программы ImageJ: 
радиальную толщину хряща (мкм), фактор поверхности 
хряща (безраз. вел.) и  среднюю яркость хрящевого ма-
трикса (усл. ед.). Количественные данные обрабатывали 
с помощью программы Statistica 10.0, анализ различий 
между выборками использовали непараметрический 
критерий Фридмана.

В результате нами были получены 3D-реконструкции 
коленного сустава после моделирования эксперимен-
тального остеоартроза, на которых видны все структур-
ные элементы коленного сустава, без геометрических 
искажений. На 6 неделе значение показателя рельефа 
суставной поверхности при экспериментальном ОА уве-
личилось на 7%, а на 12 неделе на 10% по сравнению 
со  значением у  интактных животных. По  мере увели-
чение сроков экспериментов радиальная толщина 
снизилась в  1,5  раза по  сравнению с  интактной груп-
пой. Средняя яркость хрящевого матрикса снизилась 
в 4 раза по сравнению с интактной группой, но к 12 не-
деле увеличилась по  сравнению с  6  неделей в  2  раза. 
Таким образом, 3D-изображения суставного хряща 
коленного сустава позволяют оценить патологические 
изменения благодаря снижению дополнительных про-
странственных и цветовых искажений.

Работа частично выполнена при поддержке РФФИ 
в рамках научного проекта № 18-44-343003 р_мол_а.
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Работа направлена на  разработку методов функци-
онализации керамических биоматериалов на  основе 
октакальциевого фосфата (ОКФ) противоопухолевым 
препаратом цитостатического действия цисплатином. 
Цисплатин, обладает высокой токсичностью для основных 
систем органов и тканей человека. Поэтому поиск спосо-
бов его адресной доставки в  зону опухолевого роста яв-
ляется актуальной и клинически востребованной задачей.

Выбор ОКФ, в качестве платформы для адресной до-
ставки цисплатина, обусловлен его ярко выраженными 
адсорбционными, а  также остеокондуктивными и  осте-
оиндуктивными свойствами. Функционализацию ОКФ 
цисплатином производили адсорбционными методоми 
с использованием солевых буферных растворов различ-
ного состава. Показано, что наибольшая эффективность 
инкорпорации достигается при выдержке биоматериала 
в растворе препарата в течение 2 суток, при этом доля 
встроенного препарата составила 41,9% от  исходного 
содержания в растворе. С ростом концентрации циспла-
тина от 0,5 до 4,0 мг/мл не достигалось максимального 
насыщения керамики: количество встроенного препара-
та монотонно возрастало от 8,7 до 53,3 мкг на 1 мг ОКФ. 
При использовании различных инкорпорационных рас-
творов максимальное количество препарата встроилось 
в фосфатном буфере (PB), наименьшее — в пересыщен-
ном кальцийфосфатном растворе (SCS). Динамика вы-
хода цисплатина из функционализированного материа-
ла в модельную среду оказалась наиболее интенсивной 
в течение первых 7 суток наблюдения: высвобождалось 
91,4–98,4% препарата (в  зависимости от  состава ин-
корпорационного ратвора). Кривые выхода достигали 
плато к 50 суткам наблюдения. Наиболее равномерное 
высвобождение цисплатина было отмечено при инкор-
порации в PB. Исследования in vitro показали, что функ-
ционализированный цисплатином ОКФ обладает спец-
ифическим цитостатическим действием в  отношении 
клеточной линии рака молочной железы MCF-7. Однако 
активность цисплатина, инкорпорированного в ОКФ дву-
мя способами (с ипользованием водного раствора и РВ), 
была ниже в  сравнении с  активностью коммерческого 
препарата. Так, величина IС50 для цисплатина составила 
21,0 и 19,3 мкг/мл при инкорпорации в водном раство-
ре и РВ (соответственно) и 8,1 мкг/мл — для коммерче-
ского препарата.

Таким образом, был разработан метод функционализа-
ции цисплатином кальцийфосфатного материала, предна-
значенного для замещения костных дефектов в онкологии, 
с пролонгированным цитостатическим действием.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 18-29-11052.

Реконструированные липопротеины 
высокой плотности в качестве 
системы доставки для 
репрограммирования клеток 
и тканей

Василий Андреевич Кудинов1, Константин 
Константинович Баскаев2

1 � НИИ Общей патологии и патофизиологии, Москва, 
Россия;

2 � НИИ биомедицинской химии им. В.Н. Ореховича, 
Москва, Россия

vasily.kudinov@biomedresearch.ru

В настоящее время микроРНК активно изучаются как 
эндогенные молекулы, участвующие в тонкой эпигенети-
ческой регуляции. В связи с открытием этого механизма 
регуляции появились новые возможности в области ле-
чения наследственных и хронических заболеваний, а так-
же для применения микроРНК в биомедицине. Очевидно, 
что для успешного применения микро РНК необходима 
разработка транспортных систем для их  направленной 
доставки в клетки-мишени.

Недавно было обнаружено, что эндогенными тра-
спортерами микроРНК в  организме выступают липо-
протеины высокой плотности (ЛВП). ЛВП представляют 
собой фракцию липопротеинов крови, главной функци-
ей которых является обратный транспорт холестерина 
из периферических тканей в печень. В то же время по-
казано, что помимо классической функции ЛВП прини-
мают участие в других биологических процессах, в том 
числе: транспорт эндогенных белков, витаминов, гор-
монов, нуклеиновых кислот, низкомолекулярных меди-
аторов, реализация иммунных реакций, вазодилатация 
и поддержание целостности эндотелия сосудов (Hafiane 
et al, 2013). Интересно, что частицы ЛВП могут быть ре-
конструированы и получены ex vivo.

•	 ЛВП имеют ряд преимуществ в  качестве систе-
мы доставки перед другими наночастицами (Kuai 
et al., 2016):

•	 ЛВП являются природными транспортерами 
в организме;

•	 ЛВП являются компонентами плазмы крови, име-
ют ультрамалый размер (8–30 нм);

•	 введение высоких доз ЛВП не вызывает побочно-
го действия на организм;

•	 ЛВП могут использоваться для доставки веществ 
с разными физико-химическими свойствами;

•	 ЛВП могут взаимодействовать с  клетками через 
специфические рецепторы и  транспортеры (SR-
B1, ABCA1 и ABCG1).

Особый интерес представляет использование ЛВП 
для доставки микроРНК в  различные клетки и  органы. 
Экспериментальная справедливость такого подхода по-
казана для макрофагов атеросклеротической бляшки 
и целого ряда опухолей.

Таким образом, разработка и  изучение реконстру-
ированных ЛВП в  качестве систем доставки генотера-
певтических конструкций представляет не  только прак-
тический, но  и  фундаментальный научный интерес, как 
инструмент для изучения механизмов паракринного вза-
имодействия клеток. Такой подход имеет целый ряд пре-
имуществ: возможность управляемого воздействия при 
очаговых патологических процессах (опухолевый рост, 
воспаление, ишемия), снижение токсичности препаратов 
и других побочных эффектов, повышение растворимости 
и стабильности препаратов, улучшение биосовместимо-
сти, контролируемое высвобождение препарата.
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Генетическая нестабильность и связанный с ней риск 
злокачественной трансформации при использовании 
стволовых клеток являются следствием нарушения ме-
ханизмов генетического гомеостаза. В настоящее время 
эти механизмы хорошо изучены на молекулярном и кле-
точном уровнях. Однако сложившееся при этом представ-
ление о том, что клетки с не репарированными генетиче-
скими нарушениями не могут пройти контрольные точки 
митотического цикла и подвергаются апоптозу, является 
во многом не верным и искажающим реальную картину.

Целью работы было изучение клеточно-популяцион-
ных механизмов гомеостаза, нарушение которых при-
водит к генетической нестабильности стволовых клеток. 
Данные, полученные нами при изучении пролиферации 
обновляющихся тканей после мутагенного воздействия, 
свидетельствуют о том, что часть клеток даже со значи-
тельными генетическими нарушениями способна про-
ходить митотический цикл и  неоднократно делиться. 
Элиминация таких клеток носит характер «естественно-
го отбора»  — они постепенно удаляются из  популяции 
и  заменяются на  клетки без генетических нарушений. 
Показано, что одним из основных механизмов элимина-
ции мутантных клеток является их переход в дифферен-
цировку в результате нарушения в них временной орга-
низации процессов подготовки к делению. Такие клетки, 
рассинхронизированые с циркадианным ритмом проли-
феративной активности, изменяют ориентацию оси ми-
тоза относительно базальной мембраны или других опор-
ных структур. Это ведет к изменению пространственного 
расположения образовавшихся дочерних клеток  — они 
выходят из ниши стволовых клеток, дифференцируются 
и в последующем элиминируются.

Действующий таким образом в  обновляющихся тка-
нях организма механизм генетического гомеостаза 
эффективен лишь при сохранении пространственно-
временной организации ткани, и в частности, циркадиан-
ного ритма размножения клеток. При культивировании 
стволовых клеток нарушаются все условия, необходи-
мые для функционирования этого механизма и  сохра-
нения генетической стабильности: изменяется как про-
странственная, так и  временная структура клеточной 
популяции. Для увеличения количества стволовых кле-
ток проводится принудительное подавление их  диффе-
ренцировки, а в случае использования индуцированных 
клеток — их дедифференцировка. Это ведет к нарушению 
элиминации мутантных клеток, быстрому нарастанию 
их количества в популяции и увеличению вероятности по-
следующей опухолевой трансформации.

Лекарственно-наполненное 
покрытие для баллонорасширяемых 
сосудистых стентов
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Данные многоцентровых исследований не  выявили 
преимуществ стентов с лекарственным покрытием (СЛП) 
против голометаллических стентов (СГМ). В  качестве 
альтернативе СЛП предложены стенты с внешней сеткой 
С-Gard (InspireMD, Inc). Лекарственно-наполненное мем-
бранное покрытие металлических стентов может быть 
альтернативой для решения проблемы рестеноза.

Мембранное покрытие изготавливали методом 
электроспиннинга (ЭС) из  растворов поликапролак-
тона, человеческого сывороточного альбумина (ЧСА), 
паклитакселя (ПТХ) и  диметилсульфоксида (ДМСО) 
в  1,1,1,3,3-гексафторизопропаноле. Радиоактивно-
меченый ПТХ получали термоактивированным обменом 
трития, и  за  его высвобождением следили при помощи 
сцинтилляционного бета-счета. Физико-химические 
свойства матриксов характеризовали при помощи раз-
рывной машины, сканирующей электронной микроско-
пии, определения угла смачивания. Кинетику высво-
бождения ПТХ in  vitro в  физраствор и  в  человеческую 
плазму крови исследовали по высвобождению меченого 
тритием ПТХ. Покрытые стенты устанавливали в общую 
подвздошную артерию кроликов породы «Шиншилла» 
на сроки 1, 3 и 6 мес. Выполняли доплерометрию арте-
рий н/к и постэксплантационное гистологическое иссле-
дование артерий с  покрытыми стентами после заливки 
стентов в смолу “LR White Resin”.

Показано, что материал покрытия стента представ-
ляет собой волокнистый матрикс с  диаметром воло-
кон 0,567±0,091  мкм и  пор 5,72±2,42мкм, областью 
эластической деформации 7%, пластической  — 200–
250%, с  углом смачивания от  132,35° до  88,89°. 
Оптимальным матриксом для доставки ПТХ является 
5% ПКЛ с добавлением 10% ЧСА, 3% ДМСО и ПТХ, ко-
торый имеет двухфазную кинетику высвобождения ПТХ 
и  способен поддерживать близкую к  цитотоксичной 
концентрацию ПТХ в  стенке артерии в  течение не  ме-
нее 3-х  мес. Покрытие стента равномерно распреде-
лено по поверхности стента, прочно связано с балками 
и  позволяет устанавливать стенты с  использованием 
устройства доставки катетер — баллона «Ангиолайн».

Биологических реакций отторжения и гемодинамиче-
ски значимых стенозов стентов ни в одной из исследуе-
мых групп, на всех периодах наблюдениях не отмечено.

По  результатам выполненного исследования по-
крытие сосудистых стентов, изготавливаемое методом 
ЕС из ПКЛ, ЧСА, ПТХ, и ДМСО можно рекомендовать для 
дальнейшей клинической апробации.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ № 18-
15-00080 и проекта КП ФНИ СО РАН II.1 (ГЗ № 0309-
2018-0014, АААА-А17-117112320047-5).
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Ретинальный пигментный эпителий (РПЭ) играет 
ключевую роль в  развитии многих заболеваний глаз. 
оФРФ участвует в регенерации сетчатки из клеток РПЭ 
у  низших позвоночных. Цель исследования: изучить 
влияние оФРФ на  сигнальные пути и  дифференциров-
ку клеток РПЭ взрослого человека. По  результатам 
морфометрического анализа под действием оФРФ при 
культивировании (24–120  ч) происходит уменьшение 
площади клеток и  ядер РПЭ при увеличении ЯЦО, что 
говорит в  пользу появления клеток меньшего размера 
и коррелирует со стволовостью. Изменения морфологии 
клеток РПЭ сопровождаются снижением их пролифера-
тивной активности на ранних (24–48 ч) и повышением 
на  поздних сроках (120  ч) после воздействия оФРФ, 
а также подавлением их дифференцировочного статуса, 
а именно снижением через 48–72 ч экспрессии мРНК 
РПЭ специфичных генов MITF и KRT18 при одновремен-
ном увеличении экспрессии мРНК гена прогениторных 
клеток NES, и увеличением на сроке 72–120 ч экспрес-
сии маркера нейроэпителия OTX2  и  генов-маркеров 
плюрипотентности KLF4, OCT4 и NANOG. В период 48–
120 ч после воздействия фактора отмечается снижение 
уровня экспрессии мРНК белка ВКМ COL1A1, указыва-
ющее на  понижение синтетической активности клеток. 
Выявлена двухфазность действия оФРФ на  Wnt/β-
катенин-сигналиньный путь в  клетках РПЭ, а  именно 
инактивация его на ранних сроках (24–48 ч), что приво-
дит к  подавлению пролиферации и  понижению диффе-
ренцировочного статуса клеток, и  активация его на  бо-
лее поздних сроках (72–120 ч: снижение окрашивания 
на  β-катенин и  экспрессии мРНК CTNNB1  и  GSK3B), 
что ведет к  усилению пролиферации малодиффе-
ренцированных клеток. Под действием оФРФ через 
72  ч  происходит активация неканонического Wnt/
РСР-сигнального пути, о чем свидетельствует усиление 
окрашивания на  Wnt7a, а  также повышение средних 
значений коэффициентов поляризации (вытянутости) 
клеток во  временном промежутке 48–96  ч. На  сроке 
24–72 ч после воздействия фактора происходит инак-
тивация Notch-сигнального пути (снижение экспрессии 
мРНК NOTCH1, JAG1, HES1  и  HEY1) и  модуляция экс-
прессии белков семейства BMP (усиление ИЦХ окра-
шивания на  ВМР2  и  ВМР7  и  изменение локализации 
ВМР4 при увеличении экспрессии мРНК BMP2, сниже-
нии экспрессии мРНК ВМР4 и ВМPR-II). Таким образом, 
оФРФ модулирует Wnt-, BMP- и Notch-сигнальные пути 
в клетках РПЭ, что приводит к понижению уровня их диф-
ференцировки в сторону нейроэпителия. Эти результаты 
уточняют механизм дедифференцировки клеток РПЭ 
при патологии и способствуют лучшему пониманию про-
цесса регенерации сетчатки.

Создание системы для 
автоматического детектирования 
экспрессии гена Oct4 in vivo и in vitro

Андрей Кузьмин, Вероника 
Ермакова, Алексей Томилин

Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург, Россия

a.kuzmin@incras.ru

Продукт гена Oct4(Pou5f1)  — один из  наиболее из-
ученных факторов плюрипотентности. К  настоящему 
моменту показано, что он  является необходимым как 
для поддержания плюрипотентного статуса клеток, так 
и  для его индукции из  клеток дифференцированных. 
Кроме того, было показано, что эктопическая экспрес-
сия Oct4  позволяет фибробластам и  клеткам крови 
трансдифференцироваться в  нейрональные клетки 
без достижения стадии плюрипотентности. Таким об-
разом, можно сказать, что Oct4 увеличивает «пластич-
ность» клеток, давая им возможность принять решение 
о дальнейшей дифференцировке. Эта способность объ-
ясняется тем, что Oct4 является так называемым пио-
нер-фактором, способным занимать участки закрытого 
хроматина, потенциируя их  для дальнейшей активации 
другими факторами транскрипции и  факторами ремо-
делирования хроматина.

Большой интерес представляет способность 
Oct4  увеличивать клеточную пластичность не  только 
на  искусственных моделях, но  и  в  реальных биологи-
ческих случаях. Например, недавно было показано, что 
делетирование его промотера и первого экзона приво-
дит к увеличению нестабильности бляшек на мышиной 
модели атеросклероза. При этом, способность гладко-
мышечных клеток, участвующих в формировании бляш-
ки, мигрировать и проявлять свойства макрофагов (что 
является примером естественной пластичности) инги-
бируется. Кроме того, важным вопросом является уча-
стие Oct4 в поддержании популяции раковых стволовых 
клеток внутри опухолей.

Для того, чтобы решить такого рода вопросы, 
мы создали генетическую систему, позволяющую in vivo 
и  in vitro, в автоматическом режиме, маркировать клет-
ки, которые когда-либо запускали экспрессию Oct4. Для 
этого, мы, при помощи системы CRISPR/Cas9  встро-
или сконструированные кассеты, содержащие сайт-
специфические рекомбиназы и  маркерные последова-
тельности в два локуса эмбриональных стволовых клетки 
мыши — Oct4 и Rosa26. Конструкция, встроенная в локус 
Rosa26 служит спусковым крючком для сенсибилизации 
всей системы, после запуска которой, рекомбиназа, сто-
ящая в локусе Oct4, автоматически активирует маркиро-
вание клеток, запустивших экспрессию Oct4.

Сейчас мы показали работу всей системы на эмбри-
ональных стволовых клетках мыши, получили предвари-
тельные данные о запуске экспрессии Oct4 в линии ра-
ковых клеток Neuro-2a, а также приступили к созданию 
линии мышей, содержащих нашу систему детекции.

Работа выполнена при финансовой поддержке фон-
да РНФ (грант № 14-50-00068), а также фонда РФФИ 
(грант № 17-00-00324).
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В  настоящее время в  биомедицинских исследова-
ниях наметился тренд на  использование первичных 
клеток человека, иммортализованных при помощи 
теломеразы (TERT), как моделей для изучения функ-
ции соответствующих тканей. Данные клетки активно 
внедряются как замена первичным клеткам доноров, 
которые имеют ряд недостатков: вариабельность от до-
нора к  донору, риск контаминации, ограниченная воз-
можность пассирования, этические вопросы. Таким 
образом, иммортализованные клеточные линии пред-
ставляют собой удобную альтернативу, занимая про-
межуточное положение между трансформированными 
линиями и первичным материалом.

Большое распространение иммортализованные клет-
ки получили в  сфере изучения функций постнатальных 
стволовых клеток. Данные клетки играют ключевую роль 
в  поддержании постоянства состава и  функции тканей 
человека. Основными механизмами, определяющими 
активность постнатальных СК в ткани, являются их непо-
средственная дифференцировка в функциональные клет-
ки ткани, а также продукция паракринных и аутокринных 
факторов, регулирующих гомеостаз окружающих клеток. 
Ранее, в нашей лаборатории было показано, что иммор-
тализованные линии МСК демонстрируют нарушенную 
гормональную чувствительность. В  то  же  время, в  на-
стоящий момент существует крайне мало исследований, 
посвященных вопросу: насколько сильно изменяются 
дифференцировочные свойства первичных клеток при 
иммортализации. В  ходе данной работы мы  сравнили 
дифференцировочный потенциал иммортализованных 
клеток и первичных МСК в классических для этих клеток 
направлениях: адипогенном и остеогенном.

Мы  обнаружили, что несмотря на  то, что имморта-
лизованные МСК сохраняют принципиальную способ-
ность к  дифференцировке в  адипогенном и  остеоген-
ном направлении, эффективность дифференцировки 
данных клеток значительно снижена по  сравнению 
с  первичной культурой клеток, полученной от  донора. 
Таким образом, использование иммортализованных 
клеточных линий как альтернативы первичной культуре 
в  биомедицинских исследованиях требует постановки 
дополнительных контролей.

Работа поддержана грантом РНФ № 19-75-30007 
«Фундаментальные проблемы регенеративной медици-
ны: регуляция обновления и репарации тканей человека».
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Поддержание постоянства состава и  функции жи-
ровой ткани зависит от  активности особой популяции 
постнатальных стволовых клеток  — мезенхимных ство-
ловых и  (или) стромальных клеток. В  норме эти клетки 
обеспечивают обновление жировой ткани за  счет сво-
ей пролиферации и  дифференцировки, продуцируют 
внеклеточный матрикс, а  также контролируют тканевой 
метаболизм за счет продукции паракринных и аутокрин-
ных сигнальных молекул. Активность МСК находится 
под строгой нейро-гормональной регуляцией, что обе-
спечивается широким спектром рецепторов на  поверх-
ности этих клеток, позволяющим им  воспринимать сиг-
налы как от нейромедиаторов из ЦНС, так и от системно 
действующих гормонов. Нарушение гормональной ре-
гуляции является ключевым патогенетическим звеном 
развития заболеваний жировой ткани, затрагивающим 
не только метаболические процессы в ней, но и процес-
сы клеточного обновления за  счет дифференцировки 
МСК. Одним из  самых распространенных нарушений 
гормональной чувствительности является инсулино-
резистентность и  сопряженный с  ней сахарный диабет 
второго типа. Несмотря установленную роль инсулина 
в контроле адипогенной дифференцировки МСК, крайне 
мало известно об  изменении их  дифференцировочного 
потенциала и функциональных свойств при развитии ин-
сулинорезистентности. Это, наряду с распространением 
использования МСК, как перспективного объекта в реге-
неративной медицине делает задачу установления связи 
между состоянием инсулинорезистентности и изменени-
ем свойств МСК крайне актуальной.

В  нашей работе мы  сравнили дифференцировочный 
потенциал и  паракринную активность МСК, полученных 
из здоровых доноров и из доноров с инсулинорезистент-
ностью. Мы установили, что МСК полученные от доноров 
с инсулинорезистентностью обладают сниженной способ-
ностью к адипогенной дифференцировке. В то же время 
добавление кондиционированной среды от  дифферен-
цирующихся МСК здорового донора к клеткам от донора 
с  инсулинорезистентностью повышает их  способность 
к дифференцировке в адипоциты. Это позволяет предпо-
ложить, что при инсулинорезистентности происходит на-
рушения продукции паракринных факторов, контролирую-
щих диффернцировку в популяции МСК.

Работа поддержана грантом РНФ № 19-75-30007 
«Фундаментальные проблемы регенеративной медици-
ны: регуляция обновления и репарации тканей человека».
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Клеточная терапия на  основе мезенхимных ство-
ловых клеток (МСК) несет большие риски. Однако ве-
зикулы, высвобождаемые МСК, имеют на  поверхности 
те  же  рецепторы, что и  родительские клетки и  облада-
ют тем же терапевтическим эффектом. Более того, они 
не  несут рисков онкотрансформации и  являются без-
опасным терапевтическим инструментом. Метод, раз-
работанный Pick et  al., позволяет получить индуциро-
ванные микровезикулы (МВ) с  помощью цитохалазина 
В (ЦВ) в большом количестве, за счет блокировки поли-
меризации актиновых микрофиламентов цитоскелета. 
МВ-ЦВ  являются перспективным вектором для достав-
ки различных лекарственных веществ и  наночастиц. 
Наличие клеточных мембран, которым окружены МВ-
ЦВ, обеспечивают более естественный подход к  зада-
чам инкапсуляции и доставки in vivo.

Естественные микровезикулы могут переносить рас-
творимые факторы, а  также поверхностные рецепторы 
путем слияния цитоплазматических мембран. Однако 
способны ли искусственные микровезикулы, полученные 
с  помощью цитохалазина В, к  доставке специфичных 
мембранных рецепторов в  клетки-мишени исследовано 
до  настоящего времени не  было. Поэтому мы  оценили 
перенос поверхностного рецептора, специфичного для 
МСК, к  клеткам-реципиентам HEK293FT, у  которых от-
сутствует экспрессия выбранного рецептора, с помощью 
искусственных микровезикул.

МВ-ЦВ были получены из МСК, выделенных из жиро-
вой ткани человека. Морфологию и размер МВ-ЦВ МСК 
человека анализировали с помощью сканирующей элек-
тронной микроскопии. МВ-ЦВ МСК имели сферическую 
структуру и размеры от 100 до 2600 нм. Однако основная 
часть (89,36%) входила в диапазон от 100 до 1200 нм.

Клетки HEK293FT предварительно окрашивали 
флуоресцентным мембранным красителем DiO и  куль-
тивировали в  течение 24  часов с  DiD-меченными МВ-
ЦВ  МСК. Экспрессия CD90 (Thy-1) была выбрана для 
демонстрации переноса рецептора, поскольку она 
специфична для МВ-ЦВ  МСК и  отсутствует на  клетках 
HEK293FT. Экспрессию CD90  анализировали с  ис-
пользованием лазерного сканирующего конфокального 
микроскопа Zeiss LSM 780 и проточной цитофлуориме-
трии BD FACS Aria III. Мы обнаружили, что мембраны МВ-
ЦВ МСК и HEK293FT слились, и поверхностный рецептор 
CD90 был перенесен на клетки HEK293FT. Мы опреде-
лили, что 99,14% клеток-реципиентов HEK293FT приоб-
рели CD90+ иммунофенотип.

Полученные нами данные свидетельствуют о том, что 
МВ-ЦВ МСК переносят поверхностные рецепторы к клет-
кам-реципиентам HEK293FT.

Исследование выполнено за  счет средств гранта 
Российского научного фонда № 18-75-00090.
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Введение. На  сегодняшний день в  медицине остро 
стоит вопрос о  разработке адекватных тканеинженер-
ных конструкций. Использование скаффолдов на основе 
коллагена является перспективным направлением реге-
неративной медицины. Мы проводили изучение структу-
ры и  механических свойств, биосовместимости, биоде-
градации и  тканевой реакции при имплантацции in  vivo 
14 оригинальных скаффолдов на основе коллагена для 
тканевой инженерии.

Методы. Изучены пористые материалы, реструктури-
рованные из растворов коллагена, гибридные скаффолды 
из коллагена и викриловой сетки, подслизистая основа тон-
кой кишки (SIS) свиней, а также — дерма кожи коров и ло-
шадей, перикард, стенки артерии и вены, мочевого пузыря, 
мочеточника и уретры, децелюляризированные с помощью 
фермента «Терролитина» и  лиофилизированные. Из  ги-
бридного скаффолда и стенок артерий формировали про-
тезы, которые имплантировали в дефекты уретры у 10 кро-
ликов. Остальные скаффолды имплантировали подкожно 
и  на  раневую поверхность 245  крысам. Животных выво-
дили из эксперимента на сроки от 5 до 90 суток. Образцы 
нативных и имплантированных скаффолдов с окружающи-
ми тканями изучали с помощью гистологических методов, 
нелинейно-оптической, сканирующей и  трансмиссионной 
электронной микроскопии. Кроме того, исследовали меха-
нические свойства скаффолдов до имплантации.

Результаты. Все изученные нами скаффолды пока-
зали хорошую биосовместимость и  отсутствие реакции 
отторжения. Биодеградация коллагена в  их  составе со-
провождалась его макрофагальной и  гигантоклеточной 
резорбцией с замещением материала сначала грануля-
ционной, а затем — зрелой соединительной тканью. Сроки 
биодеградации скаффолдов различались (от  10  суток 
до 3 месяцев), что было связано с особенностями моле-
кулярной и надмолекулярной структуры коллагена и кор-
релировало с их биомеханической прочностью.

Обсуждение. Полученные результаты указывают 
на  то, что децеллюляризированные ткани и  гибридный 
скаффолд полностью соответствуют требованиям ткане-
вой инженерии в разных сферах регенеративной медици-
ны, в том числе — для протезирования трубчатых органов. 
Пористые коллагеновые скаффолды с  клетками и  без 
клеток оптимальны для раневых покрытий, тампонад, пла-
стики мягких тканей и  в  тех случаях, когда не  требуется 
механическая прочность и длительное время резорбции.
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Вирусные вектора используются в  качестве средств 
доставки в  протоколах генной терапии, при этом, каче-
ство капсидных белков является неотъемлемой частью 
безопасности и эффективности этих продуктов. В насто-
ящее время, наиболее распространенными векторными 
системами используемыми в  генной терапии являются 
различные серотипы аденовирусов. Целенаправленное 
манипулирование геномом аденовирусов позволяет соз-
давать на  их  основе вектора для экспрессии широкого 
спектра белков. Создание, очистка и  тестирование ре-
комбинантных аденовирусов является трудоемким, доро-
гостоящим этапом производства генно-терапевтических 
препаратов. В этой связи, методы постгеномного анали-
за все чаще начинают использоваться для тестирования 
рекомбинантных аденовирусов. В  частности, методы 
протеомного анализа базирующиеся на подходах масс-
спектрометрии, для определения компонентного состава 
синтезированных вирусных частиц, и что не менее важ-
но, для выяснения загрязнения препаратов остаточными 
клеточными компонентами после их очистки.

В текущем исследовании с использованием методов 
высокоэффективной жидкостной хроматографии ком-
бинированной с  масс-спектрометрией (ВЭЖХ-MC/MC) 
мы  проводили белковое профилирование созданных 
и  очищенных рекомбинантных аденовирусов кодирую-
щих различные проангиогенные и  нейротрофические 
факторы (VEGF, GDNF, FGF2, SDF1  и  др.). Для очист-
ки вирусов были использованы стандартные методы 
градиентного центрифугирования в  плотности цезия. 
Вирусные белки фракционировали в полиакриламидном 
геле и  расщепляли трипсином, далее проводили масс-
спектрометрический анализ в формате ВЭЖХ-MC/MC. 
В ходе которого нами было установлено, что созданные 
и  очищенные вирусные частицы ожидаемо содержат 
белковые компоненты характерные для аденовирусов 
пятого серотипа. В  частности выявлены коровые (pV, 
pVII, pX), капсидные (pII, pIIIa), вершинные (pIII, pVI) белки. 
Дополнительно нами были выявлены остаточные белко-
вые компоненты клеток  — потенциальные пирогенные 
и иммуногенные индукторы.

Таким образом, высокочувствительные методы масс-
спектрометрического анализа могут быть легко реализу-
емы для тестирования генно-терапевтических систем со-
держащих в своем составе компоненты вирусных белков, 
а  также определения чистоты получаемых препаратов. 
Методология позволяет развивать таргетные подходы 
анализа с  целью количественной оценки концентрации 
вирусных частиц и различных контаминантов.

Поддержано РФФИ и  Правительством РТ  в  рамках 
проекта № 18-44-160029.
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Введение. Резекция печени — один из основных ме-
тодов, позволяющий добиться радикального излечения 
больных с паразитарными и опухолевыми образования-
ми печени. Но острая послеоперационная печеночная не-
достаточность является одним из  основных жизнеугро-
жающих осложнений и встречается в 15–45% случаев.

Цель. Усиление репаративной регенерации печени 
при резекции в эксперименте путем интраоперационно-
го внутрипеченочного введения цианокобаламина.

Материалы и  методы. Эксперименты выполнены 
на 96 половозрелых самцах крыс линии Wistar в 4 груп-
пах по 24 животных. Во всех группах выполняли типич-
ную резекцию печени в объеме ~70% от исходной массы. 
Во 2 контрольной группе интраоперационно в сохранен-
ные доли печени вводили 0,9% раствор хлорида натрия, 
во  2  опытной  — цианокобаламин (конц. 200  мкг/мл) 
в суммарной дозе 1 мл.; в 1 опытной — 1 мл цианокоба-
ламина (конц. 200  мкг/мл) вводился внутрибрюшинно. 
На 1, 5, 7 и 14 сутки после операции изучали массу ре-
генерировавшей печени, биохимические показатели кро-
ви, проводили гистологические, иммуногистохимические 
и статистические исследования.

Результаты. На  5  сутки масса печени состави-
ла: в  1  контрольной группе  — 49,12±3,14% от  ис-
ходной, 2  контрольной  — 48,77±2,56%, 1  опытной  — 
48,25±2,03%, 2  опытной –55,11±1,89%. На  7  сутки 
в опытных группах восстанавливалось более 70% от ис-
ходной массы печени (1-я  опытная –71,25±3,05%, 
2 опытная — 77,03±2,15%), в контрольных группах ме-
нее 65% (1  контрольная  — 60,21±3,01%; 2  контроль-
ная — 63,8±1,15%). К 14 суткам после операции наблю-
далось практически полное восстановление исходной 
массы печени только во 2 опытной группе — 94,27±3,24.

Нормализация биохимических показателей к 14 сут-
кам исследования наблюдалась в  контрольных группах 
у 31,05±3,15% животных, в 1 опытной — 46,69±2,48%, 
во 2 опытной — 71,23±3,14%.

Повышение содержания IL-β  отмечалось на  7  сутки 
во  всех группах, максимальное значение наблюдалось 
во 2 опытной — 89,33±6,21 пг/мл.

На 14 сутки индекс пролиферации (Ki-67) гепатоцитов 
составил в 1 опытной группе-3,85%±0,48%; во 2 опыт-
ной  — 6,22%±0,54; в  1  контрольной  — 2,54±0,29%; 
во 2 контрольной — 2,56±0,45%.

Выводы. Внутрипеченочное введение цианокоба-
ламина является наиболее эффективным способом 
стимуляции репаративной регенерации печени, так как 
к  14  суткам после операции способствует восстанов-
лению не  только анатомической целостности печени, 
но и нормализации ее фунукциональной активности.
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Введение. Лечение неврологических заболеваний, 
таких как ишемический инсульт, спинальная травма 
не  имеют эффективного лечения и  до  сих пор остают-
ся частыми причинами смертности и  инвалидизации. 
Перспективным направлением служит клеточная те-
рапия, одним из  механизмов действия которой может 
являться секреция трансплантированными клетками 
биологически активных факторов. Целью исследова-
ния является изучение нейропротективных и  нейротро-
фических свойств нейрональных предшественников 
(НП), глиальных предшественников (ГП), полученных 
путем дифференцировки индуцированных плюрипо-
тентных стволовых клеток (ИПСК) и  мультипотентных 
мезенхимальных стромальных клеток (ММСК) в  мо-
делях глутаматной токсичности и  при направленной 
дифференцировке.

Материалы и  методы. Исследование проводили 
на линии феохромоцитомы крысы (PC-12). Использовали 
кондиционированные среды (КС) НП, ГП и ММСК, полу-
ченные после 12 часов культивирования в среде DMEM/
F12, (содержание общего белка 0,5  мг/мл). Для моде-
лирования глутаматной токсичности клетки PC-12 куль-
тивировали в  среде DMEM с  10% ЭТС в  96-луночном 
планшете. За 24 часа до добавления глутамата в лунки 
вносили КС, затем добавляли глутамат (10  мМ). Через 
24  часа проводили МТТ тест и  окрашивание Hoechst 
33342. Для дифференцировки клетки PC-12  культиви-
ровали в среде OptiMem c 1% ЭТС в 24-луночном план-
шете. На 6 сутки после добавления КС оценивали коли-
чество и среднюю длину нейритов.

Результаты. В  условиях глутаматной токсично-
сти жизнеспособность клеток PC-12  увеличивалась 
при добавлении КС  ГП  на  21±5%, а  КС  ММСК  — 
на  10±3%, количество апоптотических клеток умень-
шилось с 11±3% до 4±2% и до 7±2% соответственно. 
КС  НП  не  оказала значимого действия по  сравнению 
с  контролем. При направленной дифференцировке 
в образцах с добавлением КС ГП выявлено увеличение 
количества и  средней длины нейритов (154% от  кон-
троля). При добавлении КС ММСК изменений по срав-
нению с контролем не выявлено, а КС НП, напротив, за-
медляла нейритогенез (57% от контроля).

Выводы. В моделях in vitro показано, что КС ГП оказы-
вает нейропротекторное и  нейротрофическое действие, 
превосходящее по  эффективности влияние КС  ММСК 
и  НП. Полученные результаты являются обоснованием 
терапевтических эффектов ГП и служат основанием для 
разработки новых методов клеточной терапии.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Министерства образования и  науки Российской 
Федерации (проект № 14.604.21.0184  RFMEFI60417
X0184).
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сополимера хитозана с олиго 
(L,L‑лактидом) и ИПСК человека 
в модели травмы головного мозга 
у мышей
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В  работе изучали нейрорепаративное влияние тка-
неинженерной конструкции (ТИК) на  основе привито-
го сополимера хитозана с  олиго (L,L-лактидом) in  vivo 
в  условиях сенсомоторного дефицита, вызванного 
травмой мозга. У  мышей 8-недельного возраста, экс-
прессирующих в нейронах генетически кодируемый флу-
оресцентный Сl-сенсор, удаляли участок мозга (∅2 мм × 
1,5 мм в области 1S и 1M коры) и имплантировали ТИК, 
на  которые предварительно высаживали нокаунтные 
по  генам HLA человеческие ИПСК, индуцированные 
в нейроны. Краниотомию закрывали покровным стеклом, 
к  черепу мыши, используя стоматологическую пласт-
массу и  прозрачный полимер, крепили устройство для 
фиксации в установке для широкопольного оптического 
имиджинга (WFI, NeuroTar, Финляндия). Данная методи-
ка обеспечивала визуализацию поверхности головного 
мозга, включая область травмы, в  течении >30  дней. 
Для оценки неврологического дефицита проводили тест 
«Цилиндр» до  травмы и  на  2, 7  и  14  сутки после нее. 
Максимальный неврологический дефицит (~35% для 
травмированной стороны у мышей без ТИК) наблюдали 
на вторые сутки после операции. Восстановление функ-
ций происходило быстрее у  животных с  ТИК: на  7  сут-
ки разница между группами составила не  менее 5%. 
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Вживление ТИК не  вызывало появления визуальных 
признаков воспаления или отторжения. При помощи 
установки WFI нам удалось обнаружить спонтанные 
флуктуации внутриклеточной концентрации Cl– ([Cl–]i), 
а  также изменения, вызванные электрической стиму-
ляцией конечностей (60Гц, 5–20В) у анестезированных 
животных. Стимуляция стороны тела, ипсилатеральной 
интактному полушарию, вызывала в нём снижение [Cl–]

i, тогда как стимуляция контралатеральной стороны при-
водила к увеличению [Cl–]i. В зоне повреждения у мышей 
с  ТИК не  наблюдалось реакции на  стимуляцию любой 
из сторон, тогда как у животных без ТИК была направ-
ленность, противоположная интактному полушарию. 
У животных без ТИК было замечено увеличение актив-
ности зон неповрежденного полушария при стимуля-
ции ипсилатеральной стороны, что может указывать 
на уменьшение степени латерализации функций мозга. 
Все манипуляции с животными проводились в соответ-
ствии с правилами, рекомендуемыми Российской ассо-
циацией по работе с лабораторными животными.

Заключение. Показана возможность изучения вну-
триклеточного гомеостаза ионов хлора в  мозге анесте-
зированной мыши. Показана биосовместимость и  ней-
рорепаративный потенциал ТИК из гидрогеля на основе 
сополимера хитозана с лактидом в экспериментах in vivo.

Поддержано грантом РНФ 17-15-01487.

Сердечные телоциты: роль 
в репарации/регенерации миокарда
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Одной из  перспективных стратегий лечения ише-
мической болезни сердца и  хронической сердечной 
недостаточности (ХСН) считается клеточная терапия. 
Многочисленные экспериментальные и клинические ис-
следования демонстрируют неоднозначные результаты 
при трансплантации стволовых клеток в миокард. Данное 
обстоятельство повернуло вектор исследований в  сто-
рону изучения стимуляторов кардиомиогенеза и микро-
окружения прогениторных клеток сердца. В связи с этим 
возрос интерес к  изучению особых интерстициальных 
клеток  — телоцитов (Тц). Установлено наличие Тц  в  су-
бэпикардиальных нишах миокарда взрослых грызунов 
и человека. Способность сердечных Тц экспрессировать 
CD34, CD117, vimentin, а также маркеры стволовых кле-
ток Nanog и Sca-1, позволило выдвинуть суждение о на-
личии у них плюрипотентных свойств и активном участии 
Тц в регенерации/репарации миокарда.

Целью нашего исследования стало изучение роли 
сердечных телоцитов в  реорганизации миокарда паци-
ентов с  ХСН. Материалом исследования служили био-
птаты миокарда ушка правого предсердия (УПП), полу-
ченные в процессе кардиохирургических операций (КХО) 
у 60 пациентов мужского пола с ХСН I (n=25) и IIA (n=35) 
стадией и мужчин (n=7) без патологии сердца. Миокард 
УПП изучен светооптическим, иммуноцитохимическим 
(оценка коэкспрессии CD-34/vimentin  — идентифи-
кация Тц) и  морфометрическими методами. Развитие 

сердечно-сосудистых осложнений у  пациентов после 
КХО считалось неблагоприятным исходом. Установлено, 
что в миокарде УПП контрольной группы объемная плот-
ность (ОП) Тц  составила 16,76±3,23, ОП  кардиомиоци-
тов (КМЦ) 79,08±7,36, ОП капилляров 19,15±3,47 об.%; 
в группе с благоприятным исходом КХО (n=42) ОП Тц — 
20,94±3,12, ОП  КМЦ 67,08±8,21, ОП  капилляров 
16,49±4,69  об.%; в  группе с  неблагоприятным исходом 
КХО (n=18) ОП Тц — 6,46±3,58, ОП КМЦ — 56,93±10,78, 
ОП  капилляров 11,00±3,72  об.%. У  пациентов с  благо-
приятным исходом КХО наблюдалось увеличение ОП Тц, 
которые чаще встречались в  виде скоплений перива-
скулярно и  интрамиокардиально, что, вероятно, связано 
с их компенсаторной пролиферацией. На наш взгляд, зна-
чимое уменьшение ОП Тц и КМЦ, связано с их прогрес-
сирующей гибелью при неблагоприятном течении ХСН, 
что приводит к  формированию аномальной трехмерной 
пространственной организации и нарушению межклеточ-
ной сигнализации в миокарде. Снижение плотности Тц со-
провождалось и значимым уменьшением ОП капилляров 
в миокарде, демонстрируя участие Тц в ангиогенезе.

Современные подходы к оптимизации 
технологии получения костных 
имплантатов

Юрий Юрьевич Литвинов1, Игорь Васильевич 
Матвейчук1, Владимир Викторович Розанов1, 2

1 � ФГБНУ «Всероссийский научно-исследовательский 
институт лекарственных и ароматических 
растений», Москва, Россия; 2Физический 
факультет, МГУ им. М.В. Ломоносова, Москва, 
Россия

vilar.litvinov@mail.ru

При изготовлении имплантатов костная ткань оста-
ется предпочтительней другим материалам [2], отвечает 
известным требованиям для имплантации: способностью 
к биодеградации, замещению новообразованной костью, 
полной резорбцией, прорастанию кровеносных сосудов 
и костеобразованию, инертностью по отношению к окру-
жающим тканям. Костный матрикс может служить адрес-
ной доставкой веществ, активирующих и  усиливающих 
деление клеток, синтез внеклеточного вещества.

Цель исследования: совершенствование технологи-
ческих приемов получения костных деминерализован-
ных, деорганифицированных имплантатов и  импланта-
ционных препаратов с антимикробными свойствами.

Авторами предложена усовершенствованная тех-
нология получения костных имплантатов на  основе 
стерильного деминерализованного и  деорганифици-
рованного костных матриксов с  выраженными анти-
микробными свойствами за счет иммобилизации лекар-
ственного средства (Сангвиритрин®), а  также применен 
комплексный подход к анализу и оценке показателей ка-
чества получаемых костных имплантатов.

Методы физико-механической обработки кости 
с  экспериментально установленными оптимальными 
параметрами режимов резания и  охлаждения, анализа 
морфо-механических характеристик прим.мы  ко  всему 
циклу технологии получения костных биоимплантатов и, 
на их основе, имплантационных препаратов.

При получении деминерализованного и  деорга-
нифицированного костного матрикса апробирован 
современный метод элементного анализа костной 
ткани на  разных этапах ее  деминерализации и  деор-
ганификации с использованием энергодисперсионной 
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рентгеновской спектроскопии, что позволило контро-
лировать степень удаления минеральной и  органиче-
ской фаз из костных имплантатов.

В  работе использован инновационный 
«Комбинированный способ стерилизации костных им-
плантатов» озоно-кислородной смесью (первый этап) 
и  радиационным облучением с  пониженной дозой (10–
15) кГр (второй этап). Использование только радиаци-
онной обработки потребовало бы  более высоких доз  — 
не менее (25–40) кГр.

Представленные данные являются базовыми для оп-
тимизации технологии изготовления, хранения, стери-
лизации костных имплантатов, создания новых адсорб-
ционных биоимплантологических лекарственных форм 
с антимикробными свойствами.

Возможности криогенного 
структурирования биополимеров 
в плане создания макропористых 
матриц для тканевой инженерии 
и регенеративной медицины

Владимир Иосифович Лозинский

Институт элементоорганических соединений 
им.А.Н. Несмеянова РАН, Москва, Россия
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Макропористые матрицы на  основе биосовмести-
мых нетоксичных полимеров природного происхожде-
ния имеют важное значение для клеточных технологий 
и  тканевой инженерии, где такие материалы часто при-
меняют в качестве носителей/подложек (англоязычный 
термин — scaffolds) при культивировании клеток или для 
формирования тканеинженерных конструкций. Одним 
из  эффективных подходов к  созданию подобных мате-
риалов является использование приемов криогенного 
структурирования полимерных систем, позволяющих 
получать биополимерные матрицы (так называемые кри-
оструктураты и криогели) с развитой архитектурой сооб-
щающихся крупных пор. Физико-химические свойства 
и  макропористая морфология этих материалов, их  ста-
бильность в различных средах или, напротив, биодегра-
дируемость, а также адгезивные характеристики в отно-
шении различных типов клеток, определяются многими 
факторами. К  ним относятся химическая природа био-
полимера, его содержание в  подвергаемой криогенно-
му структурированию системе, природа и  концентрация 
сшивающих агентов (если таковые используются), ре-
жимы криогенной обработки и др. Именно особая макро-
пористость в  сочетании во  многих случаях с  хорошими 
механическими свойствами различных криогелей и кри-
оструктуратов на основе биосовместимых полимеров де-
лает указанные матрицы перспективными материалами 
биомедицинского назначения.

В лаборатории автора разработан, исследован и со-
вместно со  специалистами биомедицинского профиля 
успешно испытан (in vitro и in vivo) ряд новых дренажных 
и  кровоостанавливающих покрытий на  раны и  ожоги, 
получены основанные на  криогелях и  криоструктура-
тах материалы для костной и  хрящевой хирургии, се-
рия гелевых систем контролируемого высвобождения 
лекарств, биодеградируемые носители депо-форм ле-
карственных средств, широкопористые подложки для 
объемного культивирования клеток (в том числе и ство-
ловых) и др. Полученные результаты подтверждают ши-
рокие возможности методологии криоструктурирования 
в  плане создания высокоэффективных макропористых 

биополимерных матриц для клеточной/тканевой инже-
нерии и регенеративной медицины.

Работа поддержана Программой Президиума РАН 
«Фундаментальные исследования для разработки био-
медицинских технологий».

Влияние полиэтилентерефталата 
и политетрафторэтилена 
на функциональные свойства 
эндотелиальных и мезенхимных 
клеток
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Аортокоронарное шунтирование является методом 
лечения ишемической болезни сердца. Недостатком 
сосудистых протезов, на  основе политетрафторэтиле-
на (ПТФЭ) или полиэтилентерефталата (ПЭТ), является 
возможность их окклюзии и отсутствие полного заселе-
ния внутренней поверхности эндотелиоцитами. Одним 
из  способов повышения заселения сосудистых про-
тезов клетками является их  обработка адгезирующи-
ми веществами, в  частности, фибронектином. Целью 
исследования стало сравнительное изучение влия-
ния необработанных сосудистых протезов на  функ-
ции костномозговых мезенхимных стволовых клеток 
(МСК), эндотелиальных прогениторных клеток (ЭПК) 
и  клеток эндотелиальной линии (EA.hy  926) in  vitro. 
МСК и ЭПК выделяли из костного мозга больных ише-
мической болезнью сердца, культивировали и  нара-
щивали по стандартной методике. EA.hy 926 любезно 
предоставлены Dr. C.J. Edgel (Университет Каролины, 
США). Фенотипирование МСК и  ЭПК осуществля-
ли на  проточном цитофлуориметре. Пролиферацию 
клеток в  отсутствие и  при наличие тестируемых сосу-
дистых протезов осуществляли в  МТТ-тесте и  по  кле-
точному импедансу на xCELLigence System. Миграцию 
МСК и  EA.hy  926  исследовали в  тесте «заживления 
раны», а  ЭПК в  камере Бойдена. Миграцию клеток 
также исследовали на  аппарате xCELLigence System. 
Эффект дзета-потенциала ПЭТ на  заселение синте-
тического протеза без обработки и  с  модификацией 
его поверхности экспозицией с  10% желатина или 
100  мкг/мл  фибронектина. Кроме этого, оценивали 
уровни продукции клетками оксида азота (NO) с  ис-
пользованием реактива Грисса. Сосудистые синте-
тические протезы угнетают пролиферативную актив-
ность исследуемых клеток. В тесте «заживления раны» 
показано, что сосудистые протезы снижают миграцию 
МСК и  EA.hy  926. Наличие сосудистых протезов сти-
мулирует синтез МСК NO. Показано, что сосудистые 
протезы из ПЭТ подавляют пролиферацию и миграцию 
ЭПК по данным клеточного импеданса. Модификация 
поверхности сосудистого протеза из  ПЭТ желатином 
или фибронектином усиливает адгезию и разрастание 
ЭПК на  поверхности сосудистого протеза. Таким об-
разом, политетрафторэтилен и полиэтилентерефталат 
обладают токсическим действием на  эндотелиальные 
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и  мезенхимные клетки, а  модификация поверхности 
сосудистых протезов белками, способствует заселе-
нию поверхности протезов клетками.

Лизат тромбоцитов в лечении 
возрастной макулярной дегенерации
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Возрастная макулярная дегенерация (ВМД), харак-
теризуется дегенерацией пигментного эпителия сетчат-
ки, мембраны Бруха и  хориокапиллярного слоя. ВМД 
является одной из ведущих причин необратимой потери 
зрения и слепоты среди населения развитых стран мира 
в  возрасте от  50  лет. Аутологичная плазма, обогащен-
ная тромбоцитами, показала высокий терапевтический 
потенциал в  лечении воспалительно-дегенеративных 
заболеваний, в  том числе роговицы глаз. Целью ис-
следование стала оценка терапевтического потенциа-
ла лизата тромбоцитов (ЛТ) при идиопатической ВМД. 
Исследование проведено на  16  больных, у  8  больных 
проведена субтотальная трансконъюнктивальная ви-
трэктомия с  дополнительным лечением ЛТ  (5  женщин 
и  3  мужчины), а  у  других 8  больных выполнена только 
субтотальная трансконъюнктивальная витрэктомия 
(5 женщин и 3 мужчины). ЛТ получали из венозной крови 
больных ВМД центрифугированием при 3800 оборотах 
в  мин. у  в  течение 7  мин., далее собранную плазму по-
вторно осаждали при 3500 оборотах в мин. у в течение 
15 мин. , переносят надосадочную плазму в стерильные 
пробирки, а осадок тромбоцитов в 1 мл плазмы подвер-
гали 2-х  кратной заморозке в  жидком азоте (-196  0С) 
и разморозке при +37°С, далее осуществляли фильтра-
цию через фильтры с диаметром пор 0,22 мкм, и смеши-
вали с оставшейся частью плазмы. ЛТ заполняли дефект 
макулы в  день выполнения субтотальной трансконъюн-
ктивальной витрэктомии и в область крылонебной ямки 
3–4  курса с  интервалом 72–96  часов. Оценивали вос-
становление остроты зрения и  закрытие макулярного 
разрыва через 7, 15, 30 и 90 суток. Дополнительное ле-
чение ЛТ способствовало восстановлению остроты зре-
ния как в  раннем послеоперационном периоде (15  сут-
ки), так и в отдаленном периоде (90 суток) по сравнению 
с  группой больных, получившей только оперативное 
лечение (p≤0,05). Лечение ЛТ  увеличивает частоту за-
крытия разрывов сетчатки глаза в  макулярной области 
до 62,5%, тогда как только оперативное лечение приво-
дит к закрытию дефекта сетчатки глаза в 37,5% случаев. 
Показано, что в ЛТ содержатся цитокины, ростовые фак-
торы и оксид азота, которые вовлечены в процесс реге-
нерации и (или) репарации сетчатки глаза.

Эффект плазмы больных 
трофическими язвами 
на функциональные свойства, клеток 
вовлеченных в заживление ран
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Особенностью трофических язв нижних конечностей 
является склонность к  рецидивам, увеличению пло-
щади поражения кожных покровов, низкая эффектив-
ность традиционных методов лечения, инвалидизация 
и  смертность. Альтернативой традиционному лечению 
служит использование аутологичных биологически ак-
тивных компонентов плазмы. Цель исследования из-
учение влияния лизата тромбоцитов (ЛТ) и обедненной 
тромбоцитами плазмы (ОТП) больных с  трофическими 
язвами различного генеза на пролиферацию, миграцию, 
апоптоз и  клеточный цикл дермальных фибробластов 
человека, мезенхимных стволовых клеток и  клеток эн-
дотелиальной линии EA.hy 926 in vitro. В исследование 
включено 7  больных с  трофическими язвами на  фоне 
сахарного диабета 2  типа, 7  больных с  трофическими 
язвами венозной этиологии. Лизат тромбоцитов (ЛТ) 
и  обедненную тромбоцитами плазму (ОТП) получали 
по  стандартной методике. Дермальные фибробласты 
(ДФ), костномозговые мезенхимные стволовые клет-
ки (МСК) получены от доноров, клетки эндотелиальной 
линии EA.hy 926, любезно предоставлены Dr. C.J. Edgel 
(Университет Каролины, США). Исследовали пролифе-
рацию всех типов клеток в  МТТ-тесте, пролиферацию 
и  миграцию ДФ  в  режиме реального времени на  ап-
парате xCELLigence System по  изменению клеточного 
импеданса. Клеточный цикл, апоптоз/некроз исследо-
вали на  проточном цитофлуориметре по  стандартной 
методике. Показано, что ЛТ  и  ОТП больных трофиче-
скими язвами на фоне сахарного диабета 2 типа (СД2) 
угнетают пролиферацию ДФ, МСК и EA.hy 926 по дан-
ным МТТ-теста. Дополнительное исследование влияния 
ЛТ  и  ОТП на  пролиферацию ДФ  по  параметру клеточ-
ного импеданса показало, что ОТП больных, особенно 
на  фоне СД2  снижает пролиферативную активность 
ДФ, а  ЛТ, особенно больных без СД2  активирует про-
лиферацию ДФ. ЛТ  и  ОТП стимулируют миграционную 
активность ДФ. ЛТ и ОТП больных трофическими язва-
ми по-разному влияли на клеточный цикл и апоптоз/не-
кроз исследуемых клеток. Таким образом, плазма боль-
ных с трофическими язвами на фоне сахарного диабета 
проявляет ингибирующее влияние на  функциональную 
активность дермальных фибробластов человека.
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Эритропоэтин как стимулятор 
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мезенхимных стволовых клеток

Александр Петрович Лыков1, 2, Мария 
Александровна Суровцева1, 2, Ольга 
Владимировна Повещенко1, 2, Наталья 
Анатольевна Бондаренко1, 2, Ирина Иннокентьевна 
Ким1, 2, Евгения Владимировна Янкайте1

1 � НИИКЭЛ-филиал ИЦиГ СО РАН, Новосибирск, Россия;
2 � НМИЦ им. Е.Н. Мешалкина Минздрава России, 

Новосибирск, Россия

aplykov2@mail.ru

Мезенхимные стволовые клетки (МСК) нашли свое 
применение в регенеративной медицине при воспалитель-
но-дегенеративных процессах, включая дегенеративные 
процессы в  межпозвонковых дисках и  ишемию нижних 
конечностей. Эффективность терапии МСК во многом за-
висят от микроокружения, в которое они попадают, в том 
числе и от гипоксии в очаге поражения. Эритропоэтин по-
мимо активации эритрона, оказывает антигипоксическое, 
анти-апоптотическое и ангиогенное действие.

Цель исследования  — оценка терапевтического 
потенциала комбинации МСК с  эритропоэтином при 
дегенерации межпозвонкового диска и  критической 
ишемии нижних конечностей. Исследование проведено 
на  крысах Wistar, которым пункцией межпозвонкового 
диска хвостового отдела индуцировали дегенератив-
но-воспалительный процесс, а  перерезкой бедренной 
артерии, инициировали критическую ишемию. МКС по-
лучали из  костного мозга крыс Wistar по  стандартной 
методике, в  работе использованы МСК 4-го  пассажа. 
Лечение дегенеративного процесса в  межпозвонковом 
диске начинали через 7  дней однократным введением 
МСК и МСК+эритропоэтин, эффективность лечения оце-
нивали по  данным МРТ и  гистологии межпозвонково-
го диска на 14, 21 и 28 сутки от начала эксперимента. 
У  крыс с  экспериментальной моделью ишемии нижней 
конечности МСК и  МСК+эритропоэтин вводили сразу 
после перерезки бедренной артерии в  мышцы голени, 
эффективность лечения оценивали с помощью лазерной 
доплеровской флоуметрии, уровням цитокинов в  сыво-
ротке крови и мышцах голени, гистологии мышц голени 
на 7, 14 и 28 сутки от начала эксперимента. Комбинация 
МСК с эритропоэтином способствовала более выражен-
ному увеличению высоты межпозвонкового диска и  ак-
тивации репаративных процессов в  пульпозном ядре. 
При критической ишемии нижних конечностей введение 
МСК и МСК+эритропоэтин способствовало увеличению 
микроциркуляции в стопе на стороне поражения, а также, 
уменьшению выраженности некроза, истощения мышеч-
ных волокон и разрастания волокнистой соединительной 
ткани и увеличению количества сосудов, питающих мыш-
цы. Уровни цитокинов в сыворотке крови и мышцах голе-
ни зависели от сроков исследования.

Молекулярно-функциональный 
профиль и терапевтический 
потенциал мезенхимных стволовых 
клеток эндометрия, культивируемых 
в сфероидах

Ольга Геннадьевна Люблинская, 
Николай Николаевич Никольский

Институт Цитологии РАН, Санкт-Петербург, Россия

o.lyublinskaya@mail.ru

Эффективность использования в  регенеративной 
медицине мезенхимных стволовых и  (или) прогени-
торных клеток человека доказана в  многочисленных 
экспериментах на модельных животных, а также в кли-
нических исследованиях (Wang et al., 2012). В послед-
ние годы опубликован ряд работ, свидетельствующих 
о  высоком терапевтическом потенциале МСК, куль-
тивируемых в  виде сфероидов (см. обзор Han et  al., 
2019), однако фундаментальные причины, которые 
обуславливают этот эффект, пока во многом не ясны. 
В Институте Цитологии РАН проведен цикл работ, по-
священных изучению молекулярно-функционального 
профиля и  терапевтического потенциала клеточных 
сфероидов, сформированных методом висячей капли 
из  МСК эндометрия человека (эМСК). Установлено, 
что культивирование эМСК в  виде сфероидов при-
водит к  повышению экспрессии генов, отвечающих 
за  стволовость клеток и  продукцию противовоспали-
тельных факторов, к усилению секреции ростовых фак-
торов, к изменению характера ответа клеток на стресс. 
Показано, что эМСК, культивируемые в  сфероидах, 
теряют способность отвечать на  повреждающие воз-
действия активацией программы преждевременного 
старения, которая является характерной реакцией 
на стресс эМСК, культивируемых в стандартных усло-
виях. В ответ на стресс клетки в сфероидах активируют 
программу апоптотической гибели, что приводит к эли-
минации из популяции клеток с поврежденным генети-
ческим материалом и  повышению трансплантацион-
ной безопасности эМСК с  точки зрения клинических 
применений. Опыты на  модельных животных (крысах) 
подтвердили, что трансплантация сфероидов оказы-
вается более эффектным средством для коррекции 
как тканеспецифических патологий (дисфункций эн-
дометрия), так и не-тканеспецифических повреждений 
(кожные раны), чем суспензии эМСК, культивируемых 
в  геометрии монослоя. Проведенные исследования 
свидетельствуют о высоком терапевтическом потенци-
але эМСК-сфероидов, обусловленном изменением фе-
нотипа и секреторного профиля клеток в условиях 3D 
культивирования, и доказывают перспективность при-
менения сфероидов при наличии клинических показа-
ний к использованию МСК в терапевтических целях.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ 
19-14-00108.
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Мультиформная глиобластома (МГБ) — одна из наи-
более агрессивных опухолей головного мозга. На сегод-
няшний день прогноз для пациентов с МГБ не благопри-
ятный, и медиана выживаемости составляет 15 месяцев. 
Химиотерапия темозоломидом сопровождается значи-
тельным снижением уровня лейкоцитов в  перифериче-
ской крови. В современных протоколах лечения лейкопе-
нии используются инъекции гемапоэтических стволовых 
клеток или стимуляция красного костного мозга при 
помощи гранулоцитарного колониестимулирующего 
фактора (G-CSF). Однако механизм действия данных ма-
нипуляций на опухолевую ткань до сих пор остается не-
изученным. Глиобластома инфильтрирована большим 
количеством иммунных клеток, включая клетки микро-
глии, макрофаги и  миелоидные супрессорные клетки. 
Предыдущие исследования демонстрируют взаимос-
вязь между количеством макрофагов и  клеток микро-
глии и степенью злокачественности глиом. Тем не менее, 
опухоль рекрутирует не  только клетки мозга, но  и  цир-
кулирующие в  периферической крови гемопоэтические 
и  прогениторные CD45+ клетки. Приоритетным путем 
их трансформации в ткань глиобластомы является диф-
ференциация в  направлении микроглии/макрофагов, 
продуцирующих TGF-β и другие цитокины. Целью насто-
ящего исследования был анализ трансформации имму-
ноцитохимического профиля опухолевой ткани глиомы 
С6  у  крыс под действием G-CSF, вводимого в  течение 
10 дней внутрибрюшинно. Было показано, что экспрес-
сия микроглиального маркера IBA-1 в массе опухолевой 
ткани в несколько раз выше, чем его экспрессия на пери-
ферии опухоли. Применение G-CSF не вызывало увеличе-
ния числа IBA-1  позитивных клеток микроглии, которое 
наблюдается во время трансплантации гемопоэтических 
стволовых клеток и  неоднократно описывалось в  лите-
ратуре. Распределение M1  и  M2  фенотипов микроглии 
также изучено путем определения уровня экспрессии 
маркеров CD  86  и  CD  206. Активированные клетки 
М1  микроглии находились преимущественно в  ткани, 
окружающей опухолевый узел, в отличие от активирован-
ной М2 микроглии, расположенной внутри очага опухоли. 
Исследование цитокинового профиля показало увеличе-
ние уровня TGF-β и снижение уровня провоспалительных 
цитокинов, таких как TNFα и IL1β. Механизмы этого явле-
ния требуют дальнейшего изучения, так как G-CSF актив-
но используется в химиотерапии опухолей.

Применение коллагеновой мембраны 
для пластики твердой мозговой 
оболочки (экспериментальное 
исследование)

Рони Бахаэддин Маи1, Егор Олегович 
Осидак2, Екатерина Сергеевна 
Мишина3, Владимир Евгеньевич Попов1, 
Сергей Петрович Домогатский4

1 � Отделение детской хирургии, ГБУЗ МО МОНИКИ 
им. М.Ф. Владимирского, Москва, Россия;

2 � ООО фирмы «Имтек», МО г.Оболенск, Россия;
3 � Кафедра гистологии, эмбриологии, цитологии, 

ФГБОУ ВО Курский Государственный Медицинский 
Университет Минздрава России, Курск, Россия;

4 � ФГБУ «НМИЦ кардиологии» Минздрава России, 
Москва, Россия

doctor.ronimai@gmail.com

Введение. Восстановление целостности твердой моз-
говой оболочки (ТМО) является приоритетным вопросом 
в сохранении гомеостаза при травматических и не травма-
тических повреждениях. Вследствие достаточно агрессив-
ной ликворной среды, находящейся в  субдуральном про-
странстве, скорость регенерации на месте данного дефекта 
значительно снижена и  закрытие обширных дефектов 
за счет собственных клеточных механизмов не представ-
ляется возможным. Поэтому задача о поиске оптимально-
го решения этой проблемы является актуальной.

Цель. Оценить эффективность использования мем-
бран изготовленных из нативного и ателоколлагена для 
пластики твердой мозговой оболочки.

Материалы и  методы. Для изготовления коллагено-
вых мембран использовали нативный коллаген свиньи 
I  типа (Viscoll™, PN2, ООО фирмы «Имтек») и  ателокол-
лаген свиньи I типа (Viscoll™, PA2, ООО фирмы «Имтек»). 
Эксперимент был выполнен на  20  крысах-самцах ли-
нии Wistar. На  всех животных применялась стандарт-
ная модель повреждения ТМО. Крысы были разделены 
на  2  экспериментальные группы. В  группе I  использова-
ли мембраны, приготовленные из  нативного коллагена 
во II группе — мембраны, приготовленные из ателоколла-
гена, контрольная группа — крысы с повреждением ТМО, 
без закрытия дефекта. Имплантация мембраны, после 
стандартного доступа к  ТМО, проводилась апликацион-
ным методом. Результаты эксперимента оценивали на 30, 
60 и 90 сутки по данным биопсийного материала метода-
ми световой и сканирующей электронной микроскопий.

Результаты. Отмечается разница при сопоставлении 
полученных результатов в  разных группах. Замещение 
коллагеновой мембраны в  группе I  собственными тка-
нями происходит равнонаправленно  — дезинтеграция 
и  прорастание соединительнотканными волокнами на-
блюдается от периферии к центру скаффолда. Клеточный 
компонент преимущественно представлен клетками 
фибробластического ряда. В  группе II  присутствующие 
кистозные составляющие, указывают на  ассиметрич-
ное замещение. Контрольная группа характеризовалась 
очагами поверхностного некроза подлежащих тканей, 
рубцово-спаечным процессом, а также выраженной диф-
фузной полиморфоклеточной инфильтрации.

Вывод. При использовании коллагеновых мембран 
наблюдалось полноценность регенеративного процесса, 
на  месте дефекта ТМО, в  агрессивной ликворной среде. 
При этом мембраны, изготовленые из нативного коллагена, 
в сравнении с мембранами, изготовленными из ателокол-
лагена, демонстрируют лучшую биосовместимость и сводят 
к минимуму риск развития рубцово-спаечного процесса.
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Тканеспецифичные мультипотентные 
стромальные клетки как 
организаторы процесса 
восстановления ткани после 
повреждения

Павел Игоревич Макаревич1, 2, Анастасия 
Юрьевна Ефименко1, 2, Елена Викторовна 
Парфёнова1, 3, Всеволод Арсеньевич Ткачук1–3

1 � Институт регенеративной медицины, МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия;

2 � Факультет фундаментальной медицины, МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия;

3 � Институт экспериментальной кардиологии, НМИЦ 
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Стромальные клетки, играя важную роль в  поддер-
жании тканевого гомеостаза и  обновления клеточного 
состава органов, обладают потенциалом для выполне-
ния рядом важных функций при репаративной регене-
рации. Наши данные, полученные на  мультипотентных 
стромальных клетках (МСК) из  различных источников, 
указывают на то, что им присуща координирующая, или 
организационная функция.

Устойчивость МСК к  неблагоприятным условиям, 
характеризующим ранние этапы после повреждения, 
их присутствие во всех органах и тканях, а также высо-
кая секреторная активность делают их практически опти-
мальным объектом для формирования ранних структур 
после повреждения ткани.

С другой стороны МСК обладают способностью диф-
ференцироваться в миофибробласты — ключевые участ-
ники процесса фиброзирования ткани и  формирования 
рубца  — за  счет чего они вносят свой вклад в  процесс 
репарации с исходом в фиброз.

Тем не  менее, МСК обладают тканеспецифичны-
ми характеристиками, за  счет которых они могут ока-
зывать различное влияние на  процессы репарации 
и регенерации.

Все это позволили нам сформулировать роль МСК 
как клеток, координирующих ответ ткани на  поврежде-
ние и  оказывающих определяющее влияние на  исход 
процесса ее восстановления. В ходе изучения этого про-
цесса нами были установлены тканеспецифичные свой-
ства МСК, выделенных из тканей, склонных к фибрози-
рованию (кожа, жировая ткань) и  к  регенерации (МСК 
эндометрия, или децидуальные клетки).

Используя сокультивирование МСК с  клетками эн-
дотелия, сборку тканеинженерных конструкций в  виде 
пластов и РНК-секвенирование нами было показан ряд 
эффектов, отражающих роль МСК как «координаторов» 
формирования тканеподобных структур. Стромальные 
клетки оказались способны к  самоорганизации и  фор-
мированию гетерогенных конструкций, а  также была 
дана их характеристика в плане стабилизации и поддер-
жания клеток эндотелия.

Данная работа суммирует ряд собственных данных 
и  предлагает взгляд на  МСК как на  тканеспецифичные 
организаторы, играющие важную роль как на  ранних 
этапах восстановления ткани, так и  при формировании 
более сложных структур с исходом в фиброз или полно-
ценную регенерацию в зависимости от окружения и соб-
ственной «программы», определяемой генетическими 
и эпигенетическими факторами.

Работа выполнена в  рамках государственного зада-
ния МГУ при поддержке грантов РФФИ 17-04-01452 
(получение и  характеристика тканеинженерных кон-
струкций) и 19-15-20053 (выделение и культура клеток), 

а  также гранта РНФ № 19-75-00067 (характеристика 
тканеспецифичных свойств стромальных клеток в моде-
ли сокультивирования с эндотелием).

Эффект применения раневых 
покрытий, насыщенных 
тромбоцитами, при лечении глубоких 
ран в эксперименте

Максим Сергеевич Макаров, Майя 
Викторовна Сторожева, Наталья 
Валерьевна Боровкова, Иван Николаевич 
Пономарев, Юлий Вадимович Андреев

ГБУЗ НИИ скорой помощи им. Н.В. Склифосовского 
ДЗ г. Москвы, Москва, Россия

mcsimmc@yandex.ru

Актуальность. Тромбоциты в  составе коллагеновых 
субстратов стимулируют пролиферативную и миграцион-
ную активность клеток человека in vitro. С другой сторо-
ны, избыток тромбоцитарных цитокинов способен инги-
бировать рост и  дифференцировку диплоидных клеток, 
вызывает нарушение их структурной целостности.

Цель работы. Оценить клинические эффекты при-
менения раневых покрытий, насыщенных тромбоцитами, 
при лечении глубоких ран.

Материалы и  методы. Исследование проводи-
ли на  беспородных мышах. В  работе использова-
ли образцы децеллюляризированного дермального 
матрикса (ДМ) площадью 1  см2. У  мышей произво-
дили иссечение участка кожи до  фасции диаметром 
10  мм, для предотвращения контракции по  краю 
раны подшивали полихлорвиниловое кольцо. В  ра-
боте использовали ДМ  без тромбоцитов (контроль); 
ДМ с нестабилизированными тромбоцитами (НеСтТр); 
ДМ  с  тромбоцитами, стабилизированными 2,5  мкМ 
наносеребра (СтТр). Общее количество тромбоцитов 
с гранулами в образцах ДМ составило 28 млн. Вывод 
мышей из эксперимента проводили на 3,14 и 21 сут-
ки. Клинический эффект оценивали по выраженности 
воспаления, миграции клеток, формированию грану-
ляций, эпителизации.

Результаты.Через 3  суток у  всех животных на-
блюдалась выраженная гиперэмия и  отечность раны 
и  подлежащих тканей с  высоким уровнем инфильтра-
ции клетками воспаления. У 4 животных из 5 в группе 
лечения ДМ  с  НеСтТр в  подлежащих слоях раны вы-
явлена интенсивная миграция макрофагов и  фибро-
бластов. В  группе лечения ДМ  со  СтТр миграция фи-
бробластов наблюдалась у  3  животных из  5, но  была 
менее выраженной. В  контроле активной миграции 
фибробластов в  рану не  выявлено. Через 14  суток 
в  контроле и  в  эксперименте по  всему дну раны фор-
мировалась грануляционная ткань. В  контроле коли-
чество сосудов на 1 мм2 составило 171±33, в группе 
лечения ДМ  с  НеСтТр  — 704±67, в  группе лечения 
ДМ  со  СтТр  — 317±77. В  обеих опытных группах на-
блюдался интенсивный рост краевого эпителия, при 
этом сохранялась инфильтрация дна раны клетками 
воспаления, более выраженная в  группе ДМ  с  СтТр. 
На  21  сутки у  большинства животных опытных групп 
раны эпителизировались, тогда как в  контрольной 
группе сохранялся поверхностный дефект до 20–30% 
от  исходной раны. Гистологическая картина во  всех 
группах соответствовала этапу ремоделирования.

Выводы. Использование раневых покрытий, на-
сыщенных тромбоцитами, при лечении глубоких ран 
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стимулирует процесс регенерации. В то же время при 
заданной дозе тромбоцитов стабилизация наносере-
бром не  повышала репаративную эффективность ра-
невого покрытия.

Содержание репаративных факторов 
в бедной и богатой тромбоцитами 
плазме

Максим Сергеевич Макаров, Майя 
Викторовна Сторожева, Наталья 
Валерьевна Боровкова, Иван Николаевич 
Пономарев, Юлий Вадимович Андреев

ГБУЗ НИИ скорой помощи им. Н.В. Склифосовского 
ДЗ г. Москвы, Москва, Россия

mcsimmc@yandex.ru

Цель. Оценить уровень репаративных факторов 
в плазме, полученной в процессе заготовки тромбоцитов 
для местного применения.

Материалы и методы. В работе использовали консер-
вированную венозную кровь 8  доноров-добровольцев. 
Из каждого образца крови получали богатую тромбоци-
тами плазму (БоТП, Plt  — 1595,4±76,8×109/л, WBC  — 
1,7±0,64×109/л); плазму, бедную тромбоцитами (БедПл, 
Plt — 80,4±4,5×109/л, WBC — 0); БоТП с высоким содер-
жанием лейкоцитов (Plt — 1777,0±73,9×109/л, WBC — 
18,1±3,6×109/л). Лизаты клеток получали путем крио-
деструкции и исследовали с помощью мультиплексного 
анализа на платформе Luminex 200. Определяли концен-
трацию тромбоцитарного фактора роста (PDGF), факто-
ра роста фибробластов (FGF), эпидермального фактора 
роста (EGF), трансформирующего фактора роста (TGF-α), 
фактора некроза опухолей (TNF-α), интерлейкина 8 (IL8), 
фактора роста эндотелия сосудов (VEGF) в  пг/мл. Для 
статистической обработки вычисляли медиану (M), квар-
тили (25%;75%), коэффициент корреляции Спирмена (r). 
Для оценки различий использовали U-критерий Манна-
Уитни при р<0,05.

Результаты. В  лизате БоТП концентрация PDGF со-
ставила 1064 [912; 2465], FGF — 298 [156; 626], EGF — 
913 [811; 1029], TGF-α  — 2,0 [1,0; 2,9], VEGF  — 216 
[145; 357], TNF-α — 25 [20; 42], IL8 — 12,3 [7,1; 27,2] 
пг/мл. В  БедПл по  сравнению с  БоТП уровень PDGF 
и  EGF был снижен в  8–9  раз, уровень TNF-α  и  TGF-α  — 
в 1,5 раза (р<0,05). Напротив, содержание VEGF в БедПл 
было в 1,3 раза выше, чем БоТП (р<0,05). Содержание 
IL8  и  FGF в  БоТП и  БедПл достоверно не  различалось. 
В  образцах БоТП с  высоким содержанием лейкоцитов 
отмечено увеличение концентрации PDGF (в 2 раза) и IL8 
(в 5,6 раз) по сравнению с исходной БоТП, концентрации 
других факторов значимо не различались. В процессе ис-
следования лизатов выявлена сильная корреляционная 
зависимость между уровнем PDGF и EGF (r=0,73), VEGF 
и TNF-α (r=0,75), TGF-α и TNF-α (r=0,76). Можно предпо-
ложить, что эти факторы являются ко-локализованными, 
т. е. содержатся в одних и тех же гранулах тромбоцитов. 
Общая концентрация тромбоцитов в БоТП коррелирова-
ла только с уровнем EGF (r=0,62).

Выводы. Ростовые факторы могут быть получены как 
в составе БоТП, так и в составе БедПл. Присутствие лей-
коцитов достоверно повышает уровень PDGF и IL8 в лиза-
те БоТП. Существует взаимосвязь между концентрацией 
тромбоцитарных факторов в  тромбоцитах, независимо 
от общего содержания тромбоцитов в плазме. Полученные 
данные следует учитывать при выборе подхода к использо-
ванию тромбоцитов в регенеративной медицине.

Наночастицы серебра снижают 
секрецию ростовых факторов 
в адгезирующих тромбоцитах

Максим Сергеевич Макаров, Майя 
Викторовна Сторожева, Наталья 
Валерьевна Боровкова, Иван Николаевич 
Пономарев, Юлий Вадимович Андреев

ГБУЗ НИИ скорой помощи им. Н.В. Склифосовского 
ДЗ г. Москвы, Москва, Россия

mcsimmc@yandex.ru

Цель. Оценить сохранность ростовых факторов в ад-
гезирующих тромбоцитах в  присутствии наночастиц 
серебра.

Материалы и методы. В работе использовали бога-
тую тромбоцитами плазму (БоТП), выделенную из крови 
доноров-добровольцев. Образцы БоТП аликвотировали 
в 4 пластиковые пробирки по 500 мкл, в 3 из них добав-
ляли наносеребро в концентрации 1,25, 2,5 и 5 мкМ со-
ответственно для стабилизации тромбоцитарных гранул 
(опытные образцы), четвертую оставляли без наночастиц 
в  качестве контроля. Контрольные и  опытные образцы 
БоТП наносили на коллагеновые повязки и инкубирова-
ли в течение 30 мин. при 37°С для стимуляции массовой 
адгезии тромбоцитов. Затем из контрольных и опытных 
образцов отбирали жидкую фракцию и центрифугирова-
ли ее при 3000 g для удаления клеточных фрагментов. 
В  полученном надосадке определяли содержание фак-
тора роста эндотелия сосудов VEGF, эпидермального 
фактора роста EGF, трансформирующего фактора ро-
ста TGF-α, тромбоцитарного фактора роста PDGF в  пг/
мл с помощью мультиплексного анализа на платформе 
Luminex 200. Сохранность ростовых факторов в  кол-
лагеновых повязках оценивали по  степени снижения 
их  концентрации (в  %) в  опытных и  контрольных образ-
цах по сравнению с исходной БоТП. Для оценки различий 
использовали U-критерий Манна-Уитни. Различия значе-
ний считали достоверными при р<0,05.

Результаты. В  лизате исходной БоТП уровень VEGF 
составил в  среднем 1242, EGF  — 292, TGF-α  — 14, 
PDGF — 1263 пг/мл. После адгезии тромбоцитов на кол-
лагеновых повязках содержание данных факторов в на-
досадке контрольных образцов значимо не  отличалось 
от исходных значений (р>0,05). Таким образом, в отсут-
ствие наносеребра адгезирующие тромбоциты выделя-
ли в  плазму весь объем содержащихся в  них ростовых 
факторов. В  опытных образцах сохранность факторов 
в  тромбоцитах была неодинаковой при разных дозах 
наносеребра.По  сравнению с  исходными значениями 
в  надосадке БоТП концентрации EGF и  VEGF были сни-
жены при 1,25  мкМ наносеребра на  43% и  61%, при 
2,5  мкМ  — на  30  и  54%, соответственно (р<0,05). 
Наибольшее снижение концентраций PDGF и  TGF-α  от-
мечено при 2,5  мкМ наносеребра, составляя соответ-
ственно 40 и 74% (р<0,05).

Выводы. Наночастицы серебра позволяют сохранить 
ростовые факторы в  составе адгезирующих тромбоци-
тов. Для стабилизации EGF и VEGF наиболее эффективна 
концентрация наносеребра 1,25 мкМ, для стабилизации 
PDGF и  TGF-α  — 2,5  мкМ. Стабилизация тромбоцитов 
с помощью наносеребра может быть использована при 
создании тромбоцит-насыщенных трансплантатов.
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Отдаленные результаты лечения 
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В настоящее время происходит дальнейшее исследо-
вание технологий, связанных с регенеративной медици-
ной и поиск ниши их применения в лечении аутоиммун-
ных заболеваний, в  том числе миастении. Клиническое 
исследование проводилось в  рамках целевой террито-
риальной программы (1999–2012  гг.) по  использова-
нию методов трансплантации и  клеточных технологий. 
Применялся стандартный протокол ведения больных 
ЕВМТ (Швейцария, Базель).

Пациент Е.,1964 г. р. Клинический диагноз: Миастения. 
Генерализованная форма с  бульбарным синдромом 
в фазе субкомпенсации. Болен с 20 лет, когда стал отме-
чать опущение левого века, затруднение глотания ( буль-
барный синдром), общую слабость со  снижением силы 
мышц до 3,0–4,0 баллов. Позже эпизодически присоеди-
нялось затруднение дыхания, глазодвигательны наруше-
ния. В  1985  году произведена тимэктомия со  значитель-
ным регрессом клинических симптомов, затем находился 
на поддерживающей терапии антихолинэстеразными пре-
паратами. С 1999 года состояние вновь ухудшилось, нарос 
бульбарный синдром, появились миастенические кризы. 
Назначена иммуносупрессивная терапия, которая дала вре-
менный клинический эффект. В 2001 году после очередных 
кризов проведена ВИСТ АТ. В раннем посттрансплантаци-
онном периоде наблюдался регресс бульбарного синдрома, 
признаков периферического тетрапареза с  восстановле-
нием силы мышц до 4,0–5,0 баллов. Сохранялся незначи-
тельный птоз. Принимал небольшие дозы калимина. За не-
сколько месяцев полностью восстановилась сила мышц. 
В течении 10-летнего периода наблюдения нарастания не-
врологической симптоматики не отмечалось, эпизодически 
принимал небольшие дозы антихолинэстеразных препара-
тов. Таким образом, достигнутый стойкий клинический ре-
зультат после ВИСТ АТ сохранялся в течение всего периода 
наблюдения. Иммунологические вопросы ВИСТ АТ до кон-
ца не  изучены. Отмечается нивелирование аутоиммунных 
механизмов, что приводит к длительной ремиссии, иногда 
наблюдается феномен «постоянной ремиссии». Во многом 
это связано с эрадикацией аутореактивных Т-лимфоцитов, 
В-лимфоцитов,инициирующих выработку антител. В обнов-
ленной иммунной системе сохраняются достигнутые сано-
генетические механизмы. Тем не  менее, ВИСТ АТ  имеет 
ряд побочных эффектов, что ограничивает ее применение. 
Технология трансплантации гемопоэтических стволовых 
клеток при аутоиммунных заболеваниях нуждается в даль-
нейшем изучении для практического использования.

Перспекивы использования 
трансдифференцированных 
мультипотентных мезенхимальных 
стромальных клеток (ММСК), 
для коррекции печеночной 
недостаточности
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Прогрессирующая печеночная недостаточность яв-
ляется патологией, для терапии которой пересадка ор-
гана остается практически безальтернативным мето-
дом. Не смотря на очевидные успехи трансплантологии, 
эффективность пересадки печени остается невысокой. 
С учетом изложенного, целью данного исследования яви-
лось изучение возможности коррекции цирротическтх 
изменений в печени путем введения ММСК после транс-
фецирования их  эписомным вектором, содержащим 
фактор роста гепатоцитов (HGF).

На  экспериментальной модели хронического фи-
брозирующего повреждения печени (крысы-самцы 
породы Вистар (n=120), затравка CCl4, длительность 
эксперимента 90  суток) изучена эффективность кле-
точной и генно-клеточной терапии при коррекции хро-
нической печеночной недостаточности. Выполнено 
3  группы опытов: I  группа (n=30)  — контрольная (вве-
дение физиологического раствора); II  группа (n=30) — 
введение в печень суспензии донорских мультипотент-
ных мезенхимальных стромальных клеток в количестве 
8×106  клеток; III группа (n=30)  — введение в  печень 
трансфецированных путем трансфекции плазмидой, 
содержащей ген фактора роста гепатоцитов, донор-
ских мультипотентных мезенхимальных стромаль-
ных клеток в суммарной дозе 8×106 клеток; IV группа 
(n=30)  — введение животным плазмиды, содержащей 
в качестве полезного гена ген фактора роста гепатоци-
тов в дозе 0,03 мг по ДНК. Установлено, что клеточная 
терапия во  II  и  III группах способствовала достоверно 
ускоренной нормализации нарушенных функций пе-
чени: к 40-м  (II  группа) и 20 (III группа) суткам вместо 
90 суток в контроле (I группа). Гистологический анализ 
показал, что через 90  суток темп дефиброзирования 
ткани печени в III группе был существенно более выра-
жен, чем во  II группе. Полученный эффект можно объ-
яснить тем, что разработанные клеточно-инженерные 
конструкции обеспечивают адекватные условия для 
пролонгированной жизнедеятельности трансплантиро-
ванных клеток. Показатели IV группы животных практи-
чески не  отличались от  таковых, зарегистрированных 
в контрольной группе.
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Цель. Оценить эффективность использования ауто-
логичных мезенхимальных стромальных клеток костного 
мозга (ММСК) в лечении язв диабетической стопы.

Материалы. В  2015  году клеточную терапию полу-
чили 3  пациента с  сахарным диабетом 2-го  типа и  не-
заживающими более 3  мес нейропатическими язвами 
(стадии 2А, площадью 4,2, 42, 20,4  см2, соответствен-
но) с  динамикой эпителизации менее 30% за  14  дней. 
Стандартная терапия включала применение суспензии 
ММСК в  дозе 4×104  кл./см2 [1]. Затем 3  года спустя 
была проведена дерматоскопия (Heine DELTA 20) и уль-
тразвуковое исследование (DUB SkinScaner, 22MHz) для 
оценки долгосрочных результатов в  зонах заживления 
язв и контрольных зонах на контралатеральных стопах.

Результаты. Диабетические язвы эпителизировались 
на сроках 18, 154, 98 сут, соответственно. В течение трех 
лет у всех пациентов не было выявлено рецидивов в обла-
сти заживления первичной язвы. По данным дерматоско-
пии, у всех пациентов в зонах заживления выявлены руб-
цовые ткани с пигментированным пурпурным дерматозом. 
Результаты ультразвукового исследования зон заживле-
ния язвенных поражений показали изменения, соответ-
ствующие образованию гипертрофированных рубцовых 
тканей и  признакам их васкуляризации. Признаков кело-
идного характера рубцовых изменений выявлено не было.

Выводы. Результаты подтверждают эффективность 
локального применения малых доз аутологичных ММСК 
при лечении язв диабетической стопы и определяют не-
обходимость дальнейших сравнительных клинических 
исследований.

Литература:
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wound re-epithelialization: A  clinical case study. Cytotherapy 
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Использование стромально-
васкулярной фракции, 
полученной из аутологичной 
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Стрессовое недержание мочи встречается у 9–16% 
мужчин, перенесших радикальную простатэктомию. 
В  основе патогенеза лежит интраоперационное по-
вреждение сфинктера мочевого пузыря, а также окру-
жающих нервов и  поддерживающей соединительной 
ткани. Лечение недержания мочи может быть консер-
вативным, включая медикаментозную терапию, пове-
денческую терапию, физиотерапию, упражнения мышц 
тазового дна. Хирургические методы лечения, такие 
как инъекции объем-образующих веществ в  область 
сфинктера мочевого пузыря, являются более эффек-
тивными. Однако, последние не  обладают достаточно 
долгосрочным клиническим эффектом.

В  проведенных исследованиях продемонстрирова-
на эффективность стромально-васкулярной фракции 
(СВФ), как источника клеточного материала для регене-
ративной медицины, ввиду содержания различных попу-
ляций стволовых клеток. Также показана перспективная 
долгосрочная эффективность.

Нами предложена методика парауретрального 
введения СВФ в  область сфинктера мочевого пузы-
ря мужчинам с  симптомами стрессового недержания 
мочи 1–2  степени после радикальной простатэктомии. 
Исследование показало, что применение СВФ явля-
ется безопасным вариантом лечения стрессового не-
держания мочи. Эффективность метода оценивалась 
по  результатам Pad-теста, ISIQ-SF  и  QoL, и  составила 
50%. В  группе с  положительным эффектом значение 
Pad-теста уменьшилось в  среднем с  2–3  до  0–1, балл 
по опроснику ISIQ-SF с 7–11 до 1–4 и оценка по опрос-
нику QoL с  4–6  до  1–2. Дальнейшие исследования по-
зволят разработать новые терапевтические стратегии 
с определением оптимальной дозы, количества и локали-
зации инъекций, необходимых для повышения его долго-
срочной эффективности.
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Болезнь Хантингтона (БХ)  — это нейродегенератив-
ное заболевание, вызванное увеличением числа повто-
ров CAG в  первом экзоне гена HTT, который кодирует 
белок хантингтин. Вследствие такого нарушения мутант-
ный хантингтин содержит удлиненный полиглутамино-
вый тракт, из-за  чего белок приобретает неправильную 
конформацию, не выполняет свои функции и оказывает 
токсический эффект на срединные шипиковые нейроны 
(СШН) стриатума. Потеря СШН приводит к  двигатель-
ным дисфункциям, когнитивным расстройствам и, в ко-
нечном счете, смерти пациента.

Для изучения молекулярных аспектов развития БХ не-
обходимы модельные системы, которые наиболее точно 
воспроизводят фенотип заболевания. Такими моделями 
могут быть изогенные линии индуцированных плюрипо-
тентных стволовых клеток человека, которые обеспечи-
вают адекватный «отрицательный» контроль, поскольку 
имеют идентичный генетический фон и отличаются друг 
от друга только наличием или отсутствием мутации, вы-
зывающей конкретное заболевание. Изогенные клеточ-
ные модели являются также перспективной платформой 
для тестирования лекарственных препаратов.

В  данной работе получена клеточная система, мо-
делирующая болезнь Хантингтона, на  основе изоген-
ных линий ИПСК. Мутация была внесена с  помощью 
системы CRISPR/Cas9  и  гомологичной рекомбинации. 
Подтвержден плюрипотентный статус полученных кле-
точных линий с помощью ряда стандартных тестов. Было 
показано, что у ИПСК с мутацией в гене НТТ нарушена 
способность формирования нейральных розеток при 
спонтанной нейральной дифференцировке. По протоко-
лу, разработанному в лаборатории эпигенетики развития 
ИЦиГ СО  РАН, проведена направленная дифференци-
ровка полученных клеточных линий, изогенного контроля 
и положительного контроля — линия пациент-специфич-
ных ИПСК с  47/17  повторами CAG в  первом экзоне 
гена НТТ, в СШН стриатума. С помощью электронноми-
кроскопического анализа были выявлены ультраструк-
турные аномалии в  мутантных нейронах. Кроме того, 
было показано, что предшественники мутантных СШН 
имеют более низкий уровень N-кадгерина и повышенную 
чувствительность к  удалению ростового фактора BDNF 
по сравнению с изогенным здоровым контролем. Таким 
образом, данная клеточная модель воспроизводит 

патологический фенотип in  vitro и  может служить реле-
вантной системой для исследований БХ.

Работа поддержана грантом РНФ № 16-15-10128П.

NOTCH-зависимые механизмы 
остеогенной дифференцировки клеток
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Остеогенная дифференцировка  — многоступенча-
тый процесс, этапы которого протекают сходно при об-
разовании костной ткани в норме и при кальцификации 
сосудов и  клапанов сердца при патологии и  старении. 
Гены и соответствующие белки, которые накапливаются 
на продвинутых стадиях остеогенной дифференцировки, 
относятся к семействам WNT, BMP и RUNX. Факторы ак-
тивации генов и клеточных сигнальных путей на ранних 
этапах остеогенной дифференцировки как в  норме, так 
и  при патологической кальцификации остаются слабо 
изученными. Расшифровка ранних механизмов запуска 
остеогенной дифференцировки важна с  точки зрения 
возможности управления этой дифференцировкой — для 
индукции остеогенеза, когда необходимо образование 
костной ткани, либо для предотвращения при различных 
патологиях, связанных с кальцификацией тканей. Целью 
нашей работы является поиск ранних инициаторных ме-
ханизмов остеогенной дифференцировки клеток мезен-
химного происхождения, приводящих к  патологической 
кальцификации тканей сердца. В  работе использован 
спектр клеток мезенхимного происхождения: мезенхим-
ные клетки жировой ткани человека, мезенхимные клет-
ки сердца человека и  крысы, интерстициальные клетки 
аортального клапана, гладкомышечные клетки аорты. 
Исследована роль сигнального пути Notch в  активации 
остеогенных путей дифференцировки клеток и соответ-
ствующих генов. Сделаны выводы о  роли компонентов 
сигнального пути Notch в остеогенной дифференцировке.

Исследование поддержано грантом РФФИ 
19-29-04082.

Докозагексаеновая кислота 
модулирует микроглиальную/
макрофагальную активность при 
компрессионной травме спинного 
мозга крыс

Ольга Сергеевна Манжуло, Инесса Валерьевна 
Дюйзен, Игорь Викторович Манжуло

Национальный научный центр морской биологии 
им. А.В. Жирмунского ДВО РАН, Владивосток, Россия

olga.manzhulo@bk.ru

Травма спинного мозга (ТСМ) стоит на третьем месте 
в  мире по  числу инвалидизации населения в  наиболее 
трудоспособном возрасте, что определяет высокую со-
циальную значимость данной патологии. Медицинский 
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аспект актуальности данной проблемы определяется 
весьма ограниченным числом препаратов, способных 
оказывать лечебное воздействие в острый посттравма-
тический период и на этапах реабилитации.

В  нашем исследовании использовали модель ком-
прессионной травмы спинного мозга крыс. Двигательная 
активность животных после ТСМ оценивалась с  помо-
щью шкалы ВВВ. Для характеристики воспалительного 
процесса в области повреждения спинного мозга, прове-
дено картирование общего пула микроглии/макрофагов 
(iba-1), провоспалительного М1-типа (CD86) и  антивос-
палительного М2-типа (CD163) микроглии/макрофагов 
на 7 и 35 дней после операции.

Подкожное введение докозагексаеновой кислоты 
(ДГК, 45  мг/кг) приводит к  более успешному восста-
новлению двигательной активности крыс после ТСМ. 
На 7 день после операции между экспериментальными 
группами не наблюдалось различий в площади окраши-
вания CD86-позитивной микроглии/макрофагов, одна-
ко в более поздний период восстановительного процесса 
(35 день), ДГК значительно снижает активность провос-
палительной микроглии/макрофагов. В тоже время, ДГК 
приводит к  увеличению площади окрашивания CD163-
позитивной микроглии/макрофагов на 7 и 35 день по-
сле ТСМ, что свидетельствует об  усилении активности 
антивоспалительного М2-типа микроглии/макрофагов. 
Регуляция активности М1/М2-типа микроглии/макро-
фагов вероятно является решающим фактором в  про-
цессе восстановления нервных волокон и двигательной 
активности животных с ТСМ при введении ДГК.

Ранее в  экспериментах in  vitro показано, что ДГК 
ингибирует экспрессию маркеров M1-микроглии/ма-
крофагов (CD68, CD40), уменьшает выработку провос-
палительных цитокинов (IL-1β, TNF-α) и стимулирует экс-
прессию M2-микроглии/макрофагов (CD206). Точные 
механизмы регуляции активности микроглии/макро-
фагов в  динамике развития различных патофизиоло-
гических процессов на  сегодняшний день неизвестны. 
В целом, результаты проведенного исследования демон-
стрируют, что ДГК обладает комплексным действием 
на  течение посттравматического процесса в  централь-
ной нервной системе, что свидетельствует о ее высоком 
терапевтическом потенциале.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда, проект № 17-74-20006.

Внутриклеточное содержание калия 
и пролиферация мезенхимных 
стволовых клеток человека
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Павловна Домнина, Наталья Алексеевна 
Пуговкина, Алла Николаевна Шатрова, 
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Изменения трансмембранных ионных потоков и свя-
занные с  ними изменения внутриклеточного содержа-
ния катионов, мембранного потенциала и  содержания 
в клетках воды играют важную роль в реализации ини-
циируемой внешними сигналами геномной программы 
клетки и  формировании специфического клеточного 
ответа. Общепризнано, что моновалентные ионы (на-
трий, хлор, водород) вовлечены в  процессы регуляции 
клеточного цикла, являясь элементами системы вну-
триклеточной сигнализации. Калий  — доминирующий 

катион в  цитоплазме большинства животных клеток 
и в клеточном ответе на внешний сигнал не может вы-
полнять сигнальную функцию.

В  работе устанавливается связь между внутрикле-
точным содержанием калия и пролиферацией стволовых 
клеток в культуре. Выявлены изменения внутриклеточно-
го содержания калия, сопровождающие рост культур ме-
зенхимных стволовых клеток (МСК) человека: внутрикле-
точное содержание калия в расчете на клеточный белок 
(Кв/г) снижается с  1,1–1,0  до  0,7–0,6  ммоль/г  с  уве-
личением плотности культуры и  возрастом клеточной 
линии. Обнаружено, что в  МСК, культивируемых в  сфе-
роидах, Кв/г  снижено, но  отношение содержания калия 
к  содержанию натрия остается высоким, а  при перехо-
де от  культивирования клеток в  сфероидах к  монослою 
Кв/г  возрастает. Связанное с  плотностью, возрастом 
и условиями культивирования снижение Кв/г коррелиру-
ет со  снижением пролиферативной активности культур 
МСК и  задержкой клеток в  G1  фазе клеточного цикла. 
Анализ данных об изменениях Кв/г и внутриклеточного 
содержания воды при запуске или торможении клеточ-
ной пролиферации на  основании теории водно-осмоти-
ческого баланса клеток животных показал, что при вы-
ходе клеток из покоящегося состояния в клеточный цикл 
внутриклеточная концентрация калия остается неизмен-
ной, но  калий, являясь главным внутриклеточным про-
никающим катионом, участвует в  регуляции клеточного 
объема и содержания воды в клетке. Сделан вывод, что 
высокое внутриклеточное содержание калия в  расчете 
на клеточный белок как показатель высокой гидратации 
клетки является функциональным маркером пролифера-
ции и трансформации клеток.

Работа поддержана Программой научных исследова-
ний президиума РАН «Фундаментальные исследования 
для биомедицинских технологий».
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1 � ИТФ ФНИЦ «Кристаллография и фотоника» РАН, 
Москва, Россия;

2 � Институт биоорганической химии 
им. М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, 
Москва, Россия

amariyanac@mail.ru

Тканеинженерные конструкции (ТИК) используются 
в  регенеративной медицине для замещения участков 
тканей и органов, утраченных вследствие травм и иных 
причин. Необходимыми характеристиками искусствен-
ного полимерного матрикса, составляющего основу 
ТИК, являются биосовместимость и  биорезорбируе-
мость. Имплантированные в  организм матриксы, по-
степенно резорбируясь, в идеале, должны замещаться 
естественной тканью. Одним из  наиболее перспектив-
ных материалов для создания биосовместимых матрик-
сов является гиалуроновая кислота, представляющая 
собой активный компонент внеклеточного матрикса, 
входящий в  состав соединительной, эпителиальной 
и  нервной тканей, а  также играющий значительную 
роль в пролиферации клеток.
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В  настоящей работе исследована возможность 
формирования объемных матриксов заданной архи-
тектоники, на  основе модифицированной гиалуроно-
вой кислоты, способной к  фотоотверждению. На  экс-
периментальной установке методом экструзионной 
трехмерной (3D) печати изготовлены матриксы в  виде 
трехмерной сетки размером 3×3 мм2. Фотоотверждение 
полимерной композиции выполнялось путем ее экспони-
рования на длине волны 450 нм. С использованием куль-
тур иммортализованных фибробластов человека Bj-5ta 
исследованы матриксные свойства (цитотоксичность 
и  цитосовместимость) полученных структур. Оценка ро-
ста клеток на поверхности матриксов проводилась с по-
мощью световой микроскопии, пролиферативного теста 
WST-1 (на 7 и 14 день) и флуоресцентного окрашивания 
Кальцеином АМ (на 7 и 14 день).

Фибробласты прикреплялись к  поверхности матрик-
сов в течение 24 часов с их последующим ростом и про-
лиферацией в  течение двух недель. В  основном, клетки 
прикреплялись в областях пересечения волокон сетчатой 
структуры, где поверхность была наиболее шероховатой. 
Показано отсутствие цитотоксичности исследованных 
матриксов. Жизнеспособность прикрепившихся клеток 
подтверждена результатами конфокальной микроскопии.

Таким образом, показано, что изготовленные мето-
дом экструзионной (3D) печати матриксы на основе мо-
дифицированной гиалуроновой кислоты обеспечивают 
эффективную адгезию и пролиферацию клеток, и могут 
быть использованы в качестве основы различных ТИК.

Работа выполнена при поддержке Министерства 
науки и  высшего образования в  рамках выполне-
ния работ по  Государственному заданию ФНИЦ 
«Кристаллография и фотоника» РАН в части разработ-
ки установки трехмерной печати, РФФИ в рамках науч-
ного проекта № 18-29-01055  мк  в  части разработки 
полимерной композиции и № 19-33-90285 Аспиранты 
в части клеточных испытаний.

Реакция прогениторных клеток 
костного мозга грызунов на действие 
факторов космического полета 
и моделирования их эффектов
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Вячеславовна Андрианова, Елена Викторовна 
Сотнезова, Людмила Борисовна Буравкова

ГНЦ РФ — Институт медико-биологических проблем, 
Москва, Россия
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В настоящее время основной задачей биологических 
экспериментов в космических полетах (КП) и при назем-
ном моделировании является изучение фундаменталь-
ных механизмов адаптации к  воздействию комплекса 
факторов (главным образом, микрогравитации и радиа-
ционного облучения). Наиболее остро во время КП реаги-
руют опорно-двигательная и кроветворная системы.

Цель работы: сравнить влияние 30-суточного 
КП  и  наземного моделирования некоторых эффектов 
микрогравитации и γ-излучения на прогениторные клет-
ки костного мозга (КМ) грызунов.

Исследование проводили на мышах C57Bl/6N после 
полета на  биоспутнике «Бион-М1» и  антиортостатиче-
ского вывешивания, а также крысах Wistar после анти-
ортостатического вывешивания и γ-облучения.

Определяли количество, иммунофенотип, про-
лиферативную активность клеток КМ, число 

и  дифференцировочный потенциал гемопоэтических 
и стромальных колониеобразующих единиц (КОЕ).

КП не влиял на клеточность, пролиферативную и диф-
ференцировочную активность и  число КОЕ-ф  КМ  мы-
шей. Соотношение CD45+/CD90+ увеличивалось. Число 
гемопоэтических КОЕ не  менялось, а  БОЕ-Э  снижалось 
в 6 раз по сравнению с наземным контролем.

После вывешивания в КМ мышей снижалась клеточ-
ность, CD45+/CD90+ увеличивалось, клеточный прирост 
снизился в 2 раза. Уменьшалось число гемопоэтических 
КОЕ, за  счет БОЕ-Э. КОЕ-ф  уменьшилось в  1,5  раза. 
Угнеталась остеодифференцировка.

При моделировании эффектов КП у крыс не измени-
лись клеточность, пролиферативная активность и остео-
потенциал клеток КМ, число КОЕ-ф снижалось. Облучение 
привело к усилению адиподифференцировки, снижению 
числа гемопоэтических КОЕ. При вывешивании увеличи-
валось CD45+/CD90+. Количество БОЕ-Э после вывеши-
вания уменьшалось, облучения — увеличивалось.

Анализируя полученные результаты, можно сделать 
вывод, что факторы длительного КП не повлияли на кле-
точность, клоногенную и  пролиферативную активность, 
спонтанный дифференцировочный остео- и  адипопо-
тенциал стромальных предшественников КМ  мышей. 
При моделировании эффектов КП негативные эффекты 
в стромальных предшественниках КМ более выражены. 
Увеличение соотношения CD45+/CD90+ выявлено как 
после КП, так и после вывешивания. Факторы длительно-
го КП, как и моделирование микрогравитации оказыва-
ют негативное влияние на эритропоэз.

Работа выполнена при поддержке программы фун-
даментальных исследований ГНЦ РФ  ИМБП РАН 
№ 65.3 и гранта РФФИ 19-015-00206
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В свете современных представлений регенерация тка-
ней и органов хвостатых амфибий осуществляется под ко-
ординированным контролем, объединяющим генный, эпи-
генетический, локальный и системный уровни регуляции. 
Ведущую роль в  работе генных сетей, контролирующих 
процессы регенерации, играют гомеобокссодержащие 
гены. Уникальным примером полноценной регенерации 
после повреждения или удаления ткани служит сетчат-
ка хвостатых амфибий, в  отличие от  таковой у  высших 
позвоночных, регенерационные способности у  которых 
ограничены. В процессе регенерации сетчатки из клеток 
РПЭ у взрослых тритонов происходит реактивация цело-
го ряда гомеобокссодержащих генов, контролирующих 
дифференцировку специализированных типов клеток сет-
чатки в  эмбриогенезе. Использование технологий высо-
коэффективного секвенирования (NGS) способствовало 
появлению массива данных по  транскриптому нативной 
и регенерирующей сетчатки и геному хвостатых амфибий 
(Elewa et al., 2017; Nakamura et al., 2014; Abdullayev et al., 
2013). Для поиска полноразмерных транскриптов в базе 
данных транскриптома туловища тритонов P. waltl (Elewa 
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et al., 2017) и генома аксолотля (Nowoshilow et al., 2018) 
проведен биоинформационный анализ для ряда гомео-
бокссодержащих генов семейств Pax и  Pitx у  хвостатых 
амфибий. Данные свидетельствуют о видовых различиях 
структурно-функциональной организации этих групп генов 
и их изоформ, и о специфичности их экспрессии (видовой 
и тканевой). Становится очевидным, что при сходстве не-
которых звеньев клеточных и  молекулярных процессов, 
действие которых направлено на защиту клетки от стрес-
са, существуют также эволюционно закрепленные функ-
циональные различия стратегий клеточных процессов 
и морфогенеза у отдаленных видов позвоночных, которые 
основаны на генетических программах регуляции диффе-
ренцировки клеток сетчатки на уровне транскриптома, ге-
нома, эпигенома и метаболома. Все это определяет выбор 
стратегий регенерации: активация эндогенных стволовых 
и  (или) прогениторных клеток и  (или) репрограммирова-
ние дифференцированных клеток (пигментный эпителий 
сетчатки, глия Мюллера). Сравнительный биоинформа-
ционный анализ регуляторных факторов и сигнальных пу-
тей, через которые реализуются регенерационные ответы 
при повреждении и  патологии нейральных тканей глаза, 
позволяет оценить возможности восстановления ткани 
и выбрать оптимальные стратегии клеточной и/или ген-
ной терапии для активации регенерационного потенциала 
нейральной ткани глаза у высших позвоночных.

Работа выполнена в  рамках темы НИР № ИНГЗ 
0108-2019-0005.
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Несмотря на  повышение эффективности современ-
ной терапии ишемического инсульта головного мозга, 
выздоровление пациентов не происходит в достаточной 
мере. В  доклинических испытаниях новых способов ле-
чения инсульта применяются различные модели на  жи-
вотных. Очевидно, что для адекватной оценки влияния 
исследуемого метода терапии инсульта в эксперименте 
необходимо использовать модель ишемического инсуль-
та, позволяющую воспроизводить стандартный очаг ин-
фаркта головного мозга.

Целью данного исследования является сравнение двух 
способов моделирования ишемического инсульта у  крыс 
с  последующим анализом площади инфаркта головно-
го мозга и  оценки поведенческих тестов. Исследование 
проведено на  крысах-самках, разделённых на  две груп-
пы. На  первом этапе всем крысам слева продольным 

разрезом кожи от  угла глаза до  наружного отверстия 
слухового прохода открывали оперативный доступ к  ви-
сочной кости и высверливали трепанационное отверстие 
диаметром 4–5 мм. Под операционным микроскопом с по-
мощью термокоагулятора выполняли окклюзию средней 
мозговой артерии (СМА). На втором этапе операции подо-
пытным животным для снижения кровоснабжения в  вил-
лизиевом круге перевязывали правую (группа № 1, n=6) 
или левую (группа № 2, n=6) сонную артерию.

Через 3 недели после операции подопытных крыс вы-
водили из эксперимента, перфузировали раствором фор-
малина, головной мозг выделяли из черепной коробки. При 
макроскопическом исследовании у  крыс обеих экспери-
ментальных групп в теменной доле Par1 головного мозга 
выявлен очаг инсульта, соответствующий месту окклюзии 
СМА. Морфометрический анализ площади инфаркта пока-
зал, что у крыс первой группы (медиана = 0.74, IQR: 0.57–
0.98) значения были значительно меньше, чем у крыс вто-
рой группы (медиана = 5.42, IQR: 2.59–12.83) (W = 2, p = 
0.03175). Однако статистический анализ результатов по-
веденческих тестов «липкая лента», «ходьба по лестнице» 
и «открытое поле» не обнаружил значимых различий в сен-
сомоторной реакции у всех подопытных крыс.

На  основании полученных результатов можно сде-
лать вывод, что окклюзия СМА в сочетании с перевязкой 
сонной артерии на  противоположной стороне приводит 
к формированию мелкоочагового инфаркта мозга, мень-
шего по  площади, чем при перевязке сонной артерии 
на  ипсилатеральной стороне. Поведенческий анализ 
свидетельствует о несоответствии топографии очага ин-
сульта с областью мозга, отвечающей за выполнение ис-
пользуемых тестов.

Работа выполнена при поддержке гранта 
АН РТ № 09-0117-ч Г/2019.
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Мезенхимальные стромальные клетки (МСК) явля-
ются важными посредниками для восстановления тка-
ней, поскольку обладают мультипотентным потенциалом 
дифференцировки, а также секретируют широкий спектр 
биологически активных молекул. В  современных иссле-
дованиях для доставки клеток в  участки повреждения 
разрабатывются различные биоразлагаемые скаффол-
ды. Использование внеклеточного матрикса (ВКМ) — ос-
новного компонента ниши МСК, может иметь преимуще-
ство перед биоинженерными конструкциями, поскольку 
молекулы децеллюляризированного ВКМ (дцВКМ) со-
храняют биологические сигналы, обеспечивающие эф-
фективные репаративные функции клеток.

Существует несколько различных протоколов де-
целлюляризации. Однако ВКМ клеток различных типов 
отличается по  качественным и  количественным пара-
метрам, поэтому необходима оптимизация протоколов 
децеллюляризации ВКМ МСК из  жировой ткани чело-
века (жтМСК). В  настоящем исследовании при полу-
чении дцВКМ от  жтМСК сравнивали эффективность 
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гипотонического и  изотонического вариантов подхода 
с использованием Triton X-100 в комбинации с NH4OH, 
а также возможность использования дцВКМ после фор-
мирования сфероидов.

Полученные препараты оценивали качественно с по-
мощью иммуноцитохимии и  сканирующей электронной 
микроскопии. Иммуноцитохимически идентифицирова-
ли белки внеклеточного матрикса жтМСК и выявили уль-
траструктуру ВКМ в  пространстве между жтМСК в  мо-
нослое. После децеллюляризации с  использованием 
изотонического раствора Triton X-100/NH4OH дцВКМ 
сохранял структуру, близкую к нативной. При использова-
нии водного раствора Triton X-100/NH4OH не удалось 
получить однородного слоя дцВКМ, на  сканирующей 
электронной микроскопии были выявлены единичные 
волокна ВКМ. При собирании клеточных сфероидов под 
действием RGD-пептидов (цикло-RGDfK (TPP)), на  под-
ложке были обнаружены фрагменты матрикса и клеток, 
что не позволило считать этот метод эффективным для 
получения дцВКМ жтМСК.

Таким образом на  препаратах, полученных после 
децеллюляризации жтМСК изотоническим раствором 
Triton X-100/NH4OH, сохраняется однородный слой 
с  густой сетью дцВКМ. Полученные данные могут быть 
полезными для нужд регенеративной медицины, с точки 
зрения использования дцВКМ в качестве материала для 
скаффолдов, а также для изучения взаимодействия МСК 
с ВКМ, как компонентом их микроокружения.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке Программы Президиума РАН № 19.
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Болезнь Паркинсона (БП) является одним из  самых 
распространенных нейродегенеративных заболеваний. 
Молекулярно-генетические механизмы БП  на  данный 
момент изучены недостаточно. Одним из перспективных 
способов решения данной проблемы является создание 

клеточных моделей, которые позволят изучать конкрет-
ные механизмы патогенеза данной болезни in  vitro, и, 
следовательно, позволят глубже понять причины и выяс-
нить роль различных молекул в развитии патологических 
процессов. Одними из  патологических проявлений бо-
лезни Паркинсона на клеточном уровне являются повы-
шенная продукция и чувствительность к активным фор-
мам кислорода, а  также формирование цитотоксичных 
(олигомерных) форм белка α-синуклеин.

В рамках данной работы были получены и охаракте-
ризованы линии индуцированных плюрипотентных ство-
ловых клеток (ИПСК) пациента (женщина 55 лет, с ран-
ним дебютом БП  — в  38  лет), имеющего полиморфизм 
c.C1256T в гене LRRK2. На основе данных линий, с при-
менением CRISPR/Cas9-опосредованной гомологичной 
рекомбинации в локусе AAVS1, были созданы трансген-
ные клоны, несущие доксициклин-управляемый транс-
ген биосенсора окислительно-восстановительного по-
тенциала глутатиона — Cyto-Grx1-roGFP2. Используя эту 
же схему были получены клоны ИПСК содержащие док-
сициклин-управляемый трансген α-синуклеина (SNCA), 
имеющий на  С-конце эпитопы 3×FLAG и  2×Strep-Tag II, 
предназначенные для тандемной аффинной очистки бел-
ковых комплексов. Показано, что ИПСК, несущие докси-
циклин-управляемый трансген Cyto-Grx1-roGFP2  могут 
быть направленно дифференцированы в  производные, 
которые экспрессируют маркёры характерные для дофа-
минергических нейронов (TH, LMX1A, FOXA2, NURR1) 
и  общий нейрональный фактор (β-III-тубулин). Кроме 
того, была подтверждена активность биосенсора Cyto-
Grx1-roGFP2  в  условиях окисления/восстановления 
внутриклеточной среды на  клетках, прошедших диффе-
ренцировку в  сторону дофаминергических нейронов. 
С  помощью количественной ПЦР в  реальном времени 
и Вестерн-блот анализа подтверждена управляемая экс-
прессия трансгена SNCA с эпитопами 3×FLAG и 2×Strep-
Tag II на С-конце белка. Показано, что наличие эпитопов 
не мешает формированию димерных форм α-синуклеина.

Таким образом, была создана клеточная платформа 
для качественного и количественного исследования окис-
лительно-восстановительного потенциала глутатиона 
и  изучения интерактома α-синуклеина в  релевантных ти-
пах клеток пациента, страдающего болезнью Паркинсона.

Работа поддержана грантом РФФИ 
№ 19-29-04011 мк.
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Недостаточная эффективность применяемых средств 
терапии злокачественных новообразований, сочетаю-
щаяся с повреждением интактных тканей, обуславливает 
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высокую актуальность проблемы разработки принципи-
ально новых подходов для борьбы с онкопатологией.

Настоящее исследование является попыткой оцен-
ки влияния гиперэкспрессии гена KLOTHO (KL) на  жиз-
неспособность культивируемых клеток эмбриональной 
рабдомиосаркомы человека in vitro.

Исследование проведено на линии клеток Rd. В клет-
ках, посредством невирусной генетической конструк-
ции (Addgene plasmid, 17713), моделировали гиперэк-
спрессию секретируемой формы KL. В качестве оценки 
жизнеспособности исследуемых клеточных культур ис-
пользовали МТТ-тест. Также определяли уровни фермен-
тативной активности митохондриальных оксидоредуктаз, 
лактатдегидрогеназ (ЛДГ) и  ферментов апоптоза, отно-
сящихся к семейству каспаз. С использованием радиоак-
тивно меченого предшественника тимина (3H-тимидин) 
исследована интенсивность синтеза ДНК.

Результаты МТТ-теста, проведенного на  3-суточ-
ном интервале наблюдения, продемонстрировали по-
степенное снижение жизнеспособности клеток линии 
Rd  под влиянием гиперэкспрессии KL. Максимальные 
различия опытной группы от контроля составили 42,2% 
(p < 0,001). В клетках рабдомиосаркомы под влиянием 
гиперэкспрессии гена KL определено снижение актив-
ности митохондриальных оксидоредуктаз на 5,8% отно-
сительно контроля (p < 0,05). Уровень активности ЛДГ 
в клетках опытной группы снизился на 9,4% (p < 0,05). 
Между тем, гиперэкспрессия гена KL  способствовала 
повышению активности ключевых ферментов, задей-
ствованных в реализации программируемой клеточной 
смерти: доля клеток с повышенной активностью каспаз 
возросла более чем на 52% (p < 0,001). Статистически 
значимое влияние гиперэкспрессии гена KL  также 
было определено для параметра интенсивности синте-
за ДНК, ингибирование которого составило 8,4% отно-
сительно контроля (p < 0,05).

Зарегистрированный феномен свидетельствует о вы-
раженном онкосупрессивном эффекте гена KL  в  отно-
шении клеток эмбриональной рабдомиосаркомы чело-
века. При этом изменение ферментативной активности 
опухолевых клеток, в  качестве гипотезы, может быть 
объяснено ингибированием процессов энергетическо-
го обмена под влиянием KL. Несмотря на  то, что роль 
гена KL в контексте канцерогенеза остается во многом 
не определенной, имеющиеся на сегодняшний день све-
дения демонстрируют высокий потенциал данного гена 
как супрессора опухолевого роста.

Новые структурно-функциональные 
маркеры в оценке эффективности 
различных дифференцировок 
стволовых клеток
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Индуцированные плюрипотентные стволовые клетки 
(ИПСК)  — перспективный инструмент клеточной тера-
пии. Актуальным направлением является применение 
пациент-специфических ИПСК в клеточной заместитель-
ной терапии, где возможна предварительная коррекция 
аутологичного материала пациентов, с  последующей 
трансплантацией. С  появлением новых технологий ин-
дукции направленной дифференцировки ИПСК актуаль-
ной задачей становится поиск чувствительных параме-
тров оценки эффективности дифференцировки. Такими 
параметрами могут выступать метаболизм и  вязкость 
цитоплазматической мембраны. В работе проведена на-
правленная дифференцировка ИПСК в  эпидермальном 
и  нейральном направлениях. Анализ метаболической 
активности проводили на  основе кофактора НАД(Ф)
Н  и  FLIM (fluorescence lifetime imaging microscopy). 
Данные о  вязкости цитоплазматической мембраны по-
лучали с использованием FLIM и молекулярного ротора. 
В процессе дифференцировки ИПСК в предшественники 
кератиноцитов (ПрК) и  дальнейшей дифференцировки 
в  кератиноциты наблюдали увеличение вкладов вре-
мен жизни флуоресценции связанной формы НАД(Ф)
Н  (ИПСК  — 17,7±1,04%, ПрК  — 20,6±1,07%, керати-
ноциты  — 24,7±1,04%) что, вероятно, связано со  сдви-
гом метаболических путей в  сторону окислительного 
фосфорилирования (ОКФОС). Нейральные стволовые 
клетки (НСК) характеризовались также более высокими 
значениями вкладов времен жизни флуоресценции свя-
занной формы НАД(Ф)Н, чем ИПСК, и  соответственно 
более окислительным статусом. Однако в  нейронах, ос-
новываясь на  данных о  времени жизни флуоресценции 
НАД(Ф)Н, мы обнаружили обратное переключение на бо-
лее гликолитичный метаболизм по  сравнению с  ИПСК 
(НСК  — 20,9±1,9%, нейроны  — 12,1±2,7%). Вязкость 
мембраны в  ИПСК составила 482,41±81,7  сПз. При 
эпидермальной дифференцировке наблюдали уменьше-
ние вязкости мембран (ПрК — 384,04±83,73 сПз и ке-
ратиноциты — 331,58±83,4 сПз). В НСК детектировали 
снижение вязкости до  340,9±94,09  сПз и  в  нейронах 
до  474,3±113,04  сПз. Таким образом, значимые из-
менения, проявляющиеся еще на  стадии предшествен-
ников, наблюдали по  обоим параметрам. Изменения 
вязкостных свойств мембраны и метаболической актив-
ности могут стать эффективными при оценке клеток, вы-
ходящих из плюрипотентного состояния. Оценка данных 
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параметров с  использованием высокотехнологичных 
подходов в дальнейшем может стать потенциальным па-
раметром оценки эффективности технологий направлен-
ной дифференцировки ИПСК.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского Научного Фонда (проект № 17-75-20178).
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Возможность применения рецеллюляризированных 
фибробластами дермальных матриксов при поврежде-
нии кожи делает их перспективными для широкого кли-
нического применения для заживления ран с нарушения-
ми кожной поверхности.

Цель исследования: оценка результатов импланта-
ции ацеллюлярных и рецеллюляризированных дермаль-
ных матриксов на модели кожной раны свиньи.

Материалы и  методы. Эксперимент проводился 
на  поросенке породы Ландрас с  массой тела 25,5  кг. 
На  спине животного при помощи дерматома была 
сформирована глубокая кожная рана  — 15×5  см. Для 
закрытия раневой поверхности были использованы де-
целлюляризированные детергент-энзиматическим ме-
тодом матриксы кожи свиньи с  применением Тритона 
Х100 и дезоксихолата натрия и матриксы, рецеллюля-
ризированые дермальными фибробластами свиньи. 
Фибробласты выделяли ферментативным методом 
и культивировали до 2 пассажа. Для морфологической 
оценки результатов имплантации проводили гистологи-
ческое исследование биоптатов биоматериалов на 2, 5, 
8, 16, 20 сутки эксперимента.

Результаты. После имплантации в  децеллюляри-
зированном матриксе и  окружающих тканях развилась 
воспалительная реакция с  преобладанием лимфома-
крофагального инфильтрата с  последующим образо-
ванием рубцовой ткани к  11  суткам. Исследование ре-
целлюляризированных фибробластами образцов 
матрикса показало, что на 2–5 сутки также развивалась 
воспалительная реакция, однако она происходила только 
в  окружающих тканях и  участках матрикса, граничащих 
с дном раны. При этом была отмечена периваскулярная 
пролиферация фибробластов с появлением дермально-
го слоя, толщиной до  200  мкм. На  8  сутки под матрик-
сом толщина новообразованного дермального слоя уве-
личилась до  1  мм. Обнаружено образование плоского 

неороговевающего эпителия толщиной до  5  слоев. 
Верхняя часть матрикса оставалась интактной, без при-
знаков воспаления. На  16  сутки толщина новообразо-
ванной дермы достигла 2  мм, в  ней выявлено большое 
количество новообразованных сосудов и  пролифериру-
ющих фибробластов. Число слоев эпидермиса достигло 
15, в том числе появился роговой слой. На 20 сутки про-
грессивно увеличилось количество новообразованных 
сосудов и очагов пролиферации фибробластов и керати-
ноцитов. Число слоев эпидермиса при этом достигло 25.

Заключение. Полученные результаты показали на-
личие репаративных изменений при закрытии раневой 
поверхности на  модели кожной раны свиньи рецел-
люляризированными фибробластами дермальными 
матриксами.

Работа выполнена в  рамках комплексной НИР (рег. 
№ АААА-А16-116042550089-5 от 25.04.2016).
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Применение дифференцированных производных ин-
дуцированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) 
в  клеточной терапии потенциально опасно из-за  риска 
формирования опухоли. Для элиминации клеток донора 
была предложена стратегия «суицидальной кассеты», со-
держащей «ген-самоубийцу» (suicide gene). В  клетки до-
нора вводится генетическая конструкция, содержащая 
тимидинкиназу (ТК) вируса герпеса, преобразующую 
ганцикловир в токсичный монофосфат. При действии ган-
цикловира клетки гибнут. Мы  поставили задачу изучить 
влияние места встройки «суицидальной кассеты» на  вы-
живание ИПСК при обработке ганцикловиром in vitro.

Мы  ввели в  линию ИПСК iTAFdup22, имеющую 
dup3p26.3, затрагивающую ген CNTN6 (Gridina et al., 
2018), генетические конструкции, содержащие ТК под 
конститутивным промотором. Оказалось, что селекция 
ганцикловиром не всегда приводит к гибели всех кле-
ток. При обработке пяти миллионов клеток мы наблю-
дали следующие результаты: в клонах iTAFdup22-308, 
iTAFdup22-347 и  iTAFdup22-348  происходила ожи-
даемая гибель всех клеток. В  клонах iTAFdup22-e5, 
iTAFdup22-320 и iTAFdup22-425 образовалось от 40 
до  более сотни субклонов, причем выборочный ана-
лиз 55  субклонов выявил потерю ДНК трансгена 
только в одном.

Есть три возможных механизма элимина-
ции продукта гена ТК: 1) эпигенетическое замол-
кание (предполагается в  клонах iTAFdup22-e5, 
iTAFdup22-320  и  iTAFdup22-425); 2) микроделеция 
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участка хромосомы с ТК (показана для одного субкло-
на); 3) элиминация гомолога хромосомы с трансгеном 
с  последующей редупликацией интактного гомолога 
(не  выявлена). Можно предположить, что замолкание 
трансгена происходит при встройке в районы неактив-
ного хроматина. Мы установили место встройки транс-
гена в  клоне iTAFdup22-425  — это ген CNTN6, уча-
ствующий в нейрогенезе. Район гена CNTN6 в ИПСК 
богат маркерами неактивного хроматина, возможно, 
это увеличивает вероятность замолкания трансгена. 
Мы планируем установить места встройки трансгенов 
в  остальных клонах. Полученные в  настоящее время 
результаты позволяют предположить, что для эффек-
тивной работы «суицидальной кассеты» и дальнейше-
го применения в  клеточной терапии необходимо кор-
ректно выбирать место встройки.

Линии клеток депонированы в Ц КП «Коллекции плю-
рипотентных культур клеток человека и  млекопитающих 
общебиологического и  биомедицинского направления» 
ИЦиГ СО  РАН (http://www.biores.cytogen.ru/brc_cells/
collections/ICG_SB_RAS_CELL; http://ckp.icgen.ru/cells/).

Исследование выполнено при поддержке гранта 
Российского научного фонда № 16-15-10231-П.
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В  регуляции динамики воспаления, обеспечивающе-
го нормальное заживление поврежденных тканей, основ-
ную роль играют макрофаги, способные к  поляризации 
в  провоспалительный (М1) и  противовоспалительный 
(М2) фенотип, при участии клеточного сигналинга, энер-
гетического метаболизма и аутофагии.

Анализ поверхностной экспрессии антигена 
F4/80 в макрофагах мыши линии RAW2645.7 выявил 
ее повышение в популяции М1 по сравнению с М2 фено-
типом. Активация сиртуина-1 и рецепторов PPARgamma 
их  агонистами снижала экспрессию F4/80  в  М1  ма-
крофагах, но  не  оказывала влияния на  экспрессию 
CD206 в М2 макрофагах, в то время как ингибитор про-
воспалительной киназы IKK не оказывал существенного 
влияния на экспрессию F4/80 в М1 макрофагах, но зна-
чимо увеличивал экспрессию CD206 в М2 макрофагах.

Уровень аутофагии, оцениваемый по  увеличению 
флюоресценции зонда Cyto ID, был выше в  М1, чем 
в М2 или М0 макрофагах, существенно снижался в при-
сутствии ротенона, в меньшей степени — в присутствии 
активаторов сиртуина-1  и  PPAR-gamma, и  не  менялся 
в присутствии ингибиторов воспалительного сигналин-
га, и гликолиза.

Ингибитор аутофагии 3-метиладенин (3МА) усили-
вал экспрессию F4/80 только в М1 макрофагах, и экс-
прессию CD206 в М2 макрофагах, наряду с экспрессией 
трансформирующего фактора роста, аргиназы-1, индо-
лил-диоксигеназы и ФНО-α.

Сравнение линейных макрофагов мыщи с макрофа-
гами крови человека выявило ряд отличий, в частности 

макрофаги периферической крови характеризовались 
повышенной экспрессией антигена CD80/86 в М1 фе-
нотипе и  СD206  в  М2  популяции. При этом уровень 
аутофагии был существенно снижен в  М1  популяции 
в  сравнении с  неполяризованными (М0) и  М2  макро-
фагами. Воздействие 3МА, а  также ингибирование 
гликолиза или митохондриального дыхания существен-
но снижали уровень аутофагии в  М0  и  М2, не  влияя 
на процесс в М1 макрофагах.

Полученные данные свидетельствуют о возможности 
влияния клеточного сигналинга, энергетического мета-
болизма и аутофагии на экспрессию маркеров, характе-
ризующих поляризацию макрофагов в провоспалитель-
ном и противовоспалительном направлении.

Работа проведена при поддержке гранта РФФИ, 
№ 18-015-00398.
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В  настоящее время разработка противоопухолевых 
препаратов требует достоверных методов тестирования 
на  этапе доклинических испытаний, в  том числе созда-
ния переходного этапа между исследованиями в  моно-
слое и  в  организме. К  таким моделям для скрининга 
in vitro относят трёхмерные системы клеточных культур.

Цель данной работы — создание 3D клеточных сфе-
роидов на микросферах из поли-3-оксибутирата (ПОБ).

Для получения пористых микросфер с  диаметрами 
от 50 до 100 и более 100 мкм использовался метод «во-
дная фаза/масляная фаза/водная фаза» (W/O/W) 
с  последующим вымыванием порообразователя. В  ка-
честве порообразователя использовали водный раствор 
карбоната аммония из-за его способности к термическо-
му разложению до аммиака и углекислого газа.

Выбор клеточной линии — HEp-2, рак гортани челове-
ка  — был обусловлен тенденциями частоты случаев за-
болевания различными видами рака головы и шеи. Для 
получения стабильных сфероидов клетки в суспензии со-
вместно с пористыми микросферами из ПОБ переноси-
ли на лунки, покрытые 1% агарозным гелем. В условиях 
постоянного перемешивания, температуры 37°С  и  5% 
содержания СО2 клетки культивировали совместно с ми-
кросферами в течение 14 суток со сменой среды каждые 
2 дня. Динамика клеточного деления и роста в сферои-
дах отслеживалась посредством МТТ-анализа и  изме-
рением концентрации белка по Брэдфорду, морфология 
сфероидов и  распределение клеток оценивались ви-
зуально с  помощью сканирующей электронной (СЭМ) 
и конфокальной микроскопии.

Согласно полученным результатам, рост сфероидов 
достигал пика на  7-ые  сутки культивирования, после 
чего число живых клеток падало как в  контроле (сфе-
роиды из  клеток), так и  в  опыте (сфероиды из  клеток 
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с  микросферами). При этом при культивировании с  ми-
кросферами диаметром 50–100 мкм наблюдалась более 
активная пролиферация клеток, чем в контроле и в сфе-
роидах с  микросферами более 100  мкм. Исследование 
при помощи СЭМ также показало лучшее прикрепление 
и агрегацию клеток с микросферами меньшего диаметра.

Подобный подход к  созданию 3D клеточных моде-
лей из опухолевых клеток с использованием ПОБ явля-
ется перспективным для получения систем для тести-
рования противоопухолевых препаратов. Более полное 
понимание механизмов будет достигнуто посредством 
анализа экспрессии различных транскрипционных 
факторов и в ходе масштабирования процесса до куль-
тивирования в большем объёме с постоянной циркуля-
цией питательной среды.

Работа получила финансовую поддержку РФФИ 
мк № 18-29-09099.

Применение лазерных технологий 
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и биопечати
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В  настоящее время лазерная техника широко при-
меняется в  различных областях медицины, таких как 
пластическая хирургия, онкология, офтальмология и дру-
гих для лечебного воздействия на биоткани. Различные 
лазерные технологии используются для формирования 
искусственных каркасов  — скаффолдов из  биосовме-
стимых и  биорезорбируемых материалов, а  также пе-
чати живыми микрообъектами, такими как отдельные 
клетки и микроорганизмы, а также клеточные сфероиды. 
Комбинация таких технологий позволяет создавать слож-
ные тканеинженерные конструкции, способные посте-
пенно замещаться нормальными тканями в организме.

В докладе будут представлены результаты ведущихся 
исследований, направленных на  формирование скаф-
фолдов методами одно- и двухфотонной фотополимери-
зации растворов фотоотверждаемых композиций, а так-
же с  помощью поверхностно-селективного лазерного 
спекания из оригинальных биосовместимых и биорезор-
бируемых материалов. Ведется разработка трехмерных 
скаффолдов, пригодных для лечения повреждений кост-
ной, хрящевой и нервной ткани.

Разработаны программно-аппаратные комплексы 
для реализации печати по технологии прямого лазероин-
дуцированного переноса живыми клетками и клеточны-
ми сфероидами для биофункционализации изготовлен-
ных скаффолдов.

Разработана технология ЛИМС (Лазерная Инженерия 
Микробных Систем) и программно-аппаратные комплек-
сы для выделения и пространственного переноса отдель-
ных бактерий, клеток и их агрегатов с помощью импуль-
сов давления, создаваемых наносекундным лазерным 
излучением. Предложенный подход позволил реализо-
вать высокоэффективную трехмерную печать живыми 
микробиологическими объектами, а  также выделять 
микроорганизмы, трудно культивируемые или некульти-
вируемые стандартными способами.

Сочетание предлагаемых лазерных методов и техно-
логий является перспективным для решения ряда важ-
ных задач в  области медицины, тканевой инженерии 
и микробиологии.

Работа ведется при поддержке Министерства нау-
ки и  высшего образования в  рамках выполнения работ 
по Государственному заданию ФНИЦ «Кристаллография 
и фотоника» РАН; Российского фонда фундаментальных 
исследований (проект № 18-32-20184); Российского 
научного фонда (проект № 19-75-00108); Стипендии 
Президента Российской Федерации № СП-2728.2019.4.
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Разработка остеопластических материалов на  ос-
нове наноразмерного синтетического гидроксиапатита 
(нГАп) является одной из актуальных задач реконструк-
тивной хирургии костной ткани. Большой интерес к нГА-
пу связан с его схожестью с ГАпом костной ткани и по-
казанными в ряде работ остеоиндуктивным свойствами 
(ОС). Однако также известно, что частицы нГАп обладают 
дозозависимым цитотоксическим эффектом, что может 
приводить к  развитию неконтролируемого воспаления 
на материал вплоть его до отторжения. Подобные проти-
воречия говорят о  недостаточности знаний о  факторах, 
определяющих успешную интеграцию нГАп в организме 
и необходимости их изучения.

В проведенных исследованиях был выявлен ряд фак-
торов, ограничивающих биоинтеграцию нГАп в организ-
ме, такие как слабые адгезионные свойства и  агломе-
рация нГАп в организме, а также, на основе полученных 
данных, предложен способ повышения остеоиндуктив-
ных свойств деминерализованного костного матрикса 
(ДКМ) при помощи нГАп.

В  исследованиях in  vitro на  культуре стромальных 
клеток пульпы зубы человека было показано, что нГАп 
не  способен обеспечивать адгезию клеток к  своей по-
верхности, что приводит к  их  аноикису. Исследования 
in vivo в модели гетеротопической имплантации показа-
ло, что нГАп образует слаборезорбирующийся агломе-
рат, блокирующий миграцию клеток в материал, а также 
процессы неоколлагенеза на  нем, включая инкапсуля-
цию материала. Добавление к нГАП костной крошки, по-
лученной из Д КМ, в  качестве остеокондуктора способ-
ствовало заселению материала клетками, резорбции 
нГАп и построению неоколлагенового матрикса.

На  основании полученных данных был предложен 
способ увеличения ОС ДКМ путем его реминерализации 
нГАпом. Реминерализованный ДКМ (рДКМ) получали пу-
тем инкубации ДКМ в суспензии нГАп.

Исследование рДКМ in  vitro показали слабые адге-
зионные свойства рДКМ, по  сравнению с Д КМ, однако 
при гетеротопической имплантации модифицированного 
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рДКМ наблюдалась минерализация трабекул рДКМ 
и  формирование неоколлагеновых трабекулоподобных 
структур, что не наблюдалось в ДКМ. Все это свидетель-
ствует об увеличении ОС ДКМ.

Представленные результаты указывают на  необхо-
димость сочетания нГАп с  остеокондуктором с  целью 
предотвращения его агломерации и  повышения ОС. 
Также полученные данные показывают перспектив-
ность подхода повышения ОС ДКМ путем его реминера-
лизации нГАпом.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Совета по  грантам Президента РФ  (СП-1275.2019.4) 
и Фонда содействия инновациям, с использованием при-
борной базы ЦКП ИТЭБ РАН.
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стромальных клеток 
в неблагоприятных условиях 
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Уникальные свойства мезенхимальных стромальных 
клеток костного мозга (МСК) позволяют рассматривать 
их в качестве терапевтического агента многих заболева-
ний. Клинические исследования подтвердили безопас-
ность клеточной терапии МСК, однако данные по их эф-
фективности противоречивы. Снижение эффективности 
связывают с  низкой выживаемостью трансплантиро-
ванных клеток. Клеточная терапия на  фоне СД  2  типа 
осложнена токсическими метаболитами и  высоким 
уровнем активных форм кислорода (АФК). В  нашей ра-
боте мы  проанализировали влияние сывороток крови 
80 пациентов СД 2 типа на функциональную активность 
МСК. Было показано, что 35,6% сывороток снижали вы-
живаемость клеток более чем на  40%, в  то  время как 
контрольные сыворотки повышали выживаемость кле-
ток до 115±20%. В условиях моделируемого окислитель-
ного стресса у 41% сывороток отсутствовали защитные 
антиоксидантные свойства. Известно, что липопротеины 
высокой плотности (ЛПВП) и  их  основной компонент  — 
белок АроА-1  обладают антиоксидантными свойства-
ми. Было показано функциональное нарушение ЛПВП 
и АроА-1 у пациентов с СД 2 типа.

Нами установлено, что АроА-1 проникает в МСК, по-
вышая выживаемость клеток в  условиях депривации 
сыворотки на 11%. Уровень включения Н3тимидина был 
на 35±3% выше в присутствии белка в течение 18 ча-
сов. АроА-1 повышает процент клеток в S-G2/M фазах 
клеточного цикла в  1,5  раза по  сравнению с  контро-
лем в бессывороточной среде. Депривация сыворотки 
и  кислорода вызывала накопление клеток до  80±2% 
в  фазах G0/G1  с  отсутствием апоптотической гибе-
ли. АроА-1  в  этих условиях не  влиял на  показатели 
пролиферации клеток, тем самым не  нарушая физио-
логический переход клеток в  фазы G0/G1  в  неблаго-
приятных условиях. В условиях моделируемого окисли-
тельного стресса (100–500 µМ Н2О2 (24ч)) происходит 

активация пролиферации МСК с  увеличением гибели 
клеток в  первые часы инкубации. Добавление АроА-
1  способствовало поддержанию нормального уров-
ня пролиферации, снижению апоптоза и  повышению 
общего количества клеток в  1,5  раза. Эффект АроА-
1 был дозозависимым. Так, для проявления защитного 
эффекта АроА-1 при добавлении 500 µМ Н2О2 требует-
ся в 4 раза больше белка (40 мкг/мл).

Таким образом, АроА-1, предохраняет клетки от пе-
рекисного окисления, поддерживает жизнеспособность 
клеток и пролиферативный потенциал в условиях сыво-
роточного голодания и  может быть использован в  ка-
честве компонента бессывороточных сред для целей 
культивирования и трансплантации на фоне метаболи-
ческих нарушений.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского Научного Фонда (грант № 18-75-10057).

Индукция репаративного морфогенеза 
и адаптационных резервов 
в ишемизированном миокарде при 
использовании мультипотентных 
мезенхимальных стволовых клеток 
костного мозга различного фенотипа 
в эксперименте

Вячеслав Юрьевич Михайличенко, 
Сергей Александрович Самарин

Медицинская академия им. С.И. Георгиевского, 
Симферополь, Россия
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Актуальность. Клеточная терапия на  основе МСК 
является одним из  наиболее перспективных и  инно-
вационных направлений развития медицины и  уже се-
годня позволяет получить качественно новые клиниче-
ские результаты в различных областях. Цель. провести 
оценку влияния трансплантации МСК клеток при си-
стемном их  введении на  удельное количество сосудов 
в ишемизированном участке миокарда и функциональ-
ные показатели сердца.Материалы и  методы. Крысы 
самки линии Wistar-Kayoto в  количестве 90  особей 
были разделены на 3 экспериментальные группы: груп-
па А  (контрольная)  — животные с  экспериментальным 
ИМ без какого-либо лечения (n=30); группа B — живот-
ные, которым на фоне ИМ выполняли трансплантацию 
МСК (n=30); группа C  — животные, которым на  фоне 
ИМ  выполняли трансплантацию коммитированных 
МСК (n=30). Моделирование ИМ мы выполняли на сам-
ках, а использовали культуру ММСК самцов (получение 
коммитированных клеток производилось на  3-и  сутки 
по  стандартной методике путем добавления в  культу-
ральную среду 5-азацитидина), чтобы в  дальнейшем 
по  Y-хромосоме верифицировать трансплантируемые 
клетки в  организме реципиента. Клеточную кардио-
миопластику осуществляли непосредственно после 
моделирования ИМ  путем внутривенного введения 
культуры клеток.Результаты. При сопоставлении дан-
ных массы левого желудочка (ЛЖ) не  было различий 
между группой контроля 0,62±0,05  г  и  и  группой (b) 
0,6±0,05 г (t=1,15, p=0,25). В остальных группах масса 
ЛЖ значительно меньше нормы. При изучении измене-
ний интегрального показателя LW/BW  мы  отметили, 
что между нормой 0,2±0,02 и (b) группой 0,2±0,02 нет 
различий (t=0,93, p=0,36). Однако существует различия 
группы контроля по сравнению с (c) группой 0,18±0,01 
(t=4,5, p=0,001); (a) группой 0,16±0,01 (t=8,67, 
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p=0,001). Следует отметить, что в группе с ИМ без лече-
ния фракция выброса снижалась до 46,8±0,8% (t=4,53: 
p>0,05). Практически по всем изученным показателям 
в  группе (b) были достигнуты существенным образом 
лучшие результаты в сравнении с нелеченными живот-
ными, причем уровень достоверности различий был как 
правило меньше 0,01. Особенно впечатляющие резуль-
таты получены при исследовании удельного количества 
сосудов на  100  тыс. мкм2 (10,21±1,26  без лечения 
в  сравнении с  68,2±4,64  у  крыс с  моделью острого 
ИМ  после введения ММСК). Выводы. Трансплантация 
ММСК костного мозга при ИМ  оказывает существен-
ное положительное влияние на  сократительную функ-
цию сердца, толерантность к  физическим нагрузкам 
и морфологическую картину миокарда.

Немиэлоаблативная трансплантация 
клеток костного мозга как способ 
клеточной терапии моногенных 
заболеваний

Вячеслав Михайлович Михайлов1, Анастасия 
Владимировна Соколова1, Елена Васильевна 
Каминская1, Надежда Степановна Скрипкина2, 
Наталья Александровна Тимонина3, Виолетта 
Васильевна Кравцова3, Игорь Ильич Кривой3

1 � Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург, Россия;
2 � Городская больница № 31, Санкт-Петербург, 

Россия;
3 � Кафедра Физиологии СПБ Государственного 

Университета, Санкт-Петербург, Россия

vmikhailov@incras.ru

Трансплантация миобластов мышам mdx была нача-
лом клеточной терапии (КТ) моногенного заболевания 
(МЗ) миодистрофии Дюшенна (МДД) (Partridge et  al., 
1989). За 30 лет в поперечно-полосатых мышечных во-
локнах (ППМВ) при помощи КТ не удалось восстановить 
синтез дистрофина (СД), сопоставимого по  продолжи-
тельности с  жизнью как больных МДД так и  экспери-
ментальных животных. Мы  прим.ли  внутривенную не-
миэлоаблативную трансплантацию (НМАТ) аллогенных 
клеток костного мозга (ККМ) мышей C57BL/6  мышам 
mdx (C57BL/10), облученных лучами Рентгена (РО) 
в  дозе 3  Гр, без использования в  течение опыта имму-
носупрессоров (Соколова и  др., 2010; Mikhailov et  al., 
2012). Через 6  месяцев (мес) после РО  степень химе-
ризма мышей mdx, выявленная при помощи трансплан-
тации GFP(+) ККМ C57BL/6, была 3,3±0,8%. СД оцени-
вали иммуноморфологически как долю дистрофин (+) 
ППМВ (ППМВ(Д+)) в  бедренной мышце и  диафрагме 
в течение года после РО. У химер-mdx после РО в дозе 
5 Гр и выше усиления СД не наблюдали (Михайлов и др,. 
2006). При РО  в  дозе 3  Гр  в  бедренной мышце химер-
mdx CД  возрастал от  1,1±0,4% до  28±7% Д(+)ППМВ 
через 6  мес после трансплантации ККМ и  понижался 
до  5±1% через 12  мес. Доля ППМВ без центральных 
ядер возрастала от 10±1% до 23±2% на 6 мес и умень-
шалась до 11±1% в конце года. При этом доля погиба-
ющих ППМВ к  концу года уменьшалась от  2,2±0,6% 
до 0,5±0,1%. В ППМВ диафрагм химер-mdx СД возрас-
тал от 0,3±0,3% до 12±0,4% через 6 мес. и уменьшался 
до 2,6±0,7% через 9 и до 1,5±0,3% ППМВ(Д+) на 12 мес 
после трансплантации ККМ. Структуру синапсов оцени-
вали после окраски срезов мышц tetramethylrhodamin-
α-bungarotoxin -ом. У химер-mdx доли синапсов «дикого» 
типа в  виде «ветвей» росли от  исходных 14% до  43%, 

49%, 48%, и 37% на 4, 8, 11 и 12 мес после РО и НМАТ 
ККМ. В  синапсах также полностью восстанавливались 
потенциал покоя и  гиперполяризация концевых пласти-
нок (Кравцова и  др., 2011). Результаты показывают, 
что трансплантированные аллогенные ККМ в  условиях 
НМАТ поддерживают СД  в  мышцах химер-mdx в  тече-
ние года. НМАТ ККМ успешно используется для лечения 
МЗ  серповидно-клеточной анемии взрослых пациентов 
(Vermylen, 2013). Обсуждается перспективость приме-
нения метода немиэлоаблативной трансплантации ККМ 
для лечения МДД и других моногенных заболеваний.

РНФ № 14-50-00068.

Регенераторный потенциал 
воспалительного ответа 
в перитуморальной области при раке 
желудка
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Олейникова, Павел Георгиевич Мальков, 
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Московский государственный университет 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия
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Введение. Неоваскуляризация (ангиогенез) являет-
ся неотъемлемой частью процесса регенерации, в  том 
числе в  слизистой оболочке желудка. Рост грануляци-
онной ткани и  образование новых микрососудов по-
средством ангиогенеза стимулируется FGF, VEGF, PDGF, 
ангиопоэтинами, IL-1  и  TNF-α. Часть из  этих факторов 
может продуцироваться клетками иммунной системы — 
Т-хелперами и макрофагами. Известно, что опухолевые 
клетки стимулируют ангиогенез в  прилежащих к  ним 
участках ткани; показано, что в  этом процессе важную 
роль играет микроокружение опухолей. В  связи с  этим 
актуальным является исследование регенераторного 
потенциала воспалительного ответа в перитуморальной 
области, клетки которого могут принимать участие в про-
цессах неоваскуляризации.

Материалы и методы. В исследование были включе-
ны 55  случаев операционного материала рака желудка 
с  сохраненной перитуморальной областью. Проведено 
иммуногистохимическое исследование с  антителами 
к CD4 и CD68. Число клеток с положительной реакцией 
подсчитывалось при увеличении ×200  в  перитумораль-
ной области с дальнейшим вычислением среднего числа 
клеток и медианы.

Результаты. Данные экспрессии маркеров были со-
поставлены с  клинико-морфологическими характери-
стиками рака желудка для сравнения регенераторного 
потенциала воспалительного ответа в  эпителии периту-
моральной области разных групп опухолей. Установлено, 
что инфильтрация T-хелперами (CD4+) перитуморальной 
области значительно более выражена (p<0,05) при опу-
холях N3a/N3b (7  и  более метастазов в  регионарные 
лимфоузлы; медиана=41,33  клеток), чем при опухолях 
N0 (метастазы в  регионарные лимфоузлы отсутству-
ют; медиана=26клеток). Инфильтрация макрофагами 
(CD68+) перитуморальной области значительно более 
выражена (p<0,05) при опухолях N2 (3–6  метастазов 
в регионарные лимфоузлы; медиана=92,33 клеток), чем 
при опухолях N0 (медиана=69,20 клеток).

Заключение. Впервые показано, что плотность ин-
фильтрации T-хелперами и  макрофагами перитумо-
ральной области более выражена при опухолях желудка 
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с  большим количеством метастазов в  регионарные 
лимфоузлы. Известно, что увеличение количества мета-
стазов ассоциировано с  большим количеством микро-
сосудов в  опухолевой ткани и  прилежащих к  ней участ-
ках. Таким образом, высокая плотность инфильтрации 
Т-хелперами и  макрофагами свидетельствует о  более 
активных процессах неоваскуляризации и  регенерации 
в перитуморальной области при раке желудка.

Выполнено в  рамках государственного задания 
Московского университета «Разработка, апробация 
и  внедрение методов диагностики, лечения и  реабили-
тации, в том числе с использованием технологий персо-
нализированной терапии в  области онкологии» Номер 
ЦИТИС: АААА-А17-117080110019-9.
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лимфоцитов у онкологических 
больных при проведении 
иммунотерапии

Николай Васильевич Михайловский, Елена 
Вячеславовна Абакушина, Ольга Николаевна 
Спиченкова, Михаил Александрович 
Сигов, Герман Анатольевич Давыдов

МРНЦ им. А.Ф. Цыба — филиал ФГБУ «НМИЦ 
радиологии» Минздрава России, Обнинск, Россия
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В  настоящее время иммунотерапия онкологических 
заболеваний приобретает все большее значение в лече-
нии больных со злокачественными новообразованиями. 
Актуальным остается изучение противоопухолевого дей-
ствия иммунотерапии, в том числе основанной на введе-
нии в  организм больного активированных цитотоксиче-
ских лимфоцитов, терапевтический потенциал которых 
усилен in vitro с помощью цитокинов. Однако распреде-
ление лимфоцитов после введения различными спосо-
бами, то есть их миграция in vivo остается не изученным 
аспектом. Для развития клеточных технологий и приме-
нения их  в  клинической практике необходимо получить 
детальную информацию о  выживаемости, простран-
ственном распределении и  точной локализации транс-
плантированных клеток в организме реципиента.

Целью работы являлась оценка миграции меченых 
активированных лимфоцитов комплексом 99mTc-ГМПАО 
при визуализации in vivo у онкологических больных.

Материалы и  методы. Исследование проводили 
с участием трёх пациентов с диагнозами: рак предста-
тельной и  молочной желез, меланома. Всем больным 
проводилась сопроводительная иммунотерапия акти-
вированными цитотоксическими лимфоцитами в  рам-
ках протокола клинических испытаний, одобренного 
этическим комитетом. Лимфоциты выделяли из  крови 
онкологических больных по  стандартному методу, под-
вергали активации в  полной питательной среде с  до-
бавлением ИЛ-2, ИЛ-15  и  ИФН-γ. Затем к  клеточной 
массе добавляли ГМПАО-изомер, меченый 99mTc, ин-
кубировали, проводили отмывку, определяли количе-
ство и  жизнеспособность лимфоцитов после мечения, 
которая во  всех случаях была выше 95%. Для оценки 
миграции лимфоцитов каждому пациенту проводили 
ОФЭКТ/КТ: сразу после внутрикожного введения кле-
ток, и 2–3 часа спустя.

Основные результаты. Было показано, что после 
внутрикожного введения меченые активированные 
лимфоциты помимо мест введения обнаруживают-
ся в  лимфатических узлах различной локализации. 

Накопления свободного РФП, введенного при тех же ус-
ловиях, в  лимфоузлах не  наблюдалось. Для всех трёх 
клинических случаев выявлена общая закономерность: 
меченые активированные лимфоциты мигрировали 
во вторичные лимфоидные органы — лимфоузлы, часть 
из которых расположена рядом с областью онкологиче-
ской патологии, что позволяет говорить об  активации 
специфичного противоопухолевого иммунного ответа 
и  состоятельности клеточной иммунотерапии злокаче-
ственных новообразований в целом.

Функциональная активность 
макрофагов in vitro у больных 
острым инфарктом миокарда

Марк Васильевич Михальченков1, Мария 
Сергеевна Ребенкова2, Александра Энхэевна 
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Патышева2, 4, Юлия Викторовна Роговская2, 
Вячеслав Валерьевич Рябов1–3
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Введение. В  настоящее время идёт активный поиск 
путей предотвращения неблагоприятного постинфаркт-
ного ремоделирования сердца. Одним из  перспектив-
ных способов является контроль секреции моноцита-
ми/макрофагами некоторых цитокинов. Известно, что 
TNF-α  в  низких концентрациях защищает миокард, 
но при высоких оказывает токсическое действие.

Цель. изучить возможность использования культуры 
макрофагов, полученной из моноцитов крови пациентов 
с инфарктом миокарда, для дальнейшего исследования 
генома и  эпигенома клеток. Оценить in  vitro динамику 
секреции макрофагами TNF-α под влиянием IL-4 и INF-γ.

Материалы и  методы. Для выделения моноцитов 
производился забор 30 мл крови у 3 здоровых доноров 
и  3  больных инфарктом миокарда на  3 (ранний срок) 
и 5 сутки заболевания (поздний срок). Мононуклеарную 
фракцию подвергали CD14+ сепарации по  протоко-
лу компании MytlenylBiotec (Германия). Чистоту фрак-
ции определяли путём проточной цитофлюорометрии. 
Количество жизнеспособных клеток определяли при по-
мощи йодистого пропидия.

Для культивации клеток были использованы бессы-
вороточная среда X-VIVO 10M (Cambrex) и среды содер-
жащие IL-4 и INF-γ. На 3 и 6 сутки отбирали супернатанты 
и  определяли концентрацию TNF-α  методом ИФА тест 
системами «Вектор Бест».

Результаты. У здоровых доноров среднее количество 
мононуклеаров в крови составило 17,8×106 клеток, мо-
ноцитов — 6,2×106 клеток. У пациентов с инфарктом мио-
карда (ИМ) эти показатели равны 18,5×106 и 5,8×106 со-
ответственно. Чистота выделенных моноцитов составила 
не менее 95%, число жизнеспособных клеток — 94%.

Результаты анализа определения концентра-
ций TNF-α  в  супернатантах показали, что IL-4  сни-
жает выработку TNF-α  в  каждой группе. Независимо 
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от  срока ИМ  снижение наступает на  3  сутки культива-
ции (на раннем сроке с 10,2 до 4,5 пг/мл и на позднем 
с 8,1 до 3,5 пг/мл). У здоровых доноров снижение отмеча-
ется только на 6 сутки (с 10,0 до 4,2 пг/мл). IFN-γ вызвал 
снижение секреции TNF-α у здоровых (с 10,0 до 6,2 пг/
мл) и больных на раннем сроке ИМ (с 11,1 до 6,2 пг/мл) 
только на 6 сутки культивации.

Заключение. В  ходе исследования освоена мето-
дика выделения моноцитов из  венозной крови при по-
мощи CD14+-позитивной магнитной сепарации с  высо-
ким уровнем чистоты и  жизнеспособности моноцитов. 
Выявлены различия в динамике секреции TNF-α под вли-
янием IL-4 и INF-γ у здоровых людей и у пациентов с ин-
фарктом миокарда в разные сроки заболевания.

Экспрессия генов цитокинов 
в фолликулах волос человека

Елена Владимировна Михальчик1, Ольга 
Владимировна Морозова1, Айнур Гашамовна 
Матвеева1, Олег Михайлович Панасенко1, Татьяна 
Валерьевна Цимбаленко2, Аида Гусейхановна 
Гаджигороева3, Дмитрий Владимирович Клинов1

1 � ФНКЦ физико-химической медицины ФМБА 
России, Москва, Россия;

2 � Трихологический центр Татьяны Цимбаленко, 
Москва, Россия;

3 � Институт Красивых Волос, Москва, Россия

lemik2007@yandex.ru

Рост волос контролируется системой сигналов между 
кератиноцитами, клетками дермального сосочка и ство-
ловыми клетками. Известно, что интерлейкины (ИЛ) 
6,10,23  могут координировать взаимодействие клеток 
волосяных фолликулов (ВФ).

Цель: исследование экспрессии генов интерферонов 
(ИФН) 3 основных типов (α, β, γ, λ) и ИЛ на уровне транс-
крипции и трансляции.

Методы: ВФ  в  фазе анагена из  зоны темени и  за-
тылка здоровых людей и  пациентов с  андрогенетиче-
ской алопецией (АГА), извлеченные вручную, лизирова-
ли в  растворе гуанидинизотиоцианата для выделения 
РНК или механически гомогенизировали в  буферном 
растворе для анализа белков. Суммарные нуклеиновые 
кислоты из  ВФ  выделяли с  использованием набора 
«Проба-НК» («ДНК-технология», Москва) и  проводили 
обратную транскрипцию с  ПЦР с  гибридизационно-
флуоресцентной детекцией в  реальном времени (ОТ-
ПЦР-РВ). Иммунофлуоресцентный анализ с  использо-
ванием магнитных микросфер (xMAP) осуществляли 
с применением наборов 17xplex (Bio-Rad, США) и обо-
рудования MagPix (Merk).

Результаты: по данным ОТ-ПЦР-РВ в лизатах ВФ де-
тектируется мРНК ИФН α, β, γ  (но  не  ИФН λ), а  также 
ИЛ 6, ИЛ10 и ИЛ23, что подтверждается результатами 
мультиплексного иммунофлуоресцентного анализа, по-
казавшего наличие ИЛ2, 4, 8, 10, 12, 13, ИФН γ, G-CSF, 
MCP-1, MIP-1β, но не ИЛ 1 β , ИЛ17А и TNFα. β Выявлена 
прямая корреляция экспрессии генов ИФН 1 типа (между 
мРНК ИФН α и ИФН β (r=0,98)). Общей тенденцией был 
сниженный на 10% уровень количества РНК цитокинов 
в ВФ из зоны затылка по сравнению с зоной темени, при 
этом достоверных различий между здоровыми людьми 
и пациентами не наблюдалось. По данным ИФА продук-
ция ИЛ10 в ВФ здоровых добровольцев (0,26±0,12 пкг/
ВФ) была выше, чем у  пациентов (0,08±0,03  пкг/ВФ), 
р<0,05. Выявлена отрицательная корреляция между 

количествами мРНК (r  = –0,44) и  белков ИЛ6  и  ИЛ10 
(r = –0,65), возможно, в результате подавления секреции 
ИЛ6  регуляторным ИЛ10. Заключение: в  фолликулах 
экстрагированных вручную волос человека в  фазе ана-
гена детектируется экспрессия генов цитокинов и их про-
дукция в норме и при АГА. В ВФ человека методами ОТ-
ПЦР-РВ, ИФА и xMAP показана экспрессия генов ИФН 
1  и  2  типа, а  также ряда ИЛ, среди которых регулятор-
ный ИЛ10, по-видимому, может ингибировать секрецию 
ИЛ6. При низких уровнях продукции количества цитоки-
нов не превышали содержания молекул мРНК.

Исследование поддержано грантом РНФ 
№ 17-75-30064.

Метод биомиметического осаждения 
из физиологических растворов 
на гранулы октакальциевого фосфата 
для внедрения биологических 
факторов

Полина Викторовна Михеева, Анастасия Юрьевна 
Тетерина, Игорь Валерьевич Смирнов, Александр 
Юрьевич Федотов, Владимир Сергеевич Комлев

Институт металлургии и материаловедения 
им. А.А. Байкова РАН, Москва, Россия

mikheevap7@gmail.com

Для заполнения широкого спектра костных дефектов 
разрабатывается множество различных материалов, ко-
торые должны иметь свойства, схожие с биогенными тка-
нями организма. Для регенерации поврежденного участ-
ка важна биологическая совместимость материала, его 
соединительная активность, скорость резорбции, остео-
индуктивные и остеокондуктивные свойства. Однако, при 
помещении в  биогенную среду, необходимы улучшения 
биологических свойств материалов, минимизация ри-
сков возможных осложнений и  возможность создания 
биоинженерных конструкций с  лечебными препарата-
ми. Метод биомиметического осаждения из физиологи-
ческих растворов подходит для этих целей по  ряду при-
чин: использование физиологической температуры для 
дальнейшего инкорпорирования биологических агентов, 
сохраняя их  биологическую активность; возможность 
контроля рН и ионного состава используемых буферных 
систем, моделирующих межклеточные жидкости орга-
низма, и управления характеристиками материала.

Для исследования был выбран материал на  основе 
октакальций фосфата (ОКФ)-прекурсора биологическо-
го гидроксиапатита, так как он  был получен низкотем-
пературным способом, характеризуется высокой скоро-
стью резорбции, близкой к образованию ткани de novo, 
повышенными остеоиндуктивными и  остеокондуктив-
ными свойствами. В  качестве буферных систем ис-
пользовались supersaturated calcification solution (SCS) 
и simulated body fluid (SBF). Данные растворы обладают 
физиологическим значением рН, температуры, ионным 
составом и концентрацией, моделирующими межклеточ-
ные жидкости организма.

Целью исследования было установление влияния со-
става и концентрации данных буферных систем на изме-
нение свойств, морфологии поверхностного слоя и  со-
става гранул ОКФ, в зависимости от времени выдержки 
от 1 до 44 суток, для дальнейшего внедрения биологиче-
ских факторов.

Гранулы ОКФ, размером от  1000  до  2000  мкм, по-
лучали методом химической трансформации. Растворы 
SCS и SBF готовили согласно литературе.
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По  результатам рентгенофазового анализа, инфра-
красной спектрометрии, химического анализа и микроско-
пии установлены закономерности изменения соотноше-
ния фазового состава и морфологии поверхностного слоя 
гранул ОКФ во  времени, а  также влияние концентрации 
ионов кальция и фосфора на переосаждение материала. 
Раствор SCS обладает необходимыми характеристиками 
для дальнейшего изучения процесса биомиметического 
осаждения факторов роста на гранулы ОКФ.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского фонда фундаментальных исследований 
(грант РФФИ 18-33-00955 мол_а).

Влияние витрификации 
на морфологию и жизнеспособность 
ооцитов млекопитающих

Анастасия Сергеевна Миценык, 
Елена Вячеславовна Абакушина

Инженерно-физический институт биомедицины, 
отделение биотехнологий, ИАТЭ НИЯУ МИФИ, 
Обнинск, Россия

micenyk-anastasi@mail.ru

Успех оплодотворения криоконсервированных ооци-
тов млекопитающих, в  частности человека, во  многом 
зависит как от используемых в средах криопротекторов, 
так и  от  выбранного способа заморозки. На  сегодняш-
ний день наиболее простым и  эффективным методом 
криоконсервации ооцитов признан метод витрифика-
ции. И так как результаты получения эмбрионов in vitro 
и  их  последующей трансплантации напрямую зависят 
от качества размороженных яйцеклеток (ЯК) — изучение 
влияния витрификации на морфологию и жизнеспособ-
ность ооцитов млекопитающих актуально как для живот-
новодства, так и для репродуктивной медицины.

В  качестве модели использовались ооциты коров: 
из-за  особенностей строения они наиболее близки 
по свойствам к человеческим. Это важно, особенно при 
переносе протокола витрификации с  животной моде-
ли на  ооциты человека. Витрификация осуществлялась 
путем последовательной инкубации ЯК, извлеченных 
из яичников 8 коров при помощи аспирации антральных 
и преовуляторных фолликулов, в средах с разной концен-
трацией DMSO и EG в несколько этапов с последующим 
замораживанием. После хранения в жидком азоте опыт-
ные образцы были разморожены в растворах сахарозы. 
Для оценки жизнеспособности ооцитов был проведен 
морфологический анализ и  флуоресцентная микроско-
пия (красители — CAM и Hoechst).

В  результате аспирации яичников было получе-
но 97  яйцеклеток коров разной степени зрелости 
от GV до MII. Для витрификации были отобраны ооциты, 
окруженные клетками кумулюса, хорошего качества. 
После длительного хранения (12  месяцев) было раз-
морожено 46  ооцитов. Анализ морфологии ЯК  после 
оттаивания с  последующим включением флуоресцент-
ного красителя CAM показал, что 38  из  46 (82.6%) 
ооцитов имели нормальную морфологию, а  остальные 
18,4% (8/46) имели дегенеративные структурные из-
менения. Ядра клеток кумулюса хорошо прокрасились 
Hoechst и  визуализировались под флуоресцентным 
микроскопом.

Выводы. Таким образом, метод витрификации и раз-
работанный в результате данного исследования протокол 
мгновенного замораживания могут быть успешно приме-
нены не только в сельском хозяйстве и животноводстве, 

но и в репродуктивной медицине: перенос данной техно-
логии витрификации с животной модели — с ооцитов ко-
ров — на замораживание ооцитов человека.

Эта работа была поддержана Фондом содействия 
развитию малых форм предприятий в  научно-техниче-
ской сфере (грант № 14269ГУ/2019).

Интерлейкин-4 регулирует поглощение 
глюкозы, активацию инсулиновой 
и STAT6-зависимой сигнализации 
в адипоцитах 3T3-L1
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Сергеевич Стафеев1, Ирина Борисовна 
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Москва, Россия;

2 � МГУ им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

svetlana_michurina@rambler.ru

Введение. Хроническое латентное воспаление в жи-
ровой ткани, возникающее при ожирении, является по-
тенциальной причиной возникновения системной ин-
сулиновой резистентности (ИР) и  развития сахарного 
диабета 2  типа (СД2Т). Исследования показали, что 
противовоспалительный цитокин интерлейкин 4 (ИЛ‑4) 
повышает чувствительность к инсулину в животных мо-
делях СД2Т, а  также регулирует накопление липидов 
за счет активации липолиза. В нашей работе мы исследу-
ем возможные механизмы действия ИЛ-4 на углеводный 
обмен в адипоцитах и его ​​влияние на чувствительность 
к инсулину в модели липид-индуцированный ИР.

Методы. Адипоциты 3T3-L1 обрабатывали рекомби-
нантным ИЛ-4 (50  нг/мл) или трансдуцировали геном 
ИЛ-4. Затем зрелые адипоциты подвергали воздей-
ствию 1  мМ  пальмитата для индукции ИР  и  анализи-
ровали их  чувствительность к  инсулину по  активации 
фосфорилирования IRS-1 (Y612), Akt (S473, T308), 
AS160 (S318) и по поглощению [3H]-2-дезоксиглюкозы 
([3H]-2DG). Активация STAT6  определялась путем ана-
лиза фосфорилирования STAT6 (Y641) и  ядерной 
транслокации, наблюдаемой при конфокальной микро-
скопии. Изменение экспрессии белков после обработки 
ИЛ-4 оценивали путем shotgun протеомного исследова-
ния с использованием системы ВЭЖХ-МС.

Результаты. Мы обнаружили увеличение базального 
и  инсулин-зависимого поглощения [3H]-2DG как после 
воздействия рекомбинантного ИЛ-4, так и после ленти-
вирусной трансдукции ИЛ-4. Кроме того, ИЛ-4  предот-
вращал снижение активации инсулиновой сигнализации 
в модели липид-индуцированной ИР.

При исследовании возможных механизмов действия 
ИЛ-4  мы  наблюдали активировацию фосфорилирова-
ния и  ядерную транслокацию STAT6  в  адипоцитах под 
действием цитокина. Протеомные данные показали, что 
ИЛ-4  регулирует метаболические процессы в  адипоци-
тах (45  генов), в  особенности, активирует митохондри-
альные белки (7 генов).

Выводы: ИЛ-4 улучшает чувствительность адипоци-
тов к инсулину в условиях гиперлипидемии. Мы предпо-
лагаем, что ИЛ-4  увеличивает базальную способность 
адипоцитов поглощать глюкозу через STAT6-зависимые 
механизмы и переключение метаболизма митохондрий.
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Образование и восстановление нервной ткани требу-
ет точного контроля межклеточных и  внутри клеточных 
дифференцировочных сигналов. Генерирование и пере-
дача таких сигналов обуславливаются как межклеточ-
ным взаимодействием и экспрессией растворимых фак-
торов роста, так и  свойствами внеклеточного матрикса 
(ВКМ). Механические свойства ВКМ, такие как жест-
кость, микроструктура и 2D/3D организация, оказывают 
значительное влияние на клеточную адгезию, пролифе-
рацию, экспрессию белка, дифференцировку и  другие 
функции клеток. Для исследования влияния изменения 
механических свойств субстрата на нейрональную диф-
ференцировку была использована модель 12  дневной 
дифференцировки клеток линии нейробластомы чело-
века SH-SY5Y в присутствии третионина и BDNF на тон-
ких пленках, изготовленных из фиброина (ФБ) и его ме-
такрилированного производного (ФБМА). Материалы 
на  основе ФБ  обладают доказанной биосовместимо-
стью, уникальными механическими характеристиками 
и  возможностью их  изменения. В  результате введения 
в  ФБ  метакриловых групп по  боковым аминогруппам 
лизина и  аргинина был получен фотоотверждаемый 
полимер, адаптированный для использования в  фото-
литографии и  получения микроструктурированных кон-
струкций. За  счет наличия двойных ковалентных и  фи-
зических типов сшивания жесткость ФБМА возрастала 
в 19 раз по сравнению с нативным ФБ, 480,1±8,9 кПа 
и 25,2±3,7 кПа, соответственно. Кроме того, ФБМА ха-
рактеризовался более низким зарядом и  контактным 
углом смачивания по сравнению с конструкциями из не-
модифицированного белка. При сравнении влияния пле-
нок и ФБ и ФБМА на адгезию, распластывание и проли-
ферацию клеток SH-SY5Y было показано, что изменение 
механических свойств субстратов мало влияло на адге-
зию и  пролиферацию клеток, при этом было отмечено 

уменьшение скорости распластывания клеток на ФБМА, 
что можно объяснить его более высокой гидрофобно-
стью, однако через 24  часа культивирования площадь 
клеток не  отличалась на  разных типах подложек. При 
культивировании клеток на ФБМА в дифференцировоч-
ных условиях было отмечено увеличение средней длины 
нейритов по  сравнению с  ФБ  и  «золотым стандартом» 
для культивирования нейрональнальных клеток — поли-
L-лизином, 234,50±24,70 µм, 207,50±35,11 µм и 165,
24 µм 14,91 µм, соответственно. Таким образом повы-
шение жесткости поверхности способствует увеличению 
роста нейритов, что является критически важным меха-
низмом функционального восстановления как централь-
ной, так и периферической нервной системы.

Работа выполнена при поддержке РФФИ. Проект 
№ 17-00-00359.

Совместное воздействие HGF и GDNF 
стимулирует рост нейритов, усиливая 
фосфорилирование ERK1/2
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Несмотря на  обширное разнообразие подходов, на-
правленных на  восстановление поврежденных перифе-
рических нервов, эффективность их  лечения остается 
низкой, что приводит в половине случаев к инвалидности 
пациентов, среди которых преимущественно люди моло-
дого трудоспособного возраста.

Регенерация периферического нерва  — совокуп-
ность сложных многокомпонентных и взаимосвязанных 
процессов, контролируемых широким спектром биоло-
гически активных молекул. Однако, в  случае тяжелого, 
обширного повреждения естественного регенератив-
ного потенциала недостаточно, и  для более полного 
восстановления необходимо дополнительное обеспе-
чение факторами роста. Поскольку число одновремен-
но используемых рекомбинантных факторов роста 
ограничено, успешный поиск наиболее эффективных 
их  комбинаций создаст новые возможности в  области 
нейрорегенерации.

Учитывая комплексность процессов восстановле-
ния нерва, перспективным представляется применение 
факторов роста, обладающих плейотропными эффек-
тами и воздействующих на множественные механизмы 
регенерации. Такими свойствами обладает фактор ро-
ста гепатоцитов (HGF), который сочетает ангиогенный, 
нейропротективный, антивоспалительный и  антифи-
брозный эффекты.

В  данной работе на  модели эксплантов спинальных 
ганглиев мыши была исследована возможность стимуля-
ции отрастания нейритов при воздействии HGF в комби-
нации с глиальным нейротрофическим фактором (GDNF), 
обладающим выраженными нейропротективными свой-
ствами. Анализ результатов показал, что добавление 
к  среде культивирования комбинации мышиных реком-
бинантных HGF и GDNF наиболее эффективно увеличи-
вает количество отрастающих нейритов по  сравнению 



МОСКВА, 20–23 НОЯБРЯ 2019 г. 159

Гены & Клетки  XIV, Приложение, 2019

с  контролем и  добавлением того же  количества реком-
бинантных факторов в  отдельности. Для выяснения ме-
ханизма усиления отрастания нейритов было проведено 
исследование влияния факторов на фосфорилирование 
рецептора HGF c-met и активацию ERK1/2 киназ в клет-
ках нейробластомы Neuro2A методом иммуноблоттинга. 
В результате, предполагаемым механизмом синергично-
го действия HGF и  GDNF является усиление активации 
митогенного сигнального каскада, опосредуемого про-
теинкиназами ERK1/2, в результате трансактивации ре-
цептора c-met в присутствии комбинации факторов.

Использование комбинации HGF и GDNF может лечь 
в основу разработки эффективных методов восстановле-
ния функции периферического нерва, нарушенной в ре-
зультате травматического и ишемического повреждения.

Работа поддержана грантом грант РФФИ 
№ 18-015-00430.

Разработка эластиновых барьерных 
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Использование барьерных мембран (БМ) для направ-
ленной регенерации тканей в  стоматологии и  челюст-
но-лицевой хирургии является доминирующим. Однако 
данный тип материалов до  сих пор неспособен обеспе-
чить все необходимые условия для полноценного восста-
новления дефектов, в связи с чем некоторые процедуры, 
такие как, например, аугментация десневого лоскута, 
до  сих пор трудноосуществимы. Одним из  возможных 
вариантов решения данной проблемы может стать раз-
работка биоактивных БМ  на  основе эластинового вне-
клеточного матрикса.

Целью данной работы стало исследование и сравне-
ние эффективности двух различных методов выделения 
эластина из ксеногенной аорты с целью их дальнейшей 
оптимизации для изготовления эластиновых БМ. Для 
этого были отобраны методы, которые позволяют выде-
лить эластиновый компонент внеклеточного матрикса, 
при условии максимального сохранения структуры эла-
стиновых фибрилл. На  основе полученных материалов 
были сформированы 2  экспериментальные группы: ма-
териалы, обработанные цианогенбромидом (Lu  Q. et  al, 
Biomaterials. 2004), далее группа ЦГБр; и  с  помощью 
автоклавирования — группа АВТ (Lillie M.A. et al, Connect 
Tissue Res. 1998). Для определения эффективности ото-
бранных методов было проведено in vitro исследование 
цитотоксичности, а  также измерение остаточного ДНК 
донора в полученных материалах.

Анализ эффективности удаления ДНК показал, что об-
работка автоклавированием приводит к удалению 69±11% 
ДНК донора. Однако среднее значение ДНК в данных ма-
териалах все еще превышало максимально допустимое 
значение в 50 нг/мг ткани. Обработка цианогенбромидом 

показала большую эффективность: количество ДНК до-
нора в  ткани после обработки составляло 10,6±2,2  нг/
мг ткани. Однако in vitro исследование цитотоксичности по-
казало, что материалы группы ЦГБр токсичны для клеток, 
так как процент погибших клеток на четвертые сутки инку-
бации составил 74±6% относительно контроля. В то время 
как в группе АВТ цитотоксический эффект не наблюдался: 
выживаемость клеток составила 87±4%.

Полученные результаты говорят о том, что обработка 
цианогенбромидом не подходит для получения эластино-
вых БМ, поскольку оказывает цитотоксический эффект 
на  клетки. Обработка актоклавированием является бо-
лее оптимальной, однако требует дополнительной моди-
фикации, поскольку недостаточно хорошо удаляет ДНК 
из донорской ткани.

Работа выполнена с  использованием приборной 
базы ЦКП ИТЭБ РАН при финансовой поддержке Фонда 
содействия инновациям.
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исследование орексинергической 
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Орексины (А  и  В) или гипокритины  — пептиды, кото-
рые образуются в нейронах перифорникальной области 
гипоталамуса в  результате ферментативного расще-
пления молекулы-предшественника  — препро-орексина 
(Sakurai, 1998; de  Lecea, et  al., 1998). Первоначально 
функциональное значение орексинов связывали с регу-
ляцией пищевого поведения и энергетического баланса, 
бодрствования и пробуждения. В настоящее время пока-
зано участие этих пептидов в контролировании и других 
функций мозга, а также широко обсуждается роль орек-
синов в  эмбриогенезе как факторов морфогенеза (Ito 
et al., 2008; Bjornstrom, et al., 2014; Bakos, et al., 2016).

Цель исследования: оценить иммунореактивность 
орексина в  гипоталамической области рядом с  зоной 
ишемического поражения, которая была определена 
с помощью МРТ, на третьи сутки после 45 мин. акклюзии 
сонной артерии у крыс линии Вистар (Shevtsov M.A. et al., 
2014; n=5) и после ишемии-репирфузии (n=4).

Использованы методы иммуногистохимии (мето-
дика с  использованием биотин-стрептавидин-диами-
нобензидина). На  фронтальных срезах мозга крысы, 
изготовленных с  помощью криостата, проведено имму-
ногистохимическое исследование с  помощью антител 
мыши против орексина-А  (R&Dsystems) и  вторичных 
антител козы против мыши, конъюгированных с  биоти-
ном (VectorLabs.). На  микрофотографиях, полученных 
с  помощью микроскопа Carl Zeiss, проведен количе-
ственный анализ иммунопозитивного орексина-А в ней-
ронах и  в  отростках. После фокальной ишемии рядом 
с  областью поражения выявлено увеличение уровня 
орексина-А в нейронах (в 2 раза, р<0,05), а также в от-
ростках, локализованных в  преоптической области 
со  стороны поражения, непосредственно вокруг пора-
женного участка коры больших полушарий, а также в об-
ласти гиппокампа по сравнению с ложнооперированны-
ми крысами. После ишемии-репирфузии также отмечено 
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увеличение оптической плотности орексина-А  в  телах 
нейронов, локализованных в  гипоталамусе, а  также 
и  в  их  отростках, локализованных в  различных отделах 
мозга по сравнению с ложнооперированными животны-
ми. Полученные результаты указывают на  возможное 
участие орексинов в процессах репарации, что, очевид-
но, является проявлением его морфогенетической функ-
ции, которая реализуется как в  раннем онтогенезе, так 
и при патологии.

Работа поддержана госзаданием ФАНО 
(№ АААА-А18-118012290427-7).

Применение концентрата 
ядросодержащих клеток пуповинной 
крови и оценка активации головного 
мозга с помощью fМРТ у больных 
простой формой шизофренией 
с явлениями астенического дефекта 
в состоянии ремиссии
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Астения у больных шизофренией значительно снижа-
ет адаптационные возможности больных, препятствует 
нормальному социальному и профессиональному функ-
ционированию, присутствуя как в период манифестации 
заболевания, так и  на  более поздних этапах течения, 
в ремиссии и резидуальных состояниях.

Исследование включало 15 мужчин, больных шизоф-
ренией с явлениями астении в состоянии ремиссии (про-
стая F20.6 или бедная симптомами F21.5 шизофрения 
по МКБ-10).

Клетки пуповинной крови (КПК) вводились в  дозе 
250  млн. Введение препаратов проводилось 4-кратно, 
с интервалами в 14 дней.

Целью исследования являлась оценка безопасности 
и  эффективности клеток пуповиной крови в  коррекции 
шизоастении и коморбидных негативных расстройств.

Исследовался криоконсервированный концентрат 
ядросодержащих клеток пуповинной крови человека.

Оценка эффективности и безопасности (методы):
1.  психопатологический; 2. психометрический: шка-

ла позитивных и  негативных симптомов шизофрении 
(PANSS), Шкала общего клинического впечатления (CGI), 
шкала астении MFI-20 ; 3. патопсихологический: когни-
тивная батарея (MCCB), шкала депрессии Бека; 4. кли-
ническая оценка нежелательных явлений (побочных эф-
фектов); 5.Функциональной визуализации (фМРТ).

На  данном этапе, проводимое исследование по-
зволило установить, что введение КПК оказывает по-
ложительное воздействие на  обусловленные психопа-
тологическим процессом расстройства астенического 
круга при шизофрении, включая как снижение уровня 
активности, так и явления психической астении в виде 
нарушения когнитивного функционирования и  тем са-
мым способствует коррекции явлений терапевтической 
резистентности. При этом положительный эффект из-
ученного метода аугментивной терапии не сопровожда-
ется нежелательными явлениями.

По результатам функциональной МРТ на фоне лече-
ния выявлена перестройка коры мозга с  достоверным 
изменением зон активации и  дезактивациии в  ответ 
на задание «выполнение счета от 100 по 7». Изменение 
активации некоторых из областей имело значимую кор-
реляцию с  динамикой клинической картины, по  шкале 
оценки PANSS и когнитивной батарее MCCB.

По-видимому, клетки пуповинной крови потенцииру-
ютмеханизмы действия традиционных и  атипичных ан-
типсихотиков, тем самым оказывая наблюдаемое нейро-
модулирующее действие в фармакологическом эффекте 
психотропных препаратов. В качестве научной гипотезы 
результаты проведенной терапии можно интерпретиро-
вать как следствие активации нейрогенеза у  взрослого 
человека, что является нехарактерным для типично на-
блюдаемого течения заболевания.

Влияние мезенхимных стволовых 
клеток из разных тканей мыши 
на рост опухолей

Елизавета Юрьевна Москалева1, Елена 
Соломоновна Жорова2, Юлия Павловна 
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Владимир Павлович Сапрыкин3
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Мезенхимные стволовые клетки (МСК) играют важ-
ную роль в  процессах регенерации. Их  использование 
перспективно при различных повреждениях, в том числе, 
вызванных лучевой терапией. Однако ранее было показа-
но, что контрольные и облученные МСК из жировой ткани 
(ЖТ), но не из костного мозга (КМ), могут стимулировать 
рост опухолей и  для определения условий безопасного 
использования этих клеток актуально изучение механиз-
мов влияния МСК, в том числе облученных, на рост опухо-
лей. Ускорение роста опухолей может определяться как 
стимулирующим действием секретома МСК, так и  воз-
можной пролиферацией МСК в составе опухоли. В связи 
с  этим целью работы явилось изучение уровня секре-
ции ряда цитокинов интактными и  облученными МСК 
из КМ и ЖТ мыши и влияния МСК на строение аденокар-
циномы молочной железы линии Са755 при совместном 
введении мышам МСК и опухолевых клеток.

МСК выделяли из КМ и ЖТ мышей линии C57BL/6, 
культивировали, характеризовали, облучали (60Со) и вво-
дили с  опухолевыми клетками Са755 (1:1) в  соответ-
ствии с общепринятыми протоколами, как описано ранее 
(Москалева и  др., 2019). Смесь клеток Са755  и  МСК 
вводили мышам подкожно по  1×106  клеток в  100  мкл 
культуральной среды без сыворотки. Анализировали ди-
намику роста, вес и клеточный состав опухолей. Уровень 
цитокинов IL6, HGF, VEGF и TGFβ в кондиционированной 
среде МСК определяли с помощью ИФА. Статистическую 
обработку проводили по методу Стьюдента.

Показано, что опухоли, возникшие у  мышей в  ре-
зультате введения клеток Са755, характеризовались 
вариабельностью строения. Очаги опухолевых клеток 
были окружены рыхлой соединительной тканью с  не-
большим количеством клеточных элементов. Клеточный 
состав опухолей, развившихся после введения клеток 
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Са755  и  смеси клеток Са755  и  контрольных и  облу-
ченных МСК КМ  и  МСК ЖТ  соответствовал аденокар-
циноме молочной железы. Наряду с  эпителиальными 
аденоматозными структурами во  всех опухолях также 
были представлены компоненты с  мезенхимной диф-
ференцировкой: хондроидной, остеоидной и  миоидной, 
но  очаги роста мезенхимных клеток отсутствовали. 
Появление меземхимных элементов в  опухолях только 
из  клеток Са755  по-видимому обусловлено миграцией 
МСК из КМ мыши. У МСК ЖТ обнаружен высокий уро-
вень секреции цитокинов VEGF, IL6, HGF, и TGFβ. Таким 
образом, стимуляция роста опухоли Са755 МСК опреде-
ляется действием секретируемых ими цитокинов, а раз-
растание введенных МСК в опухоли отсутствует.

Работа выполнена при поддержке НИЦ «Курчатовский 
институт» (приказ № 1363 от 25.06.2019 г.)

Оценка влияния островков 
Лангерганса и мезенхимальных 
стволовых клеток 
на субпопуляционный состав 
лимфоцитов в совместных культурах
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Введение. Введение островков Лангерганса (ОЛ) 
является терапевтическим вариантом при состояниях, 
связанных с  потерей функции β-клеток поджелудочной 
железы. Однако, подготовка эффективного транспланта-
та ОЛ ассоциирована с их повреждением на различных 
этапах выделения, а также в момент и после введения ре-
ципиенту. Одной из главных причин гибели ОЛ во время 
введения реципиенту является воспалительная реакция. 
Новым способом защиты ОЛ после введения реципиенту 
могут служить мезенхимальные стволовые клетки (МСК).

Основная часть. В  результате анализа данных, 
полученных методом проточной цитофлуориметрии, 
о  субпопуляционном составе лимфоцитов (одногрупп-
ных и иногруппных в системе АВ0) в совместных куль-
турах с ОЛ и МСК (n=18) установлено, что ОЛ проявля-
ют антигенные свойства, что выражается увеличением 
относительного количества Т-регуляторов в  совмест-
ных культурах ОЛ с иногруппными лимфоцитами (5,10 
[4,00; 7,90] %) по сравнению с таковым в монокульту-
ре лимфоцитов (3,10 [2,20; 6,90] %) (р=0,034 в тесте 
Манна-Уитни) и  цитотоксических терминально диф-
ференцированных Т-лимфоцитов (TEMRA) в  культуре 
ОЛ  с  иногруппными лимфоцитами (1,20 [0,60; 7,50] 
%) по сравнению с таковым в монокультуре иногрупп-
ных лимфоцитов (0,60 [0,50; 2,30] %) (p=0,07 в тесте 
Манна-Уитни). На  другие субпопуляции Т-лимфоцитов 
присутствие ОЛ влияния не оказывало.

Присутствие МСК в  совместных культурах с  одно-
группными и  иногруппными лимфоцитами способ-
ствовало увеличению относительного количества 
В-лимфоцитов (7,00 [4,90; 11,20] % и  5,80 [3,80; 
16,00] %) по сравнению с количеством в монокультурах 
лимфоцитов (5,20 [2,80; 8,40] % 4,30 [2,10; 12,00%) 
(р=0,008 и р=0,042 соответственно, тест Манна-Уитни), 
а  в  совместных культурах с  иногруппными лимфоци-
тами ещё и  увеличению относительного количества 

Т-регуляторов (6,00 [4,20; 9,00] %) по сравнению с та-
ковым в монокультуре лимфоцитов (3,10 [2,20; 6,90] %) 
(р=0,034, тест Манна-Уитни).

Заключение. Островки Лангерганса в  совместных 
культурах с иногруппными лимфоцитами способны акти-
вировать Т-клеточный иммунитет за счёт увеличения от-
носительного количества Т-регуляторов и TEMRA.

МСК in vitro способны корректировать выраженность 
иммунного ответа, вызванного донорскими ОЛ  неза-
висимо от  групповой принадлежности в  системе АВ0, 
за  счёт увеличения Т-регуляторов и  ингибирования ак-
тивации Т-эффекторных клеток, способствуя развитию 
трансплантационной толерантности.

Терапевтическая эффективность 
и биораспределение мезенхимальных 
стромальных клеток и нейральных 
прогениторных клеток, 
полученных из разных источников, 
после внутриартериальной 
трансплантации крысам с моделью 
экспериментального инфаркта мозга

Дарья Дмитриевна Наместникова1, Илья 
Леонидович Губский3, Вероника Александровна 
Ревкова6, Кирилл Константинович Сухинич4, 
Павел Александович Мельников7, Диана 
Ирековна Салихова5, Георгий Евгеньевич 
Леонов5, Эльвира Андреевна Черкашова3, 
Анна Николаевна Габашивили1, Вероника 
Вячеславовна Бурунова2, Игорь Викторович 
Вахрушев2, Татьяна Борисовна Бухарова5, 
Дмитрий Вадимович Гольштейн5, Леонид 
Васильевич Губский1, 3, Владими Павлович 
Баклаушев6, Константин Никитич Ярыгин2

1 � Российский национальный исследовательский 
медицинский университет им. Н.И. Пирогова, 
Москва, Россия;

2 � Институт биомедицинской химии 
им. В.Н. Ореховича РАН, Москва, Россия;

3 � Федеральный центр цереброваскулярной патологии 
и инсульта Минздрава России,Москва, Россия;

4 � Институт биологии развития им. Н.К Кольцова РАН, 
Москва, Россия;

5 � Медико-Генетический Научный Центр, Москва, 
Россия;

6 � Федеральный научно-клинический центр ФМБА 
Российской Федерации, Москва, Россия;

7 � Национальный медицинский исследовательский 
центр психиатрии и наркологии им. В.П. Сербского, 
Москва, Россия

dadnam89@gmail.com

Трансплантация различных типов стволовых кле-
ток (СК) показала терапевтическую эффективность 
как на моделях экспериментальной ишемии головного 
мозга у  животных, так и  у  пациентов с  ишемическим 
инсультом во  время клинических испытаний. В  нашей 
работе был проведен сравнительный анализ биора-
спределения и  эффективности мезенхимальных стро-
мальных клеток (МСК) и  нейральных прогениторных 
клеток (НПК), полученных из  разных источников, по-
сле внутриартериального введения крысам с моделью 
острой фокальной ишемии мозга.

Самцам крыс линии Вистар была произведена тран-
зиторная окклюзия средней мозговой артерии 90 мин., 
после чего через 24ч в  ипсилатеральную внутреннюю 
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сонную артерию при помощи инфузомата со скоростью 
100 мкл/мин с подержанием кровотока вокруг катетера 
вводили 1  мл  физиологического раствора или различ-
ные типы СК человека (5×105 в 1 мл): МСК, выделенные 
из  плаценты (пМСК) или дентальной пульпы молочных 
зубов (дМСК), нейральные прогениторные клетки, диф-
ференцированные из  индуцированных плюрипотент-
ных клеток (иНПК) или полученные методом прямого 
репрограммирования из  МСК костного мозга с  помо-
щью транскрипционных факторов MSI1, NGN2, MBD2 
(рНПК, drNPC). Для оценки терапевтического эффекта 
оценивался неврологический дефицит животных, выжи-
ваемость, выполнялись МРТ и  иммуногистохимическое 
исследование головного мозга в  динамике в  течение 
14 суток. Все манипуляции с лабораторными животными 
были одобрены локальным этическим комитетом и про-
водились в соответствии с международным регламентом.

Трансплантация всех изученных типов СК  уже 
на 7 сутки после введения вызывала статистически до-
стоверное более быстрое функциональное восстанов-
ления после инсульта экспериментальных животных 
по  сравнению с  контрольной группой. Однако транс-
плантация только иНПК и рНПК ускоряла уменьшения 
очага инфаркта мозга. После внутриартериального 
введения все типы трансплантированных СК  распре-
делялись в  полушарии введения преимущественно 
по периферии очага инфаркта, а также в области ство-
ла мозга. Клетки визуализировались внутри сосу-
дов в  плотном контакте с  внутренней частью их  стен-
ки. пМСК оставались в  веществе головного мозга 
до  3–4  дней, что дольше, чем у  других типов клеток. 
Наши результаты указывают на  различный характер 
хоуминга и  потенциальных механизмов терапевтиче-
ского действия разных типов стволовых клеток.

Работа выполнена при финансовой поддержке Ми-
нистерства образования и науки Российской Федерации 
(проект № 14.604.21.0184 RFMEFI60417X0184).
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Юлия Александровна Нащекина1, 3, Светлана 
Алексеевна Александрова1, Сергей Викторович 
Надеждин2, Любовь Анатольевна Покровская3, 
Наталья Аркадьевна Михайлова1

1 � Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург, Россия;
2 � Белгородский национальный исследовательский 

университет, Белгород, Россия;
3 � Национальный исследовательский Томский 

государственный университет, Томск, Россия

ulychka@mail.ru

Актуальность. Перспективным направлением со-
временной регенеративной медицины костной ткани яв-
ляется трансплантация тканеинженерных конструкций 
на  основе полимерных скаффолдов и  стволовых клеток. 
Однако большинство материалов по  структуре и  свой-
ствам уступают нативной костной ткани, а это существен-
но снижает регенеративный потенциал трансплантируе-
мых клеток. Создание биодеградируемых, скаффолдов, 
обладающих остеоиндуктивными свойствами, позволит 
клеткам in  vitro сформировать структуры, максимально 
идентичные нативной костной ткани. Перспективными ма-
териалами для формирования таких скаффолдов являются 

композиты на основе биодеградируемых сополимеров мо-
лочной и гликолиевой кислот (PLGA) вместе с гидроксиа-
патитом (ГА). Но  структура и  свойства гидроксиапатита 
отличаются от фосфатов кальция нативной костной ткани. 
Приближёнными по своим свойствам к нативной костной 
ткани являются кристаллы ГА, у которых содержание фазы 
β — трикальций фосфата (β — ТКФ) не менее 90%.

Цель: формирование композитных скаффолдов 
на  основе (PLGA), с  добавлением смеси ГА  и β  — ТКФ, 
и последующая оценка остеоиндуктивных свойств разра-
ботанных скаффолдах на мезенхимных стволовых клет-
ках человека (МСК).

Материалы и методы: PLGA синтезировали полимери-
зацией с раскрытием цикла, β-ТКФ/ГА получали методом 
гидротермального синтеза. Все составляющие были оха-
рактеризованы методами физико-химического анализа. 
Были сформированы композитные скаффолды с содержа-
нием неорганической фазы 50%. Способность к адгезии, 
пролиферации и остеогенной дифференцировке была про-
тестирована на линии нетрансформированных МСК.

Результаты: в  процессе выполнения работы были 
получены пористые скаффолды с  развитой структу-
рой и  равномерно распредёлёнными частицами β-ТКФ 
по  всему объёму скаффолда. Сформированные скаф-
фолды не  оказывали токсического влияния на  культи-
вируемые клетки в  течение 28  суток культивирования. 
Было продемонстрировано, что β-ТКФ не только способ-
ствует адгезии и пролиферации клеток, но и накоплению 
кальция, свидетельствующего о  дифференцировке кле-
ток в  остеогенном направлении после 14  суток культи-
вирования. Показано, что присутствие β-ТКФ усиливает 
остеогенный потенциал разрабатываемой конструкции.

Выводы: полученные тканеинженерные композиты 
могут быть в перспективе использованы для реконструк-
ции повреждённой костной ткани различной степени 
тяжести.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке Министерства науки и  высшего образования 
РФ, соглашение № 14.575.21.0164, идентификатор 
RFMEFI57517X0164.

Макрофаги, полученные 
из индуцированных плюрипотентных 
стромальных клеток, как модель 
для изучения тканевых резидентных 
макрофагов

Татьяна Анатольевна Ненашева1, 2, Яна 
Викторовна Сердюк1, 2, Татьяна Павловна 
Герасимова1, Александр Александрович 
Николаев2, Елена Викторовна Григорьева3, 
Ирина Владимировна Лядова1, 2

1 � ФГБУН Институт биологии развития 
им. Н.К. Кольцова РАН, Москва, Россия;

2 � ФГБНУ «Центральный научно-исследовательский 
институт тубеpкулеза», Москва, Россия;

3 � ФГБНУ «Федеральный исследовательский 
центр Институт цитологии и генетики СО РАН», 
Новосибирск, Россия

ivlyadova@mail.ru

Макрофаги (Мф) являются важным звеном клеточно-
го иммунитета, играют существенную роль в поддержа-
нии гомеостаза, развитии и регуляции иммунного ответа 
и  воспаления. Нарушения функции Мф  лежат в  основе 
патогенеза многих заболеваний, в  связи с  чем изуче-
ние механизмов их  функционирования, моделирование 
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их  взаимодействия с  патогеном и  разработка методов 
таргетной регуляции их активности представляют значи-
тельный интерес. Одним из  существенных ограничений 
для решения этих задач является отсутствие адекватных 
моделей генерации тканевых резидентных Мф человека.

Целью настоящей работы явилась отработка мето-
дов получения Мф из индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток (иПСК) человека, их  характеристика 
и использование для создания модели взаимодействия 
Мф:патоген.

Мф получали из иПСК путем генерации эмбриональ-
ных телец (ЭТ) и различных методов их дифференциров-
ки: (i) «прямой» дифференцировки ЭТ в моноцитоподоб-
ные клетки, основанной на  одновременном добавлении 
в  культуры цитокинов, стимулирующих образование 
гемопоэтических клеток и  моноцитов (IL-3, M-CSF); (ii) 
«поэтапной» дифференцировки ЭТ, основанной на  по-
следовательной смене набора ростовых факторов и ци-
токинов, стимулирующих генерацию гемопоэтических 
клеток и моноцитов (BMP-4, bFGF, IL-3, IL-6, M-CSF и др.). 
Дифференцировку моноцитоподобных клеток в Мф про-
водили, культивируя клетки в присутствии M-CSF.

Использование обоих методов обеспечивало по-
лучение крупных (более 20  мкм) высоковакуолизи-
рованных клеток, экспрессирующих фенотип Мф: 
CD45+CD14+CD11b+ (иМф). иМф отличались от моноци-
тов крови и Мф, полученных из моноцитов крови, по экс-
прессии HLA-DR, CD16, CD80, CD86  и  были сходными 
с Мф, выделенными из ткани легкого, по экспрессии CD16, 
CD206. иМф отвечали на  провоспалительные стимулы 
секрецией провоспалительных цитокинов, обладали фаго-
цитарной и антибактериальной активностью. Отработаны 
условия со-культивирования иМф с  внутриклеточными 
бактериями (Mycobacterium tuberculosis), позволяющие 
моделировать взаимодействия макрофаг:патоген.

Таким образом, отработаны методы генерации функ-
ционально активных Мф, созданы клеточная модель для 
изучения взаимодействия макрофаг:патоген, методиче-
ская основа для получения генетически модифицирован-
ных макрофагов.

Работа выполнена при поддержке Программы РАН 
«Фундаментальные исследования для биомедицинских 
технологий» (отработка метода «прямой» дифференци-
ровки иМф) и гранта РНФ № 19-75-20176 (метод «по-
этапной» дифференцировки, фенотипическая и функци-
ональная характеристика иМф).

Оценка иммунного ответа 
после внутривенного введения 
искусственных микровезикул

Ольга Андреевна Неустроева, Александр 
Маазович Аймалетдинов, Сирина Василевна 
Курбангалеева, Альберт Анатольевич 
Ризванов, Марина Олеговна Гомзикова

Институт фундаментальной медицины и биологии, 
Казанский (Приволжский) Федеральный 
Университет, Казань, Россия

neustroeva.olga@mail.ru

Естественные микровезикулы (МВ) мезенхимных 
стволовых клеток (МСК) проявляют биологические свой-
ства характерные родительским клеткам. В  контексте 
развития иммунного ответа МВ  МСК проявляют имму-
носупрессивные свойства. Благодаря своему размеру 
(50–2000  нм) МВ  МСК наиболее предпочтительные 
кандидаты на роль терапевтического средства, чем МСК, 

так как исключают риск эмболии. Однако, в  настоящее 
время количество естественных МВ  МСК, получаемое 
из  кондиционированных сред является недостаточным 
для использования в  терапии. В  связи с  актуальностью 
данного вопроса мы исследовали изменения в развитии 
клеточного иммунного ответа под действием внутривен-
ной инъекции (в.в) аллогенных индуцированных цитоха-
лазином В МВ (МВ-ЦВ) МСК.

Нами было установлено, что на  мембране МСК и  ис-
кусственных МВ-ЦВ  МСК мышей экспрессируются 
специфичные поверхностные маркеры CD90.2+, CD44+, 
CD73+, CD49e+, Sca1+, CD29+. При помощи сканирующей 
электронной микроскопии был определён размер МВ-ЦВ, 
который составил от 100 до 1300 нм. Влияние внутривен-
ной (в. в.) инъекции аллогенных МСК и МВ-ЦВ на гемато-
лимфоидные ткани оценивали путём подсчета лейкоци-
тов в селезенке, тимусе и костном мозге мышей. Общее 
количество лейкоцитов (ОКЛ) в  селезенке мышей, пред-
варительно получивших в. в. инъекцию МСК или МВ-ЦВ, 
было ниже в 1,3 (р = 0,11) и в 1,4 раза (р = 0,13), соответ-
ственно, чем у  контрольных животных (инъецированных 
физиологическим раствором). В.в. инъекция МСК приве-
ла к снижению ОКЛ в тимусе мышей в 1,6 раз (р = 0,11), 
а инъекция МВ-ЦВ привела к снижению ОКЛ в 1,5 раза 
(р =0,4). Аналогично, ОКЛ в костном мозге мышей, обра-
ботанных МСК или МВ-ЦВ было ниже, чем у контрольной 
группы в 1,2 (р = 0,88) и 1,3 раза (р = 0,23), соответственно. 
Далее анализировали влияние МВ-ЦВ  на  жизнеспособ-
ность лейкоцитов, выделенных из  вышеуказанных орга-
нов иммунной системы мышей. Процент жизнеспособных 
клеток, обработанных МВ-ЦВ или физиологическим рас-
твором составил: в селезенке — 95,5 ± 3,5% и 94,8 ± 4%, 
тимусе  — 76,0 ± 2,0% и  78,7 ± 4,4%, костном мозге  — 
78,2 ± 3% и 76,9 ± 1,4%, соответственно.

Таким образом, мы  обнаружили, что МВ-ЦВ  МСК 
не влияют на жизнеспособность лейкоцитов селезёнки, 
тимуса и костного мозга. Полученные данные позволяют 
предположить, что МВ-ЦВ  МСК проявляют иммуносу-
прессивные свойства, ингибируя пролиферацию и/или 
дифференцировку иммунных клеток.

Исследование выполнено за счет гранта Российского 
научного фонда № 18-75-00090.

Новые биофизические подходы 
к регистрации регенерации 
и фагоцитоза планарий

Светлана Евгеньевна Нефедова1, 2, Кирилл 
Николаевич Новиков3, Александр Николаевич 
Великанов3, Харлампий Пантелеевич Тирас1, 2

1 � Пущинский государственный естественно-научный 
институт, Пущино, Россия;

2 � Институт теоретической и экспериментальной 
биофизики РАН, Пущино, Россия;

3 � Биологический факультет, МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

nefedova-s.e.lady@ya.ru

Плоские черви планарии  — уникальный объект, так 
как их  базовые физиологические процессы происходят 
путем морфогенеза. Работа посвящена разработке па-
кета биофизических методов неинвазивного контроля 
основных клеточных процессов у  планарий  — фагоци-
тоза и  регенерации. Регенерация у  планарий протекает 
двумя параллельными путями: фагоцитоз поврежденных 
клеток и пролиферация стволовых клеток — необластов. 
В  то  же  время фагоцитоз, протекающий на  клеточном 
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уровне, — основной механизм переваривания пищи пла-
нарий. В  связи с  этим интерес вызывает возможность 
контроля клеточных физиологических процессов у  пла-
нарий в  ходе регенерации и  пищеварения биофизиче-
скими неинвазивными методами путем регистрации 
сверхслабой фотонной эмиссии (ССФЭ) и динамической 
морфо- и цветометрии.

Регистрация ССФЭ проводилась хемилюминоме-
тром «Биотокс-7А» 2М, оснащенного фотоумножителем 
9750QB/1 (область спектральной чувствительности 
380–710 нм). Уровень ССФЭ в процессе фагоцитоза рез-
ко повышался через 24 часа после кормления, на 3 сутки 
достигал максимума, а к 5 дню возвращался к контроль-
ному уровню. При регенерации максимальный уровень 
ССФЭ наблюдался также через 24 часа после перерезки, 
но с меньшей амплитудой, чем при фагоцитозе.

Морфоконтроль регенерации и  фагоцитоза прово-
дится методом прижизненной цифровой морфометрии 
(ПЦМ), включающей регистрацию размерных и  цвето-
вых характеристик животных. Для создания цифровых 
изображений планарий применялся цифровой микро-
скоп Stemi 2000C (Zeiss). Размерные показатели плана-
рий регистрировали с использованием программы Plana 
5.0. В  процессе переваривания пищи планарии после 
кормления резко увеличивались в  размерах, а  к  3  дню 
площадь их  тела постепенно уменьшалась до  исходных 
значений. При регенерации соотношение площади тела 
регенеранта и бластемы восстанавливалось до величи-
ны, характерной для не  поврежденных животных, в  ос-
новном к 7 дню наблюдений.

Метод биологической цифровой цветометрии. Для 
регистрации цветовых характеристик тела животных 
использована программа Photoshop, позволяющая 
дать цифровую оценку цвета. Анализировали: тон цвета 
объекта, его теплоту, а  также яркость и  насыщенность. 
Выявлена тонкая динамика цветовых характеристик по-
верхности тела животных, отражающая динамику про-
цессов, протекающих in vivo в процессе фагоцитоза и ре-
генерации, и  коррелирующая с  динамикой размерных 
характеристик и уровня ССФЭ.

Полученные данные подтверждают возможность не-
инвазивного контроля основных клеточных процессов 
на модели плоских червей планарий.

Синцитиотрофобласт как 
возможный источник повышения 
ангиотензиногена и ангиотензина 
ii в плазме крови у женщин, 
страдающих преэклампсией
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Иванец1, Галина Владимировна 
Хлестова1, Олег Радомирович Баев1, 2

1 � ФГБУ «Национальный медицинский 
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и перинатологии им. В.И. Кулакова» Минздрава 
России, Москва, Россия;

2 � Первый Московский государственный медицинский 
университет им. И.М. Сеченова Минздрава России, 
Москва, Россия

Niziaeva@gmail.com

Ведущим симптомом при преэклампсии (ПЭ) явля-
ется повышение артериального давления. Одной из  ос-
новных систем, участвующих в регуляции артериального 

давления явления является ренин-ангиотензиновая си-
стема. Известно, что ангиотензиноген, из  которого об-
разуется вазоконстриктор ангиотензин II, синтезируется 
в  печени. Известно, что во  время беременности и  осо-
бенно при ПЭ уровень в плазме крови ангиотензиногена 
повышен, однако причина этого не  ясна. Были предпо-
ложения, что ангиотензиноген может образовываться 
в трофобласте ворсин плаценты. Цель исследования: изу-
чить экспрессию ангиотензиногена в ткани плаценты при 
ПЭ. В основу работы положен анализ уровня ангиотензи-
ногена в образцах плаценты, полученной от 59 беремен-
ных, репродуктивного возраста, 32–39 недель гестации, 
из которых у 29 пациенток диагностирована ПЭ и 30 ро-
дильниц было с физиологическим течением беременно-
сти. На парафиновых срезах толщиной 4 мкм было про-
ведено гистологическое (окрашивание гематоксилином 
и  эозином) и  иммуногистохимическое исследование 
с  применением первичных антител к  ангиотензиногену 
(Abcam). Критерии включения пациенток в  группу с  ПЭ: 
повышение артериального давления выше 140/90 мм. 
рт. ст. и протеинурия более 0,3 г в сутки. При анализе пре-
паратов, окрашенных с  антителами к  ангиотензиногену 
было установлено интенсивное окрашивание синцитио-
трофбласта (СЦТ) и синцитиальных почек, которое было 
более выраженным при преэклампсии, чем умеренное 
окрашивание в контрольной группе. Кроме того, в образ-
цах плаценты при ПЭ имели место выраженные дистро-
фические изменения, местами СЦТ был поврежден и слу-
щен с  поверхности ворсин. Фрагменты поврежденного 
СЦТ, попадая в кровоток матери, могут быть одной из при-
чин повышения ангиотензиногена в плазме крови во вре-
мя беременности и  причиной развития гипертензии. 
Ранее нами было проведено исследование концентрации 
ангиотензина в плазме крови методом Elisa и установле-
но, что уровень ангиотензина II при тяжелой ПЭ составил 
24,0±5,0 пг/мл и был значимо выше, чем при умеренной 
ПЭ (15,3+1,2 пг/мл), (p=0,046) и при неосложнённой бе-
ременности (14,7±1,9  пг/мл; p=0,023) (р>0,05). Таким 
образом, повышение ангиотензиногена в  структурах 
плаценты, прежде всего, в  синцитиотрофобласте может 
иметь важное значение в генезе преэклампсии.

Работа выполнена при поддержке гранта Президента 
Российской Федерации для государственной поддержки 
ведущих научных школ Российской Федерации № НШ-
4566.2018.7. Договор № 075-02-2018-519.

Повышение ангиогенеза как фактора, 
способствующего разрыву плодных 
оболочек при физиологическом 
течении беременности и при 
преждевременных родах
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Преждевременные роды (ПР) представляют собой 
полиэтиологическую группу. Наиболее изученной при-
чиной ПР  является преждевременный разрыв плодных 
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оболочек, связанные с микробными агентами, в осталь-
ных случаях причина ПР  остается неизвестной. Кроме 
того, родовая деятельность регулируется окситоцином, 
вырабатываемым гипофизом, а  также возможно струк-
турами плаценты.

Цель исследования: изучить структурные изменения 
плодных оболочек при ПР в отсутствии их воспалитель-
ных изменений.

Материалы и методы. Проанализированы плодные 
оболочки от  25  последов: 14 –от  спонтанных преждев-
ременных родов в  28–36  недель, 7  — от  самопроиз-
вольных родов при доношенной неосложненной бере-
менности; 4 — от преждевременных оперативных родов 
по  поводу гипоксии плода, преждевременной отслойки 
нормально расположенной плаценты, нарушения функ-
ционального состояния плода (на  сроках гестации 27–
32  недель). Выполнено гистологическое (гематоксилин 
и  эозин), иммуногистохимическое исследование на  па-
рафиновых срезах плодных оболочек с использованием 
первичных антител к  маркеру мезенхимных клеток ви-
ментину (Spring bioscience), маркеру ангиогенеза CD34 
(Spring bioscience), маркеру макрофагов CD68 (Spring 
bioscience), а также к окситоцину (Abcam).

В результате исследования при окрашивании с анти-
телами к  СD34, CD68, виментину, выявлено окрашива-
ние мезенхимных клеток и  их  отростков, образующих 
капилляроподобные структуры, а  также отмечены ма-
крофаги, расположенные в  центре указанных структур. 
По строению данные структуры сходны с так называемы-
ми «стромальными каналами», являющимися проявле-
нием раннего ангиогенеза ворсинчатого дерева плацен-
ты. Установлено ослабление механической прочности 
плодных оболочек при ПР за счёт усиления ангиогенеза 
в компактном слое и децидуальной пластинке, и появле-
ние в этих структурах множественных дефектов и микро-
разрывов. Наиболее высокая экспрессия отмечалась 
в образцах плодных оболочек при своевременных само-
произвольных родах и при ПР в цитотрофобласте и в де-
цидуальных клетках. Последние непосредственно кон-
тактируют с полостью матки, что может явиться важным 
источником для инициации родовой деятельности.

Заключение. Таким образом, ПР  обусловлены со-
четанием определенных факторов: снижением меха-
нической прочности плодных оболочек, повышением 
ангиогенеза компактного слоя, множественными микро-
дефектами и  разрывами, что снижает механическую 
прочность плодных оболочек, а также синтез окситоцина 
структурами плодных оболочек вероятно способствует 
сокращению матки.

CD68+ клетки в тканях глаза плодов 
человека

Наталья Викторовна Низяева, Римма 
Алексеевна Полтавцева, Вероника Алексеевна 
Синицына, Ина Георгиевна Панова

ФГБУ «Национальный медицинский 
исследовательский центр акушерства, гинекологии 
и перинатологии им. В.И. Кулакова» Минздрава 
России, Москва, Россия

Niziaeva@gmail.com

Введение. CD68 (лизосомальный антиген)  — глико-
протеин из семейства LAMP. Экспрессирован на моноци-
тах крови, тканевых макрофагах, некоторых дендритных 
клетках, лимфоцитах, фибробластах, эндотелиальных 
клетках, клетках микроглии и  используется в  качестве 

маркёра этих клеток. В глазах взрослого человека были 
показаны CD 68+ клетки, принадлежащие к линии макро-
фаги/микроглия. Было также показано, что гиалоциты 
стекловидного тела, принадлежащие линии моноциты-
макрофаги, не  экспрессируют CD  68. В  раннем прена-
тальном развитии глаза человека распределение CD 68+ 
клеток практически не исследовали.

Цель: проанализировать ткани глаза плодов челове-
ка на присутствие в них CD 68+ клеток.

Материал и методы. Исследовали абортивные гла-
за плодов человека на  9  и  13  нед. гестации и  19  нед. 
глаза, взятые на аутопсии по медицинским показаниям. 
Глазные яблоки фиксировали в  10% формалине, гото-
вили гистологические срезы для иммунохимического 
пероксидазного окрашивания с  применением монокло-
нальных антител к CD68. Продукт реакции визуализиро-
вался в виде коричневого окрашивания.

Результаты. На 9, 13 и 19 нед. гестации CD 68+ клет-
ки обнаружены в  склере, в  сосудистой оболочке, в  сте-
кловидном теле вблизи гиалоидных сосудов, а также еди-
ничные клетки в  стекловидном теле вблизи внутренней 
пограничной мембраны. В склере CD 68+ клетки распре-
делены в виде отдельных клеток, а также вокруг форми-
рующихся кровеносных сосудов. На 13 и 19 нед. геста-
ции CD 68+ клетки обнаруживаются в строме цилиарного 
тела и  единичные клетки между складками цилиарных 
отростков, в  передней камере, а  также в  строме рого-
вицы. На 13 нед в сетчатке была замечена одна CD 68+ 
клетка, что может свидетельствовать о возможности ми-
грации извне. Обнаруженные CD 68+ клетки различались 
по  размеру и  форме (округлые, овальные, удлиненные, 
некоторые клетки имели тонкие и утолщенные отростки). 
Присутствующие в стекловидном теле гиалоциты не име-
ли коричневого пероксидазного окрашивания.

Вывод. По  всей вероятности, обнаруженные в  дан-
ном исследовании CD  68+ клетки принадлежат к  линии 
макрофаги-микроглия. Как макрофаги, эти клетки игра-
ют важную роль в развитии тканей глаза. Нельзя исклю-
чить, что CD 68+ клетки в склере могут также принадле-
жать фибробластам формирующейся склеры.

Работа проведена в  рамках Госзадания № 0108-
2019-0005 (ИБР РАН).

Экспрессия tlr9 в ворсинах плаценты 
при задержке развития плода 
и преэклампсии

Наталья Викторовна Низяева, Эльрад 
Юсифович Амирасланов, Наталья 
Анатольевна Ломова, Елена Леонидовна 
Долгополова, Марина Николаевна 
Наговицына, Роман Гергиевич Шмаков

ФГБУ «Национальный медицинский 
исследовательский центр акушерства, гинекологии 
и перинатологии им. В.И. Кулакова» Минздрава 
России, Москва, Россия

Niziaeva@gmail.com

Известно, что уровень фетальной ДНК может по-
вышаться в  плазме крови матери при акушерской па-
тологии, источником которой являются апоптоз клеток 
плаценты, прежде всего трофобласта. TLR9–рецептор 
врожденного противовирусного иммунитета, лиган-
дом которого может выступать как вирусная, так и  фе-
тальная ДНК. Цель исследования: оценить экспрес-
сию TLR9 в ворсинах плаценты при преэклампсии (ПЭ) 
и задержке развития плода (ЗРП). Критерии включения 
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в  группу: с  умеренной ПЭ  были наличие гипертензии 
выше 140/90 мм. рт. ст. и протеинурии выше 0,3 г в сут-
ки, и тяжёлой ПЭ и выше 160/110 мм. рт. ст. и проте-
инурия > 5 г в сутки. На серийных парафиновых срезах 
было выполнено гистологическое (гематоксилином 
и  эозином) и  иммуногистохимическое исследование 
(Ventana; Roche) с  применением первичных поликло-
нальных антител к  TLR9 (1:300; GenTex) на  образцах 
плацент от  35  женщин на  сроке 26–39  недель геста-
ции, подвергнутых оперативному родоразрешению, 
У  15  пациенток диагностировали тяжёлую ПЭ, у  8  бе-
ременных  — умеренную ПЭ. Группу контроля составили 
10  рожениц с  неосложнённой доношенной беременно-
стью. У 8 женщин из группы тяжелой ПЭ отмечалась за-
держка роста плода. При количественной оценке было 
оценено окрашивание синцитиотрофобласта (СЦТ) в ус-
ловных единицах при помощи системы анализа изобра-
жения NIS-Elements (Чехия) на  базе микроскопа Nikon 
Eclipse. Для удобства представления данных все дан-
ные были умножены на 100. Различия оценивались как 
статистически значимые при p<0,05. Было отмечено, 
что уровень экспрессии TLR9  при ПЭ  тяжёлой степени 
(ПЕТ), осложнённой ЗРП, составил: 58±19,3, что было 
значимо выше, чем в  остальных исследуемых группах 
(при ПЭТ– 40,3±15  и  умеренной ПЭ  — ПЭУ–21±12,5) 
(р<0,05). В  контрольной группе окрашивание было ми-
нимальным  — 12±6,8  соответственно (р<0,01). Наряду 
с  этим, в  цитоплазме СЦТ обнаруживались окрашен-
ные гранулы. Максимальное количество гранул (более 
500 в пз, ×400) присутствовало в СЦТ групп ПЭТ с ЗРП 
и ПЭТ, в контроле выявлялись лишь единичные гранулы. 
Количество гранул в  цитоплазме СЦТ коррелировало 
со степенью тяжести ПЭ. Таким образом, при ПЭТ и ПЭТ 
осложнённой ЗРП выявлены выраженные изменения 
экспрессии TLR9  в  СЦТ ворсин плаценты, что может 
иметь важное значение в патогенезе преэклампсии.

Работа выполнена в  рамках Государственного за-
дания по теме «Изучение диагностической и прогности-
ческой роли молекулярно-генетических, иммунологиче-
ских, эпигенетических факторов в  развитии задержки 
развития плода».

Профили экспрессии генов, 
ассоциированных с воспалительными 
процессами, в клетках Купфера при 
регенерации печени

Мария Петровна Никитина1, Андрей 
Владимирович Ельчанинов2, 3, Анастасия 
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Неотъемлемыми участниками репаративных про-
цессов и  воспалительных реакций в  печени являются 
резидентные макрофаги  — клетки Купфера. Главной 
функцией макрофагов является синтез и  выделение 

большого числа цитокинов, регулирующих морфогенети-
ческие процессы в  печени. Разработка новых способов 
стимуляции регенерации печени невозможна без учета 
вклада в эти процессы макрофагов. Несмотря на это, ме-
ханизмы активации клеток Купфера, регуляции синтеза 
и выделения цитокинов остаются пока малоизученными.

В рамках данной работы исследовано изменение экс-
прессии генов клеток Купфера, ассоциированных с воспа-
лительными процессами, в процессе регенерации печени 
мышей после частичной гепатэктомии. Экспрессию генов, 
связанных с  воспалением, определяли на  nCounter FLEX 
Analysis System на  панели nCounter Mouse Inflammation 
V2. Валидировали результаты с  помощью ПЦР в  реаль-
ном времени. В  процессе регенерации печени мыши 
в  макрофагах были выявлены статистически значимые 
изменения экспрессии 86 генов (FC>2, p<0,05), ассоции-
рованных с воспалительными процессами. Было получено, 
что экспрессия повышается у 18, 15 и 16 генов, а пони-
жается у 28, 29 и 19 генов на первые, третьи и седьмые 
сутки после частичной резекции печени соответственно. 
Некоторые гены значительно изменяли свою экспрессию 
на раннем этапе регенерации печени, а затем возвраща-
лись к исходному уровню экспрессии. Например, гены хе-
мокинов Cxcl1, Cxcl2, Cxcl5, Ccl2, Ccl7. Для иных генов были 
получены значимые отличия в уровне экспрессии только 
на позднем этапе регенерации. Например, для генов лим-
фотоксинов Lta и  Ltb, и  липооксигеназ Alox12  и  Alox15. 
В течение всего процесса регенерации наблюдали повы-
шенный уровень экспрессии аргиназы Arg1. Было отмече-
но, что уровни экспрессии интерферона γ  Ifng и хемокина 
RANTES(CCL5) были повышены в первые сутки после ре-
зекции, на  третьи сутки, наоборот, значительно снижены 
и возвращались к исходному уровню к седьмым суткам.

Понимание молекулярных механизмов, лежащих 
в  основе регуляции морфогенетических процессов, по-
зволит разрабатывать новые более эффективные спосо-
бы стимуляции репаративных ответов.

Данная работа была выполнена при финансовой под-
держке РНФ № 17-15-01419.

Дифференциальная стабильность 
кольцевых хромосом 
в индуцированных плюрипотентных 
стволовых клетках

Татьяна Владимировна Никитина1, Анна 
Александровна Кашеварова1, Алексей 
Гавриилович Мензоров2, 3, Станислав Анатольевич 
Васильев1, Мария Михайловна Гридина2, Анна 
Александровна Хабарова2, Юлия Сергеевна 
Яковлева1, 4, Мария Евгеньевна Лопаткина1, 
Марина Алексеевна Распопова4, Дмитрий 
Александрович Дериглазов4, Олег Леонидович 
Серов2, 3, Игорь Николаевич Лебедев1, 4

1 � НИИ медицинской генетики ТНИМЦ, Томск, Россия;
2 � ФИЦ Институт цитологии и генетики СО РАН, 

Новосибирск, Россия;
3 � Новосибирский государственный университет, 

Новосибирск, Россия;
4 � Сибирский государственный медицинский 

университет, Томск, Россия

t.nikitina@medgenetics.ru

Вариабельность и неопределенность фенотипических 
проявлений кольцевых хромосом (КХ) является серьез-
ной проблемой, поскольку не  существует однозначной 
корреляции между размером или генным составом КХ, 
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ее  стабильностью, распространенностью тканевого мо-
заицизма и тяжестью фенотипических аномалий у паци-
ента. Экспериментальных исследований для выявления 
факторов, определяющих масштабы мозаицизма и ста-
бильность КХ, пока не  проводилось. Индуцированные 
плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК) представля-
ются удобной платформой для изучения стабильности 
КХ в делящихся клетках.

Нами получены культуры фибробластов от пациентов 
с КХ 8, 13, 18 и 22 с последующим репрограммировани-
ем в ИПСК путем экзогенной экспрессии транскрипцион-
ных факторов KLF4, OCT4, SOX2 и с-MYC с использова-
нием лентивирусных векторов LeGO. Полученные линии 
демонстрировали экспрессию маркеров плюрипотент-
ности и способность к дифференцировке в производные 
трех зародышевых листков. Стабильность КХ оценивали 
на различных пассажах с помощью GTG, FISH и микрома-
тричного анализа.

К настоящему времени стабильность КХ проанализиро-
вана для 2 линий c r(22) и 4 линий с r(13). В обеих линиях 
с  r(22) клетки с  КХ  устойчиво сохранялись и  составляли 
абсолютное большинство на  протяжении 38  и  60  пасса-
жей, минорный класс представляли клетки с  моносомией 
22. Четыре линии ИПСК с r(13) отличались разнообразием 
кариотипов: две из них состояли преимущественно из кле-
ток с  кариотипом 46,XY,r(13), тогда как в  двух других ли-
ниях преобладали клетки с  кариотипами 46,XY,-13,+mar 
и  45,XY,-13. К  20  пассажу кариотип 46,XY,r(13) стано-
вился превалирующим во всех линиях независимо от пре-
дыдущего соотношения клеточных субпопуляций, однако 
в  среднем после 25  пассажа в  3  из  4  линий появились 
клетки с  рекуррентными трисомиями хромосом 17  и  12. 
Молекулярно-цитогенетическая характеристика с  помо-
щью микрочипов свидетельствовала о  выраженной фраг-
ментации КХ 13 и клеточной гетерогенности в 2 из 4 линий.

Таким образом: 1) существуют отличия в  митоти-
ческой стабильности разных кольцевых хромосом 
в ИПСК; 2) наблюдается разная степень динамическо-
го мозаицизма и  микроструктурных аберраций r(13) 
в  разных линиях ИПСК; 3) индуцированная плюрипо-
тентность оказывается совместимой с  широким спек-
тром аберрантных кариотипов.

Работа выполнена при поддержке гранта Российского 
научного фонда № 16-15-10231.
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Комбинированные методики стерилизации костных 
имплантатов, как показывают исследования и  разра-
ботки последних лет открывают реальные перспективы 
расширения использования радиационных технологий 

в биомедицинских применениях. Актуальность этих ис-
следований определяется постоянно возрастающей по-
требностью в пластическом материале для проведения 
восстановительных операций, удовлетворить которую 
можно путем развития технологий изготовления био-
имплантатов. При этом одной из важнейших задач яв-
ляется обеспечение безопасности реципиента через 
надежную стерилизацию биоимплантатов. Оценки пока-
зывают, что несмотря на  серьезные побочные эффек-
ты порядка 50% рынка применения стерилизационных 
технологий занимает обработка оксидом этилена. Чуть 
более 40% приходится на обработку γ-излучением. Это 
эффективная методика, сопряженная, однако, с  ря-
дом ограничений, связанных, в частности, с проблема-
ми обеспечения радиационной безопасности при ис-
пользовании постоянно излучающих радиоизотопов. 
Конкуренцию данному методу в  последние годы со-
ставляет использование пучков быстрых электронов. 
Их применение позволяет значительно сократить время 
экспозиции, необходимое для эффективной инактива-
ции патогенов (с суток до мин.). В то же время электро-
ны не  обладают высокой проникающей способностью 
γ-квантов, что может быть существенно при обработке 
некоторых объектов. Однако такое распределение не ис-
черпывает все возможности радиационного воздей-
ствия. Лишь несколько процентов приходится на такой 
источник излучения, как рентгеновские лучи, сочетаю-
щие высокую проникающую способность γ-излучения 
и возможность отключения излучения при завершении 
работы как у электронов. Его применение не требует ис-
пользования дорогостоящих ускорителей. Эти и другие 
преимущества делают использование рентгеновского 
излучения перспективной методикой в развитии комби-
нированных технологий стерилизации биоимплантатов.

Биокатализ в синтезе 
полиэфирамидов — перспективных 
биодеградируемых полимеров для 
медицины

Максим Владимирович Никулин, 
Витаутас-Юозапас Каятоно Швядас
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химической биологии им. А.Н. Белозерского, МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия
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Биоразлагаемые синтетические полимеры в  по-
следнее время находят все более широкое применение 
в  медицине. При выборе биомедицинского материа-
ла важна не  только его способность к  биологическому 
разложению, но  и  биосовместимость, подходящие ме-
ханические свойства, а  также отсутствие токсичных 
продуктов распада. В этой связи значительный интерес 
представляют полиэфирамиды, в структуре которых при-
сутствуют сложноэфирные связи, обуславливающие 
способность к  биоразложению, и  амидные связи, при-
дающие полимерному материалу термомеханические 
свойства полиамидов. Полиэфирамиды привлекают 
интерес как материалы для терапевтических устройств, 
таких как временные протезы и  трёхмерные пористые 
структуры в  качестве каркасов для тканевой инжене-
рии. Способность полиэфирамидов стимулировать ад-
гезию и  пролиферацию клеток может быть полезна 
в  регенеративной медицине. На  основе полиэфирами-
дов могут быть созданы системы доставки лекарств 
с  контролируемым высвобождением. В  связи с  этим 
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развитие методов синтеза полиэфирамидов различ-
ной структуры является практически важной задачей, 
а  окси- и  аминокислоты представляют перспективный 
строительный материал для их  получения. В  качестве 
мономеров для синтеза полиэфирамидов могут быть 
использованы замещенные 2,5-дикетоморфолины  — 
шестичленные гетероциклы, являющиеся продуктами 
конденсации α-амино- и α-оксикислот, а также сложные 
эфиры N-оксиацил-аминокислот. Впервые разработан-
ный метод хемоэнзиматического синтеза производных 
2,5-дикетоморфолина и  сложных эфиров N-оксиацил-
аминокислот с  использованием доступного фермента 
пенициллинацилазы и  простых исходных реактивов  — 
амидов оксикислот, аминокислот и  их  сложных эфиров 
позволяет получать мономеры в  энантиомерно чистой 
форме с  высоким выходом и  избежать многостадийно-
го органического синтеза. Таким путём можно получить 
мономеры с  широким разнообразием функциональных 
групп, что, в свою очередь, обеспечивает разнообразие 
структур и функциональных свойств получаемых полиме-
ров. Дополнительные перспективы при получении поли-
эфирамидов связаны также с применением ферментов, 
в  первую очередь липаз, как катализаторов полимери-
зации. Сочетание химических и  ферментативных мето-
дов делает возможным получение ранее неизвестных 
биоразлагаемых полимеров с  широким разнообразием 
свойств и открывает путь для использования новых био-
разлагаемых полимеров в медицине.

Работа выполнена при поддержке Российского 
фонда фундаментальных исследований (грант 
№ 17-08-01637).

Стромальные клетки способны 
к самоорганизации in vitro 
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локальных микроокружений
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Для эффективного функционирования ткани необхо-
димы: достаточное число здоровых клеток, определенно-
го типа, находящихся в  оптимальном микроокружении, 
а также регуляторная и метаболическая интеграция этой 
ткани в физиологические системы организма. Оба этих 
комплексных критерия можно рассматривать как про-
явления состояния структуры ткани. Под структурой по-
нимается взаимное расположение элементов (клеток 
и  их  локальных микроокружений) в  пространстве, кото-
рое стабилизировано связями между ними. При таком 
подходе различия между физиологической и репаратив-
ной регенерацией значительно редуцируются: первая за-
ключается в  восстановлении клеточного состава ткани 
с  сохранной структурой (обновлении), а  вторая требует 
и восстановления разрушенной структуры. Каждое звено 
процесса восстановления клеточного состава (пролифе-
рация, миграция, дифференцировка) изучается наукой 

о стволовых клетках. Наши интересы обращены к выяс-
нению механизмов восстановления структуры тканей, 
мы  считаем строму и  ее  клетки обоснованным претен-
дентом на роль «организатора» в этом процессе.

Мы  обнаружили, что мезенхимные стромальные 
клетки (МСК) человека при культивировании в  виде 
клеточных пластов (КП) способны к  самоорганизации 
на  12–14  сутки в  стандартных условиях без внешних 
стимулов. Путем совместной скоординированной ми-
грации и  контракции клетки образуют макроскопиче-
ски различимые скопления с  отличной от  остального 
КП  толщиной, плотностью и  особенностями морфоло-
гии клеток. Использовав лазерную микродиссекцию 
и  иммунодетекцию, мы  обнаружили различия состава 
белков внеклеточного матрикса (ВКМ) между этими 
скоплениями и  остальным КП. Удельное количество 
коллагена-1  было в  3–5  раз выше в  областях плотных 
скоплений, нежели в  окружающих областях, а  доля фи-
бронектина в  различных областях КП  была сопостави-
мой. Мы обнаружили и неравномерность распределения 
некоторых ростовых факторов (TGFb, NGF) в  КП. Чтобы 
изучить воздействие этой разницы МСК, было произ-
ведено РНК-секвенирование. Мы  обнаружили различия 
транскриптомного профиля между клетками, находящи-
мися в  различных микрокомпартментах. Эти различия 
могут создавать анизотропию локальных микрокомпар-
тментов в пространстве, являться первичной структурой 
из самоорганизующихся клеток стромы, направляющей 
дальнейшее восстановление структуры после появления 
в анизотропной строме других клеток.

Работа поддержана грантами РНФ № 19-75-00067 
(иммунодетекция матрикса) и  19-75-30007 (культура 
клеток и  микродиссекция); грантом РФФИ № 19-515-
52003 (РНК-секвенирование)
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в условиях органотипического 
культивирования in vitro и при 
повреждении сетчатки in vivo 
у низших и высших позвоночных 
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Ремоделирование сетчатки (РС) — явление, представ-
ляющее собой одно из  последствий патологических из-
менений, вызванных повреждением популяций нейронов 
сетчатки вследствие заболевания или травмы. Мы иссле-
довали РС на моделях у низших и высших животных, для 
понимания основных закономерностей явления. РС у ам-
фибий (взрослых тритонов Pl. waltl.) изучали в условиях 
in  vivo (после облучения сетчатки глаза ярким светом, 
отслойки сетчатки) и in vitro (3D тканевого культивирова-
ния). Были выявлены регенераторные ответы со стороны 
трех клеточных популяций: ретинального пигментного 
эпителия (РПЭ), биполяро-подобных клеток внутреннего 
ядерного слоя и глиальных клеток Мюллера. Первые ми-
грировали вовнутрь в толщу сетчатки, делились и встра-
ивались в  структуру сетчатки, замещая погибшие ней-
роны. Вторые смещались в  наружный ядерный слой и, 
дифференцируясь, восполняли утерю фоторецепторов. 
Третьи  — макроглиальные клетки  — демонстрировали 
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гипертрофию и пролиферацию. В условиях тканевого 3D 
культивирования, сетчатка тритона обнаруживала спо-
собность реконструирования с  участием тех же  клеток, 
а также клеток ростовой зоны сетчатки. Таким образом, 
РС у тритона основана на ее регенерации, сохраняющей 
жизнеспособность и функцию.

РС у высших позвоночных in vivo изучали на модели 
индуцированной ярким светом дегенерации сетчатки 
у  взрослых крыс Wistar. Здесь РС  проявлялось в  виде 
вымещения клеток РПЭ и трансформации их в макрофа-
гальный фенотип, топологической транслокации биполя-
ров и  амакриновых клеток на  место «выбитых» светом 
фоторецепторов, а также глиального ответа. Клеточные 
механизмы для РС у крысы оказались сходными с тако-
выми у тритона, но из-за невозможности репрограмми-
рования клеток сетчатки крысы в нейральном направле-
нии не приводили к клеточному замещению и сохраняли 
только целостность структуры сетчатки. Результаты экс-
периментов в условиях культивирования «whole amount» 
сетчатки крысы подтвердили данные, полученные на мо-
дели облучения светом. Таким образом, исследован-
ные нами клеточные механизмы РС у разных животных 
свидетельствуют о  возможности в  условиях патологии 
и  клеточной гибели поддерживать структуру этого наи-
важнейшего сенсорного органа за счет сходных клеточ-
ных популяций, однако регенерация сетчатки остается 
прерогативой амфибий, но не млекопитающих.

О механизме влияния экзосом, 
выделяемых мезенхимальными 
стромальными клетками, на миогенез 
in vitro

Анна Никитична Новокрещенова1, Нина 
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Введение. Экзосомы, выделяемые мезенхимальны-
ми стромальными клетками (МСК), обладают регене-
ративным потенциалом и  способствуют пролиферации 
клеток in vitro. Представляется возможным применение 
очищенных экзосом вместо МСК для терапии мышц 
после травм и  при врожденных мышечных патологиях. 
Одной из версий механизма действия экзосом является 
перенос ими микроРНК, регулирующих разные клеточ-
ные процессы, в  том числе миогенез. В  данной работе 
исследовано влияние экзосом МСК на миогенез in vitro 
и их состав микроРНК.

Материалы и методы. Источником экзосом служили 
крысиные МСК жировой ткани (ЖТ-МСК), костного моз-
га (КМ-МСК), интактных (М-МСК) и поврежденных мышц 
(ПМ-МСК). МСК костного мозга выделяли из костей пу-
тем вымывания средой DMEM, а МСК жировой и мышеч-
ной тканей — путем обработки коллагеназой. Экзосомы 
выделяли из кондиционированных сред культур второго 
и  третьего пассажей методом ультрацентрифугирова-
ния. Влияние экзосом на миогенез исследовали на куль-
туре миобластов 9-дневных крысят. Методом ПЦР в ре-
альном времени выявляли в образцах экзосом наличие 
промиогенных микроРНК — miR27b, miR181 и miR494.

Результаты. Все виды исследованных промиоген-
ных микроРНК были обнаружены в экзосомах КМ-МСК, 
и  лишь один из  них (miR494)  — в  экзосомах ПМ-МСК. 
Однако в экзосомах ЖТ- и М-МСК эти микроРНК прак-
тически отсутствовали. Такой результат позволил пред-
положить, что КМ-МСК и  ПМ-МСК окажут выраженное 
промиогенное действие in vitro.

После добавления экзосом из всех источников число 
миотуб в  культуре значительно увеличилось. Также по-
сле добавления экзосом в миотубах определялось боль-
шее количество ядер по сравнению с контролем, что пря-
мо свидетельствует об ускорении миогенеза. Результаты 
различались между источниками экзосом: вопреки дан-
ным ПЦР, наиболее эффективными оказались экзосомы 
М-МСК, увеличившие количество миотуб почти в 5 раз. 
При этом экзосомы КМ- и ПМ-МСК оказали не столь вы-
раженное действие.

Тот факт, что экзосомы М-МСК больше других усили-
ли миогенез, несмотря на отсутствие в них исследован-
ных промиогенных микроРНК, можно объяснить либо 
наличием в них других микроРНК, не включенных в опыт, 
либо принципиально иным механизмом действия. Вопрос 
о том, за счет чего экзосомы оказывают свое терапевти-
ческое действие — микроРНК, мРНК или белков — явля-
ется открытым и требует дальнейшего изучения.

Работа выполнена в рамках Программы Президиума 
РАН № 41 «Фундаментальные исследования для 
разработки медицинских технологий», раздел 
Государственного задания № 0088-2019-0013.
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стромальных клеток in vitro: роль 
внеклеточного матрикса

Екатерина Сергеевна Новоселецкая1, Ольга 
Александровна Григорьева1, Наталья Андреевна 
Басалова1, Константин Юрьевич Кулебякин2, 
Мария Александровна Кулебякина2, Петр 
Петрович Нимирицкий1, Павел Игоревич 
Макаревич1, Всеволод Арсеньевич Ткачук2, 
Анастасия Юрьевна Ефименко1

1 � Медицинский научно-образовательный центр МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия;

2 � Факультет фундаментальной медицины МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

kuznecova2793@mail.ru

Внеклеточный матрикс (ВКМ) является важнейшим 
компонентом клеточного микроокружения, необходимым 
для поддержания жизнеспособности клеток и регулирую-
щим их поведение, включая стволовость, пролиферацию, 
миграцию и дифференцировку. Kлючевую роль в процес-
сах регенерации тканей и  регуляции резидентных ство-
ловых клеток играют мезенхимные стромальные клетки 
(МСК) за счет секреции широкого спектра растворимых 
факторов, внеклеточных везикул и компонентов внекле-
точного матрикса (ВКМ), формирующих специфическое 
микроокружение для стволовых клеток. По  нашим дан-
ным наиболее представленной в секретоме МСК группой 
факторов являются компоненты ВКМ. Однако как влияет 
ВКМ, продуцируемый МСК, на  поддержание и  диффе-
ренцировку стволовых клеток, содержащихся в  популя-
ции МСК, остается малоизученным.

В  нашей работе мы  моделировали специфическое 
микроокружение МСК in  vitro с  помощью культивирова-
ния клеток на ВКМ, полученном путем децеллюляризации 
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клеточных пластов (дВКМ), сформированных имморта-
лизованными человеческими МСК. Децеллюляризацию 
проводили по  разработанному нами протоколу с  исполь-
зованием детергента (CHAPS) и ДНКазы I. Влияние дВКМ 
на дифференцировку первичных МСК жировой ткани че-
ловека, которые были получены из биобанка Института ре-
генеративной медицины МНОЦ МГУ им. М.В. Ломоносова 
(ID: MSU_MSC_AD), в адипогенном и остеогенном направ-
лениях в  индукционных средах оценивали по  гистохими-
ческому окрашиванию специфическими красителями 
и  подтверждали с  помощью ПЦР в  реальном времени. 
Первичные МСК адгезируют и  пролиферируют в  данных 
модельных условиях. Мы показали, что дВКМ существенно 
стимулирует дифференцировку МСК в обоих направлени-
ях на ранних стадиях. При оценке изменений внутриклеточ-
ного сигналинга в МСК с помощью вестерн-блота белков 
ядерной и  цитоплазматической фракций было показано, 
что при культивировании на дВКМ в клетках снижена экс-
прессия основных участников сигнальных путей, таких как 
pERK и активный β-катенин, что коррелирует с пролифера-
тивной активностью клеток и  их  способностью отвечать 
на индуцирующие дифференцировку сигналы.

Результаты, полученные при моделировании прибли-
женного к  нативному микроокружения МСК с  помощью 
дВКМ, могут стать основой для дальнейших исследований 
роли МСК в регуляции стволовых клеток in vivo, а также для 
разработки новых подходов в регенеративной медицине.

Работа выполнена при поддержке РНФ (проект 
№ 19-75-30007).
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В  современных подходах тканевой инженерии всё 
чаще используют культивирование в  формате 3D, по-
зволяющее сохранять для клеток in vitro специфическое 
микроокружение, необходимое для поддержания базо-
вых функций, таких как жизнеспособность, пролифера-
ция и дифференцировочный потенциал. Примерами 3D 
культивирования являются эксплантные культуры, кле-
точные пласты, сфероиды и  децеллюляризированный 
матрикс тканей и органов. Однако, отслеживание состо-
яния каждой отдельной клетки в такой системе остаётся 
сложной задачей, связанной с рядом проблем, например, 
с возможностью анализа нативного образца без приме-
нения каких-либо специальных реагентов и меток. Одним 
из  перспективных решений такой задачи является при-
менение спектроскопии комбинационного рассеивания 
(КР), или Рамановской спектроскопии, зарекомендо-
вавшей себя как метод, позволяющий без использова-
ния специфических маркеров оценить распределение 
различных веществ в составе клетки и, соответственно, 
сделать выводы о состоянии клетки, например, степени 

коммитированности или метаболическом статусе, а так-
же детектировать перерождение в  опухолевую клетку. 
В данной работе мы использовали метод спектроскопии 
КР  для оценки молекулярного состава клеточных пла-
стов из мезенхимных стромальных клеток (МСК) челове-
ка, в том числе после децеллюляризации.

В  нашей работе для получения клеточных пластов 
были использованы иммортализованные человеческие 
МСК (hTERT MSC, ATCC), культивируемые 14 дней. В те-
чение этого времени клетки формировали многослойный 
пласт, в  котором клетки депонировали белки внеклеточ-
ного матрикса (ВКМ). Децеллюляризацию клеточных 
пластов (дВКМ) проводили по разработанному нами про-
токолу с  использованием детергента (CHAPS) и Д НКазы 
I. Образцы исследовали с  помощью микроспектроскопии 
КР  с  использованием конфокального КР-спектрометра 
NTEGRA Spectra (НТ-МДТ, Зеленоград) при лазерном воз-
буждении 532 нм, мощности лазера на выходе из объекти-
ва 0,5 мВт (объектив ×20, NA 0.45) и времени регистрации 
спектров 30–60  с. Результаты проведенного исследова-
ния показали, что клеточный пласт и дВКМ неоднородны 
по  плотности распределения белковых и  липидных моле-
кул. При децеллюляризации сохраняется третичная струк-
тура белков, однако в некоторых участках дВКМ наблюда-
ли пики холестерина, а также урацила и цитозина. Четким 
отличием дВКМ от  клеточного пласта являлось увеличе-
ние в составе дВКМ относительного содержания липидов 
по  сравнению с  сопоставимыми областями в  клеточном 
пласте, в  которых были проведены измерения. Этот ре-
зультат демонстрирует возможности метода для детекции 
внеклеточных везикул с  разным содержимым в  составе 
ВКМ. Спектры от отдельно взятой клетки в составе клеточ-
ного пласта были зарегистрированы от  разных участков 
цитоплазмы, в  которых относительное содержание липи-
дов может быть меньше, чем в слое матрикса с липидными 
везикулами. Кроме того, КР спектры клеток в зависимости 
от участка содержали пики восстановленных цитохромов 
дыхательной цепи митохондрий, отражая таким образом, 
энергетическое состояние клеток.

Результаты, полученные при изучении молекулярного 
состава клеточного пласта и дВКМ, могут стать основой 
для изучения статуса МСК в  трехмерных конструкциях 
и анализа состава бесклеточных продуктов при модели-
ровании микроокружения клеток.

Работа поддержана грантом РФФИ № 19-315-90060.
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Индуцированные плюрипотентные стволовые клет-
ки (ИПСК) используются для моделирования заболе-
ваний и  изучения роли генов. Обычно отбор колоний 
ИПСК идет по  морфологии и  не  все линии клеток плю-
рипотентны. Мы  поставили задачу разработать метод 
для быстрого и  простого выявления клеток, не  обладаю-
щих плюрипотентностью: использование репортерного 
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вектора на  основе лентивируса, кодирующего EGFP под 
контролем промотора гена-маркера плюрипотентности, 
REX1. Для первичного выявления плюрипотентных кле-
ток достаточно обработать несколько колоний лентиви-
русами и  через два дня определить, есть ли  свечение 
EGFP. Преимущества использования лентивирусов: 1) 
простота обработки клеток и  анализа; 2) доставка ге-
нетического материала практически во  все клетки; 3) 
трансдукция клеток различных видов млекопитающих; 4) 
замолкание лентивирусных трансгенов в  плюрипотент-
ных клетках. Иммуноцитохимический анализ на гены-мар-
керы Oct4, Sox2  и  Nanog имеет недостатки: экспрессия 
Oct4 и Sox2 в ИПСК может быть экзогенной, а Nanog прак-
тически не экспрессируется в ИПСК Американской норки. 
Rex1 — маркер плюрипотентности не только ИПСК чело-
века, но и других видов млекопитающих. Использование 
промотора REX1 для контроля экспрессии EGFP позволит 
быстро элиминировать не плюрипотентные клетки.

Для создания репортерного вектора мы  использова-
ли промотор REX1  из  плазмиды phREX1-Luc (Addgene, 
17222) и  вектор LeGO-G2 (Addgene, 25917). Плазмиду 
phREX1-Luc гидролизовали эндонуклеазами рестрикции 
BglII, CciN и XbaI, затем выделили из агарозного геля фраг-
мент, содержащий промотор. Полученный фрагмент лиги-
ровали с вектором LeGO-G2, гидролизованным по сайтам 
рестрикции CciN и BamHI. В результате мы получили плаз-
миду LeGO-REX1-EGFP, несущую ген EGFP под контролем 
промотора гена REX1 и содержащую компоненты, необхо-
димые для сборки псевдотипированных лентивирусов.

Мы показали, что трансфекция клеток Phoenix (HEK293) 
и эмбриональных стволовых клеток мыши DGES1 плазми-
дой LeGO-REX1-EGFP приводит к  ожидаемой экспрессии 
EGFP с промотора CMV. Следующий этап тестирования ре-
портерного вектора — трансдукция лентивирусами плюри-
потентных клеток различных видов млекопитающих.

Использованы линии клеток ЦКП «Коллекции плю-
рипотентных культур клеток человека и  млекопитающих 
общебиологического и  биомедицинского направления» 
ИЦиГ СО  РАН (http://www.biores.cytogen.ru/brc_cells/
collections/ICG_SB_RAS_CELL; http://ckp.icgen.ru/cells/).

Исследование выполнено при поддержке гранта 
РФФИ № 17-04-00644.
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Развитие экспериментальных технологий, основан-
ных на  высокопроизводительном секвенировании ДНК 
и  иммунопреципитации хроматина, дает возможность 
исследования регуляторных портретов, в том числе в эм-
бриональных стволовых клетках [1, 2]. Было показано 

существование кластеров сайтов транскрипционных 
факторов в  геноме, функционирующих в  эмбриональных 
стволовых клетках мыши, связанных с факторами репро-
граммирования и  поддержания плюрипотентности Oct4, 
Sox2, Nanog [2]. Исследование хромосомных контактов 
в интерфазном ядре клетки имеет огромное значение для 
понимания молекулярных механизмов регуляции экспрес-
сии генов, хромосомном регуляторном коде и его влиянии 
на развитие заболеваний [3]. Последнее десятилетие ак-
тивно развиваются методы исследования хромосомных 
контактов в геноме — Hi-C и ChIA-PET. Технология Hi-C (High 
conformation Capture  — «конформации хромосом высо-
кого порядка») позволяет определять все хромосомные 
контакты в  ядре клетки. Технология ChIA-PET (Chromatin 
Interaction Analysis by  Paired-End-Tag sequencing) вклю-
чает стадию иммунопреципитации хроматина и  пред-
назначена для исследования хромосомных контактов, 
опосредованных белком [3]. Было показано существова-
ние обширных промотор-ориентированных хромосомных 
контактов в геноме человека [4]. Проведен вычислитель-
ный эксперимент по анализу сайтов связывания в геноме 
человека по  базам данных ENCODE, Cistrome, показано 
присутствие кластеров сайтов связывания факторов плю-
рипотентности. В  данной работе мы  представляем обзор 
компьютерных методов обработки данных о хромосомных 
контактах в различных типах клеток, обсуждаем ландшафт 
транскрипции в опухолевых стволовых клетках.

Благодарности. Работа поддержана РНФ (грант 19-
15-00219) (ЮО, РБ, ЭГ). СК поддержан бюджетным про-
ектои ИЦиГ 0259-2019-0002.
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Важнейшей медико-социальной проблемой являет-
ся лечение трофических язв различной этиологии в  том 
числе на  фоне язвенно-некротического ангиита (ЯНА), 
протекающий с  выраженными нарушениями трофики 
кожи и имеющим изначально торпидное течение. Низкая 
интенсивность реэпителизации при ЯНА связана со сни-
жением скорости миграции и пролиферации кератиноци-
тов на  фоне изменения состава матрикса и  активность 
цитокинов, выделяемых фибробластами и  макрофагами 
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в раневую среду. В длительно незаживающих язвах снижен 
уровень α5β1-интегрин, что определяет немигрирующие 
фенотипы кератиноцитов. В  следствии этого клеточная 
терапия язвенных дефектов аутологичными мезенхималь-
ными стволовыми клетками (АМСК) является перспектив-
ной за счет высокой пролиферативной активность клеток 
продуцирующих ростовые факторы, интерлейкины и хемо-
кины, участвующие в формировании и функционировании 
стромального микроокружения, что влияет на  регенера-
цию кожных покровов в короткие сроки.

Цели. Разработка методики применения АМСК в тера-
пии ЯНА по результатам сравнительного, нерандомизиро-
ванного, проспективного, одноцентрового исследования.

Задачи. Сравнительная оценка эффективности 
и безопасности применения АМСК в клеточной терапии 
ЯНА в сравнении со стандартным лечением.

Материалы и методы. Группа из 4 пациентов в про-
цессе наблюдения с  язвами, существующими более 
3 месяцев, площадью до 7 см, получавшие стандартные 
схемы терапии не  приведшие к  рубцеванию дефекта 
на 50% и более.

АМСК — суспензию живых аутологичных мезенхималь-
ных стволовых клеток (МСК), полученную путем аспирации 
костного мозга при проведении пункции гребня подвздош-
ной кости согласно инструкции с  помощью стандартного 
хирургического инструментария и  лекарственных средств 
в  процедурном кабинете. В  технологической цепочке 
АМСК используют реагенты, оборудование и  расходные 
материалы, отвечающие требованиям GMP. Клеточный 
продукт имеет вид опалесцирующей жидкости содержа-
щей МСККМ в  индивидуальной дозировке из  расчета 
40 000 клеток на 1 см2 язвы в физиологическом растворе; 
наносится на язвенный дефекта с помощью пипетки-доза-
тора с  одноразовым стерильным наконечником объемом 
1000 мкл. Экспозиция 15 мин. до покрытия стерильной по-
вязкой. Кратность наблюдения 1 раз в 2 недели.

Выводы. При контроле на 14 сутки отмечено умень-
шение воспалительного процесса, второй и  последую-
щие контрольные осмотры показали динамическое руб-
цевание язвы на  25–40% площади, что подтверждает 
эффективность АМСК в комплексной терапии торпидно-
го варианта ЯНА.

Замещение дефекта мочевого 
пузыря кролика с использованием 
аллогенных тканеинженерных 
продуктов
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До  сих пор остро стоит вопрос хирургической рекон-
струкции мочевого пузыря (МП). В  настоящее время при 

неэффективности консервативных методов применяют за-
мещение МП  фрагментами желудочно-кишечного тракта, 
что приводит к ряду осложнениям. Зарубежными учеными 
предпринят удачный опыт замещения МП у человека выра-
щенным in vitro тканевым аналогом, содержащим аутологич-
ные гладкие миоциты и уротелий. Однако при ряде патоло-
гий использование аутологичного материала невозможно. 
Перспективной для таких пациентов является аллогенная 
клеточная трансплантация. Мировой опыт эксперименталь-
ного применения аллогенных клеток для реконструкции 
МП ограничивается несколькими исследованиями.

Цель: экспериментальное изучение возможности 
применения аллогенного тканеинженерного композита 
для замещения дефекта стенки мочевого пузыря.

Материалы и методы: 15 кроликам выполнена пар-
циальная резекция МП  с  последующим замещением 
дефекта скаффолдом на основе поли-L,L-лактида, содер-
жащим аллогенные клетки различного тканевого проис-
хождения: гладкие миоциты с  уротелием, фибробласты 
и  мезенхимальные стволовые клетки (МСК), меченные 
железосодержащими наночастицами. Результаты оце-
нивались через 2,5 месяца.

Результаты: у 5 из 6 животных, получивших скаффолд 
с  МСК, не  отмечено признаков отторжения имплантата. 
В конце периода наблюдения емкость МП была сравнима 
с  дооперационной. Наличие меток в  месте имплантации 
подтверждено данными магнитно-резонансной томогра-
фии. Визуально в месте имплантации определялся участок 
вновь сформированной стенки мочевого пузыря, в  кото-
ром зафиксирована электромиографическая активность. 
Гистологически выявлены начальные стадии репарации 
и  ангиогенеза. При конфокальной микроскопии криосре-
зов из  зоны имплантации обнаружены меченые клетки, 
принимающие участие в  формировании структуры, сход-
ной с уротелием. Во всех случаях имплантации бесклеточ-
ной матрицей или скаффолдов, содержащих гладкие мио-
циты с уротелием и фибробласты, произошло отторжение 
имплантата с разной степени выраженности воспалитель-
ной реакцией и уменьшением емкости МП.

Заключение: выполненный эксперимент подтверж-
дает возможность применения аллогенных МСК в  со-
ставе многокомпонентного композита для частичной ре-
конструкции МП. Дальнейшая разработка и  внедрение 
в практику методик создания тканеинженерных аналогов 
мочепузырной стенки может способствовать улучшению 
результатов лечения урологических патологий.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке гранта РНФ № 14-50-00068  и  гранта РФФИ 
№ 13-04-12027 ofi_m.
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Широкое применение метода сравнительной геномной 
гибридизации выявило высокую частоту встречаемости 
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структурных вариации генома (CNV, copy number variation) 
в популяции человека. Зачастую именно CNV являются при-
чиной различных врожденных и наследственных патологий 
человека. Другая технология, получившая широкое разви-
тие за последние десять лет — получение индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) с последующей 
их  дифференцровкой in  vitro, открывает потенциальную 
возможность их применения в регенеративной медицине. 
Таким образом представляется важным разработка мето-
дов коррекции масштабных хромосомных перестроек.

Хромосомные перестройки дистального участка 
третьей хромосомы, как делеции, так и  дупликации вы-
зывают разнообразные нейрологические, нейропсихиа-
трические и нередко дисморфозные нарушения, (микро-
цефалия, гидроцефалия, аномалии лицевой части черепа 
и др.), а также заболевания аутического спектра. Ранее 
нами были получены ИПСК из  фибробластов биоптата 
кожи пациента с  недифференцированной умственной 
отсталостью. В геноме этого пациента была обнаружена 
микродупликация размером 0,94  Mb  в  районе 3p26.3, 
затрагивающая единственный ген  — CNTN6, кодирую-
щий белок контактин-6. На  примере дупликации, обна-
руженной у пациента, мы планировали разработать тех-
нологию, позволяющую проводить коррекцию крупных 
хромосомных перестроек в геноме ИПСК человека

Используя систему направленного редактирования 
генома CRISPR/Cas9  мы  вставили однонаправленные 
LoxP сайты в геном ИПСК по границам одного из дупли-
цированных участков. После чего, трансформировав дан-
ные клетки плазмидой, содержащей cre-рекомбиназу, 
мы получили удаление одной из дуплицированных копий. 
Таким образом, проведена коррекций числа копий гена 
CNTN6, что позволяет получать нейроны in vitro из ИПСК 
с нормализованным кариотипом.

Финансирование исследования: исследование вы-
полнено при поддержке Комплексной программы фунда-
ментальных исследований СО РАН.

Влияние факторов BMP‑2 
и FGF-2 на пролиферацию 
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Введение. Лечение мезенхимальными стволовыми 
клетками (МСК), остается уделом будущего. Известно, 
что экспрессия межклеточного матрикса может приво-
дить как к стимуляции, так и торможению процессов ре-
генерации и дифференциации.

Цель. Изучить механизмы действия аллогенных ме-
зенхимальных стромальных клеток крыс на процессы ре-
генераци поврежденной ткани.

Материал и методы. Первая серия исследований — 
in  vivo: с  первых часов воспроизведения эксперимен-
тальной модели панкреатита (ЭМП) развивается: отек; 
кровоизлияния; сегментоядерная инфильтрация; моно-
нуклеарная инфильтрация; некроз ацинарных клеток; 
стеатонекроз; перидуктальный фиброз. После введения 
МСК происходит восстановление новых протоков и сосу-
дов. Снижен процент образования соединительной ткани 
на 45%, в сравнении с контролем. В первые 48–55 ча-
сов после воспроизведения ЭМП однократное введение 

МСК малоэффективно. Положительный эффект отме-
чен после двукратного введения МСК на 3 и 15 суткию 
Для установления механизмов действия МСК была про-
ведена серия экспериментов in  vitro в  культуральной 
жидкости наблюдается взаимосвязь между факторами 
роста (FGFs), регулирующим регенерацию и  морфоге-
нетическими белками (BMPs), отвечающими за диффе-
ренцировку линии мышиных миобластов C2C12 в осте-
областы. С помощью ПЦР оценивали дифференциацию 
остеогенных клеток и регуляцию функции остеобластов.

Результаты и обсуждение. Подтверждено, что для ак-
тивации RUNX-2 остеогенных белков необходима его коо-
перация с костным морфогенетическим белком-2 (ВМР-2), 
который стимулирует ацетилирование RUNX‑2. FGF ока-
зывал дозозависимое действие на (ВМР-2). Установлено, 
что FGF в концентрации 20 нг, подавлял активность ВМР. 
Выявлена обратная взаимосвязь воздействия FGF на BMP. 
FGF негативно влияет на эффект BMP, в таком случае будет 
усилена пролиферация остеобластов, но снижена диффе-
ренциация остеобластов в зрелые остеобласты.

Заключение. Определена оптимальная комбинацию 
между FGFs и BMPs: концентрация FGF должна быть 0,1–
0,5 нг/мл, а BMP 500 нг/мл. Нарушение взаимосвязи 
между этими факторами нарушает баланс между про-
лиферацией и  дифференцировкой. Это в  свою очередь 
может стимулировать опухолевый рост или нарушать 
качество заживления. Полученные данные как in vivo, так 
и  in vitro позволили установить положительный эффект 
и безопасность действия МСК.

Коллаген Viscoll: биополимерный 
матрикс для создания 
биомедицинских клеточных 
продуктов и трехмерных 
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методом 3D печати
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Ввведение. Метод 3D биопечати путем экстурзии явля-
ется мощным инструментом, который можно использовать 
для создания искуственных тканей, в основе которого ле-
жит послойная прецизионная ориентация в  пространстве 
гидрогеля с  клетками (биочернил). Гидрогель является 
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ключевым компонентом в  данном процессе сборки ис-
куственной ткани. Коллаген является идеальным матери-
алом с  точки зрения биосовместимости. Однако чистый 
коллаген обладает низкой скоростью гелеобразования, что 
существенно затрудняет его использование для 3D биопе-
чати. В данной работе с использованием коллагена Viscoll 
методом 3D биопечати были созданы трехмерные тканин-
женерные конструкции с разрешением деталей до 0,5 мм.

Материалы и  Методы. Высоковязкий раствор на-
тивного коллагена (Viscoll, ООО «Имтек», Россия) исполь-
зовался в качестве основного компонента для создания 
биочернил. Клетки NIH3T3/GFP в  предварительно ох-
лажденной среде немедленно смешивали с  раствором 
нативного коллагена. Для оптимизации процесса 3D 
биопечати при помощи ротационного реометра была 
изучена температурно-зависимая кинетика гелеобразо-
вания биочернил. 3D биопринтер Fabion (3D Bioprinting 
Solutions, Россия) использовали для 3D биопечати ткане-
инженерных конструкций. Культивирование клеток в на-
печатанных конструкциях проводили в течение 14 дней.

Результаты. Получены стабильные трехмерные 
10 слойные тканеинжененрные конструкции с разреше-
нием деталей до 0,5 мм. Также продемонстрировано, что 
коллагеновые биочернила обеспеичвают не  только вы-
живание клеток во время процесса печати, но также под-
держание их жизнеспособности и пролиферации в тече-
ние 14 дней.

Заключение. Полученные результаты свидетельству-
ют о том, что высоковязкий раствор нативного коллагена 
Viscoll является биополимерным матриксом для созда-
ния биомедицинских клеточных продуктов и трехмерных 
тканеинженерных конструкций методом 3D печати.

Финансирование исследования: исследование вы-
полнено при поддержке гранта ФГБУ «Фонд содействия 
развитию малых форм предприятий в  научно-техниче-
ской сфере» № 0044700.
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с использованием биопокрытия 
коллагена I типа
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Актуальность. Клетки заднего эпителия роговицы 
человека играют ключевую роль в  регуляции гидратации 
роговицы. Воспроизводимая культура данных клеток в пер-
спективе может служить источником аллогенного матери-
ала как для клеточной терапии заболеваний роговицы, так 
и для воссоздания биоинженерной конструкции роговицы.

Цель. Провести сравнительное исследование клеток 
заднего эпителия роговицы, культивированных на стан-
дартной культуральной поверхности и  при использова-
нии биопокрытия из коллагена I типа.

Материалы и  методы. В  исследовании исполь-
зовались донорские роговицы, непригодные для 

трансплантации по клиническим кретериям с сохранным 
задним эпителием, полученные из  Глазного тканевого 
банка учреждения. Нанесение биопокрытия из  колла-
гена I типа осуществлялось на стандартную культураль-
ную поверхность чашки Петри 35 мм. Выделение клеток 
проводили по  протоколу, разработанному авторами ра-
нее. Культивирование проводили в культуральной среде 
DMEM F12/199 (1:1), c 10% фетальной бычьей сыво-
ротки, 1% раствора антибиотиков и 2 мМ L-глютамина. 
Оценку фенотипа полученных клеток и  клеток заднего 
эпителия нативной роговицы проводили методом имму-
ногистохимии. Для этого, полученные образцы окраши-
вали антителами к  a-глакомышечному актину, вименти-
ну, люмикану, Na+/K+-АТФ-азе, N-кадгерину, E-кадгерину, 
цитокератин-7, -10, -13, -19, коннексину-43, ZO-1.

Результаты. Клетки, культивированные в  чашке 
Петри с биопокрытием коллагена I типа, отличались боль-
шей скоростью адгезии к  культуральной поверхности. 
Количество клеток, c  эпителиально-мезенхимальную 
трансформацию было достоверно выше в культуре, полу-
ченной в результате культивирования без использования 
биопокрытия (p<0,001). Достоверной разницы в скорости 
достижения конфлюэнтности 80–90% между образца-
ми, культивированными с  использованием биопокрытия 
и без него, выявлено не было. Достоверно меньший уро-
вень экспрессии a-глакомышечного актина в  культуре 
клеток, культивированных на  биопокрытии из  коллагена 
I типа в сравнении как с интактными клетками нативной 
роговицы, так и  с  клетками, культивированными без ис-
пользования биопокрытия, позволяет косвенно судить 
о меньшей степени выраженности процесса эпителиаль-
но-мезенхимальной трансформации в данном образце.

Заключение. По  результату проведенного иссле-
дование было доказано необходимость использования 
биопокрытия из коллагена I типа для уменьшения эпите-
лиально-мезенхимальной трансформации.

Разнообразие GDNF и его роль для 
регенеративной медицины нервной 
системы человека

Галина Валериевна Павлова1–3, Джиргала 
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Александр Владимирович Ревищин1
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Отсутствие эффективных форм лечения нейродеге-
неративных заболеваний провоцирует исследователей 
искать новые подходы к  терапии, в  том числе и  с  помо-
щью клеточных технологий. Разрабатываются техноло-
гии по  повышению жизнеспособности нейронов в  зоне 
поражения и  стимуляции нейральной дифференцировки 
прогениторных клеток для восполнения нейронов в обла-
сти их гибели с помощью трансгенных клеточных культур. 
GDNF занимает приоритетные позиции для использова-
ния в качестве нейропротектора и индуктора нейральной 
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дифференцировки прогениторных/стволовых клеток. 
Для подобных работ важно понимание, какие изоформы 
фактора приемлемы для клеточной терапии. Показано, 
что у  человека ген GDNF представлен, по  крайней мере, 
двумя матричными РНК, которые отличаются друг от дру-
га размером pro-области. Исследования позволяют пред-
положить, что один из вариантов GDNF экспрессируется 
постоянно и необходим для взаимодействия между нерв-
ными клетками в норме, другой же (меньший размер pro-
области) секретируется и необходим при гибели нейронов 
для стимуляции восстановительных процессов. Мы пока-
зали, что делеция pre –и  pro-области в  химерном белке 
GDNF/GFP повышает нейропротекторные свойства фак-
тора. Полученный нами mGDNF/GFP обладал повышен-
ными нейроиндуктрными свойствами, что подтверждено 
на  in  vitro моделях эмбриональных спинальных ганглиев 
крысы и  линии РС12. In  vivo mGDNF/GFP оказался спо-
собен поддерживать жизнеспособность дофаминерги-
ческих нейронов при введении в  мозг модельных жи-
вотных с болезнью Паркинсона и значительно защищал 
их от воздействия пронейротоксина МРТР. При получении 
трансгенных клеток млекопитающих, продуцирующих 
mGDNF без GFP было обнаружено, что mGDNF оказал-
ся нестабильным. Мы  обратили внимание на  тот факт, 
что обнаруживаются несколько повторяемых коротких 
форм РНК GDNF. Появилась версия, что в  ряде случаев 
в клетках может быть запущен процесс, когда продуктом 
является не целая форма mGDNF, а в результате альтер-
нативного сплайсинга получаются минифакторы, которые 
могут продуцироваться при массовой гибели нейронов 
и могут быть необходимы для восстановления клеточного 
нейронального пула. Нами были клонированы мажорные 
мини-последовательности mGDNF и  проанализированы 
на нейроиндукторные свойства. Показано, что один из ми-
нифакторов DjGDNF показал способность стимулировать 
нейрональную дифференцировку прогениторных клеток 
и может рассматриваться, как перспективный фактор для 
терапии нейродегенеративных заболеваний.

Работа поддержана программой Президиума РАН МКБ.

Изучение молекулярных маркеров 
мигрирующих клеток глиомы человека 
различной степени злокачественности
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В  настоящее время глиомы являются одними из  са-
мых агрессивных опухолей у взрослого и работоспособ-
ного населения. Они составляют около 70% всех первич-
ных опухолей головного мозга. Из них около 60% можно 
отнести к глиомам высокой степени злокачественности. 
Средний возраст больных около 50 лет. При глиомах вы-
сокой степени злокачественности (Grade III–IV) прогноз 
жизни, несмотря на современные подходы к лечению, со-
ставляет в среднем 12 месяцев.

В отличие от других злокачественных новообразований, 
в глиомах не наблюдается метастазирование через крове-
носную и лимфатическую систему в другие органы, однако 
у них наблюдается локальная инвазивность и последующая 
миграция опухолевых клеток в нормальные ткани головно-
го мозга, что делает лечение данного заболевания менее 
эффективным. Мигрировавшие клетки не могут быть уда-
лены в результате хирургической операции, а особенности 
фенотипа делают их более устойчивыми и к другим типам 
терапии, в  том числе и  радиологической. Также терапию 
усложняет отсутствие каких-либо четких маркеров, позво-
ляющих отличить опухолевые клетки от здоровых.

Целью представленной работы стало изучение моле-
кулярных маркеров мигрирующих клеток глиомы челове-
ка; определение корреляции между фенотипом данных 
клеток, их  миграционными способностями и  степенью 
злокачественности исходной опухоли.

По итогам работы можно сделать следующие выводы.
Клеточные культуры глиом человека с  высокой спо-

собностью к миграции характерны для высокой степени 
злокачественности (III и IV Grade).

Методом RT–PCR показана положительная корреля-
ция между уровнем миграционной активности клеточных 
культур глиомы человека и  уровнем экспрессии MELK 
и  L1CAM и  отрицательная корреляция между уровнем 
миграционной активности клеточных культур глиомы че-
ловека и уровнем экспрессии CIRBP и Nestin.

Иммуноцитохимическим анализом выявлено снижение 
CIRBP, Sox2 и CXCR4 в клеточных культурах глиомы чело-
века с высоким уровнем миграции, что было подтверждено 
при проведении корреляционного анализа данных.

Обнаружено, что в клеточных культурах глиом челове-
ка наблюдается одновременное возрастание уровня экс-
прессии одних маркеров стволовости (L1CAM, CD133, 
GFAP) и падение — других (Nestin, Sox2,Oct4), что позво-
ляет сделать предположение о наличии как минимум двух 
типов клеточных популяций опухолевых стволовых клеток.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
18-29-01012.
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Ишемическая болезнь сердца и  другие сердечно-со-
судистые заболевания, которые сопровождаются быстрой 
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гибелью клеток, требуют поиска новых методов лечения, 
позволяющих восстанавливать утраченную ткань миокар-
да. Клеточная терапия заболеваний сердца является одной 
из перспективных медицинских технологий. Кардиомиоциты 
(КМ), полученные в результате направленной дифференци-
ровки индуцированных плюрипотентных стволовых клеток 
(ИПСК) человека  — наиболее перспективный тип клеток: 
они обладают свойствами сократимости, возбудимости, от-
вечают на  сигналы симпатической и  парасимпатической 
нервной системы. Показано, что КМ из ИПСК хорошо вы-
живают в миокарде после трансплантации, однако остает-
ся много вопросов относительно их функциональной инте-
грации на  клеточном и  молекулярном уровнях, поскольку 
основными подходами оценки результатов трансплантации 
являются УЗИ- или МРТ-исследования физиологии сердца. 
В своей работе мы используем модели, на которых удобно 
изучать функциональные свойства трансплантированных 
КМ из ИПСК. Ранее мы проводили трансплантацию деза-
грегированных КМ  в  суспензии белков экстраклеточного 
мактикса Matrigel™ с  формированием подкожного транс-
плантата у мышей SCID. В ходе эксперимента мы показали 
сохранение способности к спонтанной осцилляции потоков 
ионов кальция у  некоторых клеток из  выжившей популя-
ции КМ  из  ИПСК человека после 4х недель пребывания 
в организме мышей и предположили, что такие КМ могут 
быть пейсмейкерными. В настоящей работе мы проводили 
трансплантацию функциональных пластов КМ, сформиро-
ванных на температурно-чувствительном пластике (Nunc™ 
Dishes with UpCell™ Surface, 4 см2). Пласты КМ вводили мы-
шам SCID под фиброзную капсулу почки на срок от одной 
до 3х недель. После окончания эксперимента, трансплантат 
извлекался из  организма для определения функциональ-
ных свойств. По  предварительным данным, функциональ-
ные контакты между КМ  в  составе трансплантированных 
пластов сохранялись, и  мы  наблюдали согласованные со-
кращения извлеченного трансплантата, а с помощью кра-
сителя Fluo8  наблюдали распространение потоков ионов 
кальция. Таким образом, можно сказать, что существуют 
предпосылки для развития заместительной клеточной тера-
пии миокарда на основе КМ из ИПСК. Однако на сегодняш-
ний день в области тканевой инженерии сердца существует 
множество проблем, связанных как с незрелостью кардио-
миоцитов, дифференцированных из ИПСК, так и формиро-
вания функциональной интеграции трансплантата с  мио-
кардом реципиента.

Работа поддержана грантом РНФ 18-75-10039.

Инактивация Х‑хромосомы 
не коррелирует с метилировнием 
гена AR в индуцированных 
плюрипотентных стволовых клетках 
человека

Александра Витальевна Панова1, 2, Александра 
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У  млекопитающих в  каждой клетке в  раннем эмбри-
ональном развитии происходит процесс дозовой ком-
пенсации генов: одна из  двух Х-хромосом становится 

транскрипционно неактивной, и в дальнейшем во всех со-
матических клетках находится в  неактивном состоянии. 
Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК), так же, как и клет-
ки с  индуцированной плюрипотентностью (ИПСК), явля-
ются моделью для изучения раннего развития. В женских 
ИПСК и ЭСК человека одна из Х-хромосом всегда активна, 
состояние второй вариабельно: может быть полностью ак-
тивна, так и иметь частичную инактивацию, или же, анало-
гично соматическим, может быть полностью неактивной. 
Определение состояния инактивации Х-хромосомы в плю-
рипотентных стволовых клетках человека (ПСК) является 
непростой и актуальной задачей, однако, различные мето-
ды определения состояния инактивации зачастую приводят 
к  противоречивым результатам. В  клинических лаборато-
риях широко используется метод анализа метилирования 
гена AR, который позволяет определить соотношение алле-
лей инактивированной Х-хромосомы в клетках крови и тка-
нях пациентов. Также этот метод ранее был предложен для 
определения статуса инактивации в ИПСК человека. В дан-
ной работе мы проанализировали состояние инактивации 
Х-хромосомы в  линии ИПСК человека стандартными ме-
тодами: экспрессия гена XIST, метилирование промотора 
XIST, модификации гистонов и др., а также по уровню ме-
тилирования гена AR  с  фрагментным анализом. Мы  вы-
яснили, что метилирование локуса AR  не  коррелируют 
с состоянием инактивации Х-хромосомы в женских ИПСК. 
Таким образом, мы предполагаем, что этот маркерный ген 
не может служить индикатором инактивации Х-хромосомы 
в женских линиях ИПСК человека.

Генетическая коррекция 
неонатального сахарного диабета 
для создания модели изучения 
заболевания

Александра Витальевна Панова1, 2, 
Наталья Владимировна Клементьева1, 
Анатолий Николаевич Тюльпаков1, 
Сергей Львович Киселёв2, 1

1 � НМИЦ эндокринологии Минздрава России, 
Москва, Россия;

2 � Институт общей генетики им. Н.И. Вавилова, 
Москва, Россия
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Дефекты гена инсулина (INS) являются одной из при-
чин возникновения сахарного диабета у  детей первого 
года жизни (неонатальный сахарный диабет). Мутации, 
приводящие к  гиперинсулинемии, как правило, гетеро-
зиготны. Причины возникновения абсолютного дефи-
цита инсулина при гетерозиготной мутации до  сих пор 
не  ясны. Несмотря на  наличие одного нормального ал-
леля гена инсулина, заболевание проявляется не просто 
сниженным уровнем инсулина в крови, а его абсолютным 
дефицитом. Результаты малочисленных работ по изуче-
нию последствий мутаций гена INS, проведенных в основ-
ном на мышах и клеток линии НЕК293, противоречивы 
и  не  всегда отражают процессы патогенеза в  поджелу-
дочной железе человека. Понимание причин и механиз-
мов развития заболевания поможет выбрать оптималь-
ный подход для прогноза и терапии заболевания.

Для создания модели заболевания мы  получили 
индуцированные плюрипотентные стволовые клетки 
(ИПСК) путём репрограммирования фибробластов кожи 
пациента с диагнозом неонатальный диабет с гетерози-
готной мутацией c.188-31  G>A  в  гене инсулина (INS). 
Полученные ИПСК были охарактеризованы на маркеры 
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плюрипотентности, возможности дифференцировать-
ся в клетки трёх зародышевых листков и наличие мута-
ции. Далее, применяя технологию геномного редакти-
рования с  использованием CRISPR-Cas9, в  полученных 
ИПСК была исправлена гетерозиготная мутация в  гене 
инсулина, и  получена система двух изогенных линий: 
с  мутацией и  без. Клеточные линии были дифференци-
рованы в  энтодермальном направлении с  целью полу-
чения инсулин-продуцирующих клеток поджелудочной 
железы. Полученные клетки экспрессировали маркеры 
предшественников клеток поджелудочной железы PDX1, 
NKX6.1, NEUROG3, а также инсулин и глюкагон.

В  дальнейшем планируется отработка протокола 
дифференцировки и получение зрелых инсулин-продуци-
рующих β-клеток и подтверждение исправления мутации 
на уровне РНК и белка в полученной изогенной системе, 
что позволит изучить механизм патогенеза заболева-
ния на молекулярном и клеточном уровне, и разработать 
фармакологические или клеточные подходы по персона-
лизированной терапии моногенного сахарного диабета.

Содержание билирубина 
в стекловидном теле глаза человека 
в пренатальном развитии

Ина Георгиевна Панова1, Юлия Вячеславовна 
Сухова2, Александр Сергеевич Татиколов3, 
Римма Алексеевна Полтавцева2, Татьяна 
Юрьевна Иванец2, Геннадий Тихонович Сухих2

1 � Институт биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН, 
Москва, Россия;

2 � Научный центр акушерства, гинекологии 
и перинатологии им. В.И. Кулакова, Москва, Россия;

3 � Институт биохимической физики им. Н.М. Эмануэля 
РАН, Москва, Россия

pinag@mail.ru

Введение. Стекловидное тело (СТ) является внутрен-
ней средой (внеклеточным матриксом) глаза позвоноч-
ных и  расположено между сетчаткой и  хрусталиком. 
Главными компонентами СТ являются гиалуроновая кис-
лота и коллаген, а также белки, аминокислоты, электро-
литы, аскорбиновая кислота, биологически активные 
молекулы. СТ  осуществляет транспорт метаболитов 
к  внутренним частям глаза для поддержания их  жизне-
деятельности и  функции, в  особенности хрусталика, ко-
торый полностью лишен кровеносных сосудов. Особый 
интерес представляет молекулярный состав СТ в период 
раннего пренатального развития, что связано с  актив-
ным морфогенезом и  биохимическими изменениями 
качественного и количественного состава его компонен-
тов. Важнейшей характеристикой СТ в раннем развитии 
является регрессия гиалоидных сосудов. Мы  предполо-
жили, что гибнущие эритроциты могут быть источником 
билирубина в  СТ, что определило цель настоящего ис-
следования — провести анализ на присутствие в разви-
вающемся СТ билирубина.

Материал и  методы. Исследовали СТ  глаз плодов 
человека с 17 по 31 нед., полученных на аутопсии по ме-
дицинским показаниям. Возраст плодов соответствует 
срокам, установленным врачом-акушером. Образцы 
СТ  центрифугировали при 12500  об/мин, eppendorf 
centrifuge 5417R, 4°C, 30 мин. Содержание билирубина 
в супернатантах СТ измеряли на клиническом биохими-
ческом анализаторе BA-400 (BioSystems S.A., Испания).

Результаты. Измерения с  17  по  31  нед показало 
присутствие билирубина в  СТ  на  всех исследованных 

стадиях. С 17 по 19 нед концентрация билирубина в сред-
нем составляла 8.67 mmol/L, что в 6,3 раза превышало 
концентрацию с 20 по 31 нед., которая составляла в этот 
период в среднем 1.37 mmol/L.

Вывод. Содержание билирубина в  СТ  не  противо-
речит нашему предположению о возможной связи с ре-
грессией гиалоидных сосудов и  гибелью эритроцитов. 
Образовавшийся билирубин, по  всей вероятности, свя-
зывается с альбумином СТ и, обладая свойствами анти-
оксиданта, наряду с другими антиоксидантами предохра-
няет СТ, сетчатку и хрусталик от свободно-радикальных 
процессов, обусловленных кислородом из  гиалоидных 
сосудов.

Работа проведена в рамках Госзадания № 0108-2019-
0005 (ИБР РАН) и № 001201253314 (ИБХФ РАН).

Катехоламины в тканях глаза 
в пренатальном развитии человека

Ина Георгиевна Панова1, Мария Дмитриевна 
Чибирева1, Римма Алексеевна Полтавцева2

1 � Институт биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН, 
Москва, Россия;

2 � Научный центр акушерства, гинекологии 
и перинатологии им. В.И. Кулакова, Москва, Россия

pinag@mail.ru

Введение. Катехоламины участвуют в  метаболиз-
ме различных органов и  тканей. Они являются нейро-
трансмиттерами, широко распределены в  организме 
и играют важную роль в центральной нервной системе. 
Взаимодействие между нейротрансмиттером и  рецеп-
тором является одним из  главных путей коммуникации 
нейронов. Физиологические эффекты катехоламинов 
обусловлены их способностью связываться со специфи-
ческими рецепторами, расположенными на  мембране 
эффекторных клеток. Катехоламины дофамин (ДА), но-
радреналин (НА), адреналин (А) хорошо исследованы 
в сетчатке глаза взрослых млекопитающих. ДА и А свя-
заны с  амакриновыми нейронами, которые участвуют 
в зрительном процессе. ДА участвует в перестройке сет-
чатки из состояния темновой адаптации в состояние све-
товой адаптации. НА связан с симпатическими нервами, 
которые иннервируют сосуды сетчатки. Представляет 
интерес исследовать катехоламины в сетчатке и других 
тканях глаза в пренатальном развитии человека.

Целью работы было провести анализ тканей глаза 
человека в пренатальном развитии на присутствие в них 
катехоламинов.

Материал и  методы. Катехоламины ДА, НА, 
А и их предшественник — аминокислоту ДОФА определя-
ли в тканях глаза у 17 и 18 нед. плодов методом ВЭЖХ. 
Измерения проводили в сетчатке, ретинальном пигмент-
ном эпителии (РПЭ), в радужке+цилиарное тело, хруста-
лике, стекловидном теле и роговице.

Результаты. У  17  и  18  нед. плодов человека в  сет-
чатке, РПЭ, стекловидном теле и  роговице были обна-
ружены ДА, НА, А  и Д ОФА. В  радужке+цилиарное тело 
были обнаружены ДА, НА и ДОФА. В хрусталике присут-
ствовали ДА и ДОФА. Вывод. На исследованных стадиях 
продолжается рост и  и  дифференцировка структур гла-
за. В  сетчатке продолжается процесс дифференциров-
ки нейронов, рост аксонов, формирование синаптиче-
ских связей. Продолжается рост ретинальных сосудов. 
РПЭ обеспечивает стабильность и  питание сетчатке. 
Стекловидное тело участвует в  метаболизме сетчатки 
и  хрусталика. В  цилиарном теле увеличивается глубина 
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складок цилиарных отростков и  формируется строма. 
Продолжается дифференцировка радужки, хрусталика 
и  роговицы. Катехоламины, которые были обнаружены 
в этих тканях, являются необходимым компонентом для 
установления морфофункциональных связей в  разви-
вающейся сетчатке и  в  других исследованных структу-
рах глаза. Известно также, что катехоламины обладают 
антиоксидантными свойствами и таким образом обеспе-
чивают необходимую защиту как нейронам сетчатки, так 
и клеткам других тканей развивающегося глаза.

Работа проведена в  рамках Госзадания 
№ 0108-2019-0005.

Возможный путь регенерации 
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Гидроцефалия  — патологическое состояние, сопро-
вождающееся избыточным скоплением церебральной 
жидкости в желудочках головного мозга, обусловленное 
дисбалансом между продукцией ликвора и  его резорб-
цией, вызывающим расширение желудочковой систе-
мы и  компрессию мозгового вещества. Среди причин 
числятся травматическое повреждение мозга, нейроин-
фекции, опухоли головного мозга. Этиология идиопати-
ческой нормотензивной гидроцефалии (иНТГ), при ко-
торой развивается триада Хакима–Адамса  (деменция, 
нарушение походки, тазовые расстройства), остается 
окончательно нераскрытой. С  целью уточнения диффе-
ренциальной диагностики с заболеваниями, имеющими 
сходные клинические признаки (вторичная НТГ, хрониче-
ская окклюзионная гидроцефалия, болезнь Паркинсона, 
болезнь Альцгеймера, и др. цереброваскулярные болез-
ни), исследовали ультраструктуру биоптатов мозга из пе-
ривентрикулярной зоны головного мозга, полученные 
в ходе вентрикулошунтирующей операции.

На  фоне общей пастозности вещества мозга, об-
условленной множеством расширенных отростков, 
диффузно расположенных в  нейропиле, обнаружены 
морфологические признаки нарушений гематоэнцефа-
лического барьера и  расширение межклеточного про-
странства. Среди нервных и глиальных клеток с различ-
ной степенью деструкции, от минимально проявленной 
до изменений дегенеративного характера, включая не-
кроз, аутолиз, апоптоз, наблюдали клетки с  «потерей» 
цитоплазмы на треть, половину, а иногда и полностью — 
до  «оголения» ядер при абсолютной их  морфологиче-
ской и, возможно, функциональной сохранности. Чаще 
среди них определялись олигодендроциты. При этом 
характер хроматина в  кариоплазме, его структуриро-
ванность, имел тенденцию перехода от гетерохромати-
новых конденсатов вблизи кариолеммы к  преоблада-
нию эухроматина. Такие ядра имели идеально округлую, 
редко овальную форму, в отличие от погибающих клеток 
с  извилистым контуром ядра. Не  редко встречали не-
большие клетки с  гомогенной кариоплазмой и  малым 
количеством цитоплазмы, содержащей единичные ор-
ганеллы (чаще всего мелкие митохондрии).

На  наш взгляд, это  — явление дедифференциров-
ки, «переформатирования» клеток нервной ткани путем 
«сбрасывания» деструктивно измененной цитоплазмы, 
сопровождающегося реструктуризацией хроматина, 
по-прежнему содержащего всю генетическую информа-
цию данного организма. Сигналы для вторичной диф-
ференцировки эти клетки получают при мембранных 
контактах от  соседних сохранных нейронов и/или гли-
альных клеток. Известны попытки экспериментального 
переформатирования клеток путем искусственной де-
дифференцировки с  целью генетической и  клеточной 
терапии. Наблюдаемый нами процесс — естественный и, 
по-видимому, носит адаптационный характер при иНТГ. 
Подтверждение и  изучение данного феномена требует 
дальнейших исследований.

Гомеобокс-содержащие белки 
Prep1 и Meis в клеточных процессах

Дмитрий Николаевич Пеньков1, Елена Викторовна 
Парфенова1, Всеволод Арсеньевич Ткачук1, 2

1 � НМИЦ кардиологии Минздрава России, Москва, 
Россия;

2 � Факультет фундаментальной медицины МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

dpenkov@yahoo.com

Транскрипционные факторы семейства TALE (Prep, 
Pbx, Meis) являются ключевыми регуляторами функцио-
нирования, роста и дифференцировки клеток.

Наряду с  исследованиями биохимических свойств 
этих факторов, нами была установлена роль Prep1, 
Meis1, Meis2, Pbx1, Pbx2  в  различных биологических 
процессах. С помощью ChIP-seq анализа были определе-
ны профили и сайты связывания TALE факторов с ДНК, 
установлены общие для различных клеток их гены-мише-
ни. Набор генов-мишеней позволил определить уникаль-
ные роли этих факторов в клеточных процессах.

Нами была изучена роль фактора Prep1 и Meis в адипо-
цитарной дифференцировке. Установлено, что Prep1 не-
обходим для поддержания мезенхимальных стромальных 
клеток в недифференцированном состоянии.

В  наших работах с  использованием ATAC-seq ана-
лиза было убедительно показано, что Prep1  обладает 
уникальной способностью связываться с  хроматином 
в «закрытой» конфигурации, т. е. выступать в роли «пи-
онерного» фактора. В  частности, в  клетках преадипо-
цитов приблизительно половина сайтов связывания 
Prep1 приходится на локусы, недоступные для прямого 
взаимодействия с  белками. Механизм этого связыва-
ния не  исследован, однако анализ сайтов связывания 
с ДНК говорит о взаимодействии Prep1 с дополнитель-
ными ДНК-связывающими белками, возможно, с обра-
зованием комплексов.

Наши недавние исследования показали, что Prep1 не-
обходим для процессов дифференцировки мезенхи-
мальных стромальных клеток (МСК). МСК представляют 
собой высокогетерогенную клеточную популяцию, в  ко-
торой отсутствуют молекулярные маркеры для иденти-
фикации суб-популяций стромальных стволовых клеток 
и  их  предшественников. С  использованием технологии 
RNA-seq одиночных клеток и МСК, полученных из кост-
ного мозга мышей с  пониженным уровнем экспрессии 
Prep1 (гипоморфных мышей), нами было показано, что 
Prep1  необходим для поддержания остеоген-специфи-
ческих МСК, так как в МСК из Prep1 гипоморфных мы-
шей количество этих клеток значительно уменьшено. 
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Исследования по ex vivo дифференцировке МСК в остео-
бласты подтверждают эти выводы. Биоинформационный 
анализ данных RNA-seq одиночных клеток позволил нам 
определить основные молекулярные пути с  участием 
Prep1 во время функционирования и дифференцировки 
клеток мезенхимальных стромальных клеток.

Таким образом, факторы TALE необходимы для про-
цессов дифференцировки клеток, а также для поддержа-
ния их в недифференцированном состоянии. Набор фак-
торов, а  также механизм их  действия в  этих процессах 
уникальны.

Данная работа была выполнена при поддержке гран-
та РФФИ 19-29-04112 мк.

Исследование эффективности 
действия алкоксиарилпроизводных 
имидазолина в качестве 
потенциальных ингибиторов белок-
белкового взаимодействия р53-МДМ2

Николай Викторович Первушин1, Даниил 
Романович Базанов2, Виктория Юрьевна 
Савицкая2, Лада Владимировна Аникина3, 
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Ингибирование белок-белкового взаимодействия 
р53-MDM2  является перспективным направлением 
в терапии онкологических заболеваний для элиминации 
опухолевых клеток, сохраняющих р53 дикого типа. Белок 
р53, обеспечивающий стабильность генома и генетиче-
скую однородность клеток, выполняет функцию онкосу-
прессора, активируясь под действием различных стрес-
совых стимулов, и  является важнейшим медиатором 
ареста клеточного цикла, старения и апоптоза. В норме 
в клетках наблюдается низкий уровень р53 за счет его 
постоянной протеасомной деградации под действием 
убиквитин-лигазы MDM2. Примером соединений, обе-
спечивающих эффективное блокирование взаимодей-
ствия MDM2 с р53 и ведущих к повышению концентра-
ции р53 в клетках, являются нутлины, представляющие 
собой имидазолиновые производные.

В  настоящей работе была исследована биологиче-
ская активность алкоксиарилпроизводных имидазолина 
как в  сравнении с  фрагментом молекулы нутлина (4-
Cl арилпроизводное), так и с полной молекулой нутлина-
3а. Молекулярный докинг показал, что орто- и парапро-
изводные имидазолина (4-МеО, 2,4-diMeO, 4-EtO) могут 
эффективно связываться с  белком MDM2  в  сайте, от-
вечающим за  взаимодействие c  р53. Исследования 
биологической активности проводились на  клеточных 
линиях аденокарциномы легкого А549 и колоректально-
го рака RKO при помощи методов вестерн-блот анализа 
и  проточной цитофлуориметрии. Наиболее эффективно 
на клетки линии А549 действовало 2,4-diMeO произво-
дное, увеличивая уровень р53 в 3.4 раза по сравнению 
с контролем, при этом остальные соединения также по-
казали максимальную эффективность при концентра-
ции 20  мкМ. Результаты на  линии RKO подтвердили 

эффективность действия 2,4-diMeO, обработка клеток 
которым вела к увеличению уровню р53 в 2.8 и 3.8 раза 
при концентрациях 10 и 20 мкМ, соответственно.

В  результате анализа клеточной гибели на  линии 
А549 было выявлено, что 4-МеО и 2,4-diMeO практиче-
ски не  стимулировали индукцию апоптоза или некроза 
в концентрациях вплоть до 80 мкМ, что аналогично дей-
ствию нутлина-3а, который вызывает апоптоз на  линии 
А549 только в сочетании с ДНК-повреждающими аген-
тами. Напротив, использование 4-EtO вело к значитель-
ной некротической гибели клеток в концентрациях свыше 
20 мкМ, что свидетельствовало об его неспецифической 
токсичности.

Таким образом, результаты исследования продемон-
стрировали наличие способности увеличивать уровень 
р53  в  опухолевых клетках у  алкоксиарилпроизводных 
имидазолина.

Работа поддержана грантами РНФ (17-75-20102) 
и РФФИ (17-03-01320).

Тканеспецифическое действие LMNA 
мутаций на сигнальный путь Notch 
в мезенхимных клетках человека 
в ходе остеогенной дифференцировки
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Ядерные ламины А типа участвуют во многих клеточ-
ных процессах благодаря своей способности взаимо-
действовать с  хроматином и  факторами транскрипции, 
и, таким образом, влиять на их свойства. Мутации в гене 
LMNA, кодирующего ламин A, приводят к развитию тяже-
лых наследственных заболеваний — ламинопатий, при ко-
торых повреждаются различные ткани мезенхимного про-
исхождения. Точечные мутации R527C и R471C в LMNA 
связаны с  развитием мандибулоакральной дисплазии, 
расстройством, характеризующимся выраженным нару-
шением остеогенной дифференцировки. Каким образом 
ламин А регулирует экспрессию генов и дифференциров-
ку клеток остается в  значительной степени не  изучено. 
Одним из  основных регуляторов, определяющих судьбу 
клеток в ходе эмбрионального развития и в постнаталь-
ный период, является сигнальный путь Notch.

Цель исследования заключалась в  изучении влия-
ния тканеспецифичных LMNA мутаций, связанных с ман-
дибулоакральной дисплазией, на  процесс остеогенной 
дифференцировки и активность сигнального пути Notch 
в клетках мезенхимного происхождения.

Были использованы лентивирусные конструкции, не-
сущие LMNA R527C и LMNA R471C мутации; исследо-
вано их  влияние на  активность сигнального пути Notch 
в четырех типах мезенхимных клеток человека (HUVEC, 
HCMC, HSMC и HAVIC) в процессе остеогенной диффе-
ренцировки. Сигнальный путь Notch активировали путем 
введения Notch-активированного домена (NICD) на лен-
тивирусном носителе. Оценку экспрессии остеогенных 
маркеров и ключевых Notch генов проводили с помощью 
ПЦР в режиме реального времени.
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Мы  наблюдали широкий диапазон уровней экспрес-
сии генов, связанных с Notch, между различными типа-
ми мезенхимных клеток, несущих LMNA R527C и LMNA 
R471C, при базовом уровне активности сигнального 
пути Notch (без введения NICD). Далее, мы  показали, 
что при активации Notch LMNA R527C оказывает стро-
го противоположный эффект в двух типах мезенхимных 
клетках (HCMC и  HAVIC) на  остеогенную дифференци-
ровку и активность Notch.

Таким образом, на основе полученных результатов 
можно сделать вывод о том, что действие LMNA R527C 
и  LMNA R471C мутаций на  сигнальный путь Notch 
носит строго тканеспецифичный характер. Наиболее 
яркий эффект данные мутации оказывают на  HCMC 
и  HAVIC. Изменчивость экспрессии Notch-зависимых 
генов и остеогенных маркеров способствует простран-
ственной регуляции взаимодействия ламина А  с  хро-
матином, что может являться значимым фактором 
в определении судьбы клеток.

Работа поддержана грантом РФФИ 19-015-00313.
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Цель. Оценить активность формирования и  морфо-
функциональную ценность опорных структур для ден-
тальных имплантатов после стимулированной трехмер-
ной реконструкции максиллярного челюстного гребня.

Материалы и методы. В исследование вошли 20 па-
циентов (12  муж., 8  жен.) в  возрасте от  57  до  78  лет; 
из  них, тестовая группа (ТГ)  — 11  человек, с  примене-
нием стромально-васкулярной фракции жировой тка-
ни (СВФ-ЖТ), контрольная группа (КГ)  — 9. Выполнено 
36  операций трехмерной реконструкции верхней челю-
сти (19 в ТГ; 17 в КГ), включающих латеральный синус-
лифтинг, вертикальную и  горизонтальную аугментацию 
гребня с  фиксированными кортикальными каркасами 
и  установкой через 4–6  месяцев 114  дентальных им-
плантатов (64 в ТГ; 50 в КГ). СВФ-ЖТ выделяли из липо-
аспирата ферментативным методом по протоколу выде-
ления клеток в лаборатории клеточных технологий.

Результаты. Подтвержден прямой антибактери-
альный эффект СВФ-ЖТ  (иммуномодулирование, 
ранняя реперфузия трансплантата): вероятность утра-
ты трансплантата при инфицировании (расхождение 
швов) в 7 раз ниже (ОР 0,143; 95%ДИ 0,022–0,922; 
р<0,05). Документировано превышение в  ТГ  объ-
ема новой опорной кости на  40% (р<0,001) на  счет 

более активного и  продуктивного остеогистогенеза. 
Относительная площадь витальной минерализован-
ной ткани в 1,7 раза больше в ТГ  (р<0,01), невиталь-
ной минерализованной ткани  — в  1,9  раза меньше 
в  ТГ  (р<0,01), имеется тенденция к  снижению коли-
чества зон фиброзного костного мозга со  статисти-
чески незначимой разницей с  КГ  в  7,3% (р>0,05). 
В  сроки до  5  лет риск потери дентального импланта-
та из-за  проблем с  опорной костью в  11  раз меньше 
в ТГ (ОР 0,099; 95%ДИ 0,013–0,761; р<0,05).

Заключение. Применение СВФ-ЖТ  повышает эф-
фективность реконструкции кости, значимо увеличи-
вая размеры альвеолярного гребня с  оптимальными 
морфологическими характеристиками, минимумом ос-
ложнений, обеспечивает долговременное функциони-
рование протетических реставраций с  опорой на  ден-
тальные имплантаты.

Влияние лимфоидной опухоли, 
не затрагивающей костный мозг, 
на мультипотентные мезенхимные 
стромальные клетки

Наталия Арнольдовна Петинати, Наталья 
Владимировна Сац, Нина Иосифовна 
Дризе, Николай Михайлович Капранов, 
Юлия Олеговна Давыдова, Екатерина 
Александровна Фастова, Аминат Умаросхабовна 
Магомедова, Сергей Кириллович Кравченко, 
Валерий Григорьевич Савченко

ФГБУ НМИЦ гематологии Минздрава России, 
Москва, Россия
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Наличие опухоли в  организме вызывает воспали-
тельный процесс. Воспаление связано с  релизом мно-
жества факторов, которые могут активировать клетки 
стромального микроокружения костного мозга (КМ) 
в  частности мультипотентные мезенхимные стромаль-
ные клетки (МСК), участвующие в  регуляции кроветво-
рения. У больных диффузной В клеточной крупноклеточ-
ной лимфомой (ДВККЛ) без вовлечения КМ  изменены 
основные свойства МСК. Показано, суммарная клеточ-
ная продукция МСК за 4 пассажа выше у пациентов, чем 
у доноров соответствующего возраста. В МСК больных 
повышена экспрессия FGF2, FGFR2, IL6, IL8  и  других 
генов. Было предположено, что в  плазме больных со-
держатся растворимые факторы влияющие на свойства 
МСК и их активацию у пациентов. Проверка этой гипоте-
зы стала целью данного исследования.

МСК 5  здоровых доноров (2  муж. /14  и  25  лет/ 
и  3  жен. /19, 34  и  40  лет/ культивировали 10  дней 
в  бессывороточной среде в  присутствии 5% плазмы 
5  здоровых доноров (1  муж. 34  года, 4  жен. /34, 40, 
59 и 66 лет/) и плазмы 11 больных ДБККЛ до и через 
месяц после окончания лечения. Анализировали экс-
прессию поверхностных маркеров(СУФ) и  относитель-
ный уровень экспрессии (ОУЭ) некоторых генов.

Показано, что добавление образцов плазмы влия-
ет на экспрессию поверхностных маркеров МСК (СУФ 
CD105 — снизился в 3 раза, CD146 — в 2 раза и СУФ 
CD54 (ICAM1), и  доля МСК, экспрессирующих эту мо-
лекулу адгезии для лимфоцитов, повысились в 2 раза) 
в МСК культивированных с плазмой больных по срав-
нению с  добавлением плазмы доноров. ОУЭ гена 
ICAM1 повысился, а генов PDGFRa и PDGFRb снизился. 
Изменения экспрессии РНК и  поверхностных белков 
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при культивировании МСК здоровых доноров с  плаз-
мой больных аналогичны изменениям в  МСК самих 
пациентов. Не  выявлено разницы между эффектами 
плазмы первичных больных и через месяц после окон-
чания лечения, за исключением повышения ОУЭ SDF1, 
отвечающего за  хоминг кроветворных клеток в  КМ, 
после лечения. МСК здоровых доноров-мужчин гораз-
до менее чувствительны к  плазме больных, чем МСК 
женщин. Возможно, это связано с возрастом доноров. 
Чем старше донор МСК, тем эти клетки более чувстви-
тельны к факторам секретируемым опухолью. Это под-
тверждается и тем, что ДБККЛ наиболее часто болеют 
люди пожилого возраста (медиана 53 года).

Таким образом, опухоль не  взаимодействуя непо-
средственно с МСК в КМ оказывает системное действие 
на  клетки поддерживающие и  регулирующие кроветво-
рение через растворимые факторы. Природа этих факто-
ров должна стать предметом дальнейшего изучения.

Разработка системы бисфосфонат-
октакальциевый фосфат для лечения 
опухолевых поражений костной 
ткани

Наталия Валерьевна Петракова1, Екатерина 
Алексеевна Кувшинова2, Ирина Константиновна 
Свиридова2, Ярослав Дмитриевич Шанский2, 
Наталья Сергеевна Сергеева2, Владимир 
Сергеевич Комлев1, Сергей Миронович Баринов1

1 � Институт металлургии и материаловедения РАН 
им. А.А. Байкова, Москва, Россия;

2 � Московский научно-исследовательский 
онкологический институт им. П.А. Герцена, Москва, 
Россия

petrakova.nv@mail.ru

Адресная доставка химиопрепаратов в зону опухоле-
вого поражения совместно с имплантацией остеопласти-
ческого материала служит одновременно для облегчения 
регенерации костной ткани и  подавления опухолевого 
роста в  зоне дефекта. Настоящая работа направлена 
на создание функционально-ориентированных материа-
лов на основе октакальциевого фосфата (ОКФ), биома-
териала нового поколения, обладающего высокой ско-
ростью резорбции и  остеокондуктивными свойствами. 
Высокоразвитая поверхность кристаллов ОКФ пластин-
чатой морфологии и  их  ориентация относительно друг 
друга, определяет высокие адсорбционные свойства 
составленных из него пористых керамических скэффол-
дов, предназначенных для остеопластики.

В настоящей работе в качестве лекарственного ком-
понента использовали препарат из  группы бисфосфо-
натов, золендроновую кислоту. Бисфосфонаты относят 
к  препаратам комплексного действия: антирезорптив-
ного, ингибирующего гиперактивность остеокластов при 
остеолитических процессах в  костной ткани, а  также  — 
прямого противоопухолевого, индуцирующего апоптоз 
опухолевых клеток. Эффективность лечения патологий 
костной ткани бисфосфонатами с химической точки зре-
ния обусловлена высокой степенью их связывания с кри-
сталлами фосфатов кальция. Наличие двух фосфоновых 
групп в  их  структуре обеспечивает химическое взаимо-
действие с  гидроксильными группами гидроксиапатита 
кости с образованием хелатных комплексов. Кроме это-
го, допирование бисфосфонатами костных имплантатов 
улучшает интеграцию материала с костной тканью реци-
пиента на границе дефекта.

В  результате проведенной работы получена функ-
ционализированная ОКФ-керамика препаратом 
из  группы бисфосфонатов, золедроновой кислотой, 
в  зависимости от  условий насыщения: концентрации 
растворов, кислотности среды, времени инкубации; 
исследована кинетика выхода препарата в модельную 
среду. Показано, что после выдержки ОКФ-керамики 
в  растворе золедроновой кислоты, на  ее  поверхности 
образуется новая фаза, отличающаяся по морфологии 
от исходной. Установлено, что высвобождение золедро-
новой кислоты из ОКФ происходило в незначительных 
количествах и связано лишь с процессами гидролиза/
растворения поверхностных слоев ОКФ при выдержке 
в модельном КФ буферном растворе.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 18-29-11052.

Распределение МСК в нервном 
стволе крысы-реципиента в ранние 
сроки после субпериневральной 
аллотрансплантации в поврежденный 
седалищный нерв

Елена Сергеевна Петрова1, Елена Николаевна 
Исаева2, Елена Андреевна Колос1, 
Дмитрий Эдуардович Коржевский1

1 � ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», 
Санкт-Петербург, Россия;

2 � ФГУП «Государственный научно-
исследовательский институт особо чистых 
биопрепаратов» ФМБА России, Санкт-Петербург, 
Россия

iemmorphol@yandex.ru

Мезенхимные стволовые клетки костного мозга 
(МСК) широко используются в  экспериментальных 
исследованиях в  области регенеративной медицины. 
Показано, что применение МСК может способствовать 
осуществлению репаративных процессов в  повреж-
денных органах и  тканях. Целью данного исследова-
ния явилось выяснение судьбы МСК костного мозга 
крысы после их  аллотрансплантации в  поврежденный 
седалищный нерв. МСК костного мозга крыс Вистар-
Киото были получены в ООО «Транстехнологии» (руко-
водитель к. б. н. Д.Г. Полынцев). Перед трансплантацией 
МСК культивировали и  метили бромдезоксиуридином 
(BrdU). Седалищные нервы взрослых крыс Вистар-
Киото (n=18) были повреждены в области верхней тре-
ти бедра путем наложения лигатуры в  течение 40  с. 
Суспензию меченных BrdU МСК вводили субперинев-
рально в нерв крысы-реципиента (5×104 клеток в 5 мкл 
на животное). Показано, что через 5–7 сут. после опе-
рации отдельные BrdU-содержащие МСК обнаружи-
ваются в  толще нерва, а  также в  его эпиневральной 
и периневральной оболочках. Вероятно, пересаженные 
в  эндоневрий клетки мигрируют во  внешние оболочки 
по  сосудам поврежденного нерва. В  соединительнот-
канной эпиневральной оболочке МСК локализуются 
вблизи кровеносных сосудов и  в  области жировой 
клетчатки. В  жировой клетчатке эпиневрия можно ви-
деть отдельные меченые BrdU адипоциты. Кроме того, 
оказалось, что часть пересаженных BrdU+ МСК транс-
дифференцируются в  клетки периневрия. Вероятно, 
этому способствует наличие в  составе периневрия 
таких белков внеклеточного матрикса, как ламинин, 
фибронектин, коллаген и  др. Выявление пересажен-
ных клеток в  эпи- и  периневрии послужило поводом 
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для сравнительного изучения оболочек в  двух группах 
экспериментальных животных: с  поврежденным не-
рвом и  нервом с  повреждением и  введением МСК. 
Измерение толщины периневральной и эпиневральной 
оболочек нерва-реципиента через три недели после 
операции показало, что клеточная терапия приводит 
к  увеличению их  толщины приблизительно в  полтора 
раза по сравнению с поврежденным нервом.

Функциональное состояние 
мезенхимных стволовых 
клеткок жировой ткани 
при их взаимодействии 
с тонкоплёночными носителями 
на основе полисахаридов

Сергей Владимирович Пинчук1, Ирина Борисовна 
Василевич1, Александр Николаевич Красковский2, 
Ксения Сергеевна Гилевская2, Владимир Енокович 
Агабеков2, Игорь Дмитриевич Волотовский1

1 � Институт биофизики и клеточной инженерии НАН 
Беларуси, Минск, Беларусь;

2 � Институт химии новых материалов НАН Беларуси, 
Минск, Беларусь

pinchuksv@mail.ru

Актуальной задачей регенеративной медицины явля-
ется создание тканеинженерных конструкций на основе 
мезенхимальных стволовых клеток (МСК), для восста-
новления поврежденных тканей и органов человека, что 
обуславливает необходимость поиска биосовместимых 
соединений, выполняющих роль матрицы-носителя для 
клеточного компонента. Целью данного исследования 
являлось изучение адгезии, жизнеспособности, вну-
триклеточного содержания активных форм кислорода 
(АФК), иммунофенотипа МСК из  жировой ткани че-
ловека при их  взаимодействии с  4  бислойными плен-
ками, содержащими в  качестве поликатиона хитозан 
или полиэтиленимин (ПЭИ), а  в  качестве полианиона  — 
пектин цитрусовый, сульфатированный декстран или 
карбоксиметилцеллюлозу.

Проведенные исследования показали, что МСК эф-
фективно адгезируют на  поверхности тонкопленочных 
носителей, в которых в роли поликатиона использовал-
ся хитозан, а на поверхности ПЭИ содержащих пленок 
способность клеток к  адгезии снижается. Критерием 
эффективности адгезии МСК служило наличие в куль-
туре клеток фибробластоподобной формы через сут-
ки после культивирования на  носителях. Так на  хито-
зан-содержащих пленках МСК были представленны 
клетками, имеющими фибробластоподобную форму, 
тогда как в случае ПЭИ в культуре преобладали клетки 
округлой формы. Окрашивание флуоресцеин диацета-
том и  пропидиум иодидом через 5  суток культивиро-
вания показало низкое содержание в  культуре клеток 
в  состоянии некроза (3–5%) на  хитозан-содержа-
щих пленках и  значительно более высокое (40–80%) 
на  ПЭИ-содержащих. Установлено, что после инкуба-
ции МСК (2  ч) на  поверхности носителей, к  которым 
они проявляют сниженную способность к  адгезии 
(ПЭИ-содержащие пленки) в  клетках регистрируется 
более высокая интенсивность флуоресценции зонда 
5-(-6)-хлорометил-2',7'-дихлородигидрофлуоресцеин 
диацетата по сравнению с хитозан-содержащими плен-
ками. Это свидетельствует о росте в клетках содержа-
ния АФК, что может лежать в  основе низкой адгезии 
и жизнеспособности МСК на данных носителях. Однако 

добавление в  среду инкубации антиоксидантов (эмок-
сипин, кверцетин) не  влияло на  адгезию МСК, что по-
зволяет предполагать отсутствие токсического влияния 
ПЭИ-содержащих носителей на  клетки. Кроме этого 
установлено снижение экспрессии CD13, CD29, CD44, 
CD73, CD90 и увеличение CD34 в МСК после культи-
вирования на ПЭИ-содержащих пленках (1 сутки). Это 
указывает на изменение в МСК состава поверхностных 
белков и, вероятно, является результатом реакции кле-
ток на дефицит субстрата для рецепторов адгезии.

Экспериментальная модель для 
лечения повреждений верхних 
дыхательных путей с использованием 
тканеинженерных материалов
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Цель: разработать экспериментальную модель для 
изучения регенерации слизистой оболочки трахеи в  ус-
ловиях минимально инвазивной методики фиксации 
тканеинженерного матрикса на  поврежденном участке 
трахеи и бронхов.

Материалы и методы. Данная работа проводилась 
в два этапа. На первом этапе животной моделью явля-
лись кролики породы Chichilla весом около 4  кг. Было 
сформировано 5  групп с  различными типами опера-
тивных вмешательств. 1  группа  — реваскуляризация 
трахеи, частично по  методу Hardillo и  соавт. (2001). 
2  группа  — нанесение дефекта слизистой оболочки 
и подслизистой основы трахеи (половина длины окруж-
ности трахеи в  ширину, 1,5  см  в  глубину); 3  группа  — 
закрытие дефекта путем подшивания матрикса на  ос-
нове хитозана и  коллагена с  расширенным доступом 
в  трахею; 4  группа  — фиксация матрикса в  просвете 
трахеи при помощи сосудистого стента. На втором эта-
пе в  качестве животной модели использовали свиней 
породы Sus scrofa domesticus. Сначала формировали 
посттравматическую стриктуру левого главного брон-
ха путем формирования дефекта слизистой оболочки, 
включая надхрящницу. Затем формировался дефект 
слизистой оболочки, который покрывался тканеинже-
нерным матриксом и фиксировался с помощью нитино-
лового стента. Все операции выполнены бронхоскопи-
чески в  условиях общей анестезии с  использованием 
искусственной вентиляции легких.
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Результаты. Для кроликов критический дефект со-
ставляет не менее 1,5 см в длину и не менее 50% окруж-
ности трахеи. Оптимальный метод фиксации матрикса 
на месте дефекта — стент. Он плотно прилежит к стенке 
трахеи и  препятствует образованию экссудата между 
дефектом и матриксом, что способствует регенерации. 
Микроскопически — множественные зоны, где уже на-
чалась регенерация подслизистого слоя, по  краям де-
фекта видна регенерация эпителия. Использование 
бронхоскопической методики снижает травматичность 
данного вмешательства, уменьшает продолжитель-
ность послеоперационного периода и обеспечивает бо-
лее быстрое восстановление.

Выводы. Предложенная экспериментальная модель 
позволяет моделировать различные повреждения верх-
них дыхательных путей и способы их лечения. Фиксация 
матрикса в просвете трахеи с помощью стента — наибо-
лее оптимальный метод, осуществимый бронхоскопиче-
ски. Данная методика потенциально прим.ма в других по-
лых органах и структурах при правильном подборе стента 
и синтетического материала.

Морфофункциольная характеристика 
лимбальных стволовых клеток 
кролика in vitro
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Лимбальная недостаточность (ЛН) — серьёзное за-
болевание, которое приводит к  потере прозрачности 
роговицы (её воспалению, васкуляризации и возникно-
вению бельма). Лимбальные стволовые клетки (ЛСК) — 
пул восстановления эпителия роговицы  — располо-
жены в  складках лимба, который является границей 
между конъюнктивой и  роговицей. При потере функ-
циональности ЛСК развивается ЛН. Консервативные 
методы лечения не всегда помогают добиться восста-
новления функции роговицы. Таким образом, одной 
из  актуальных задач регенеративной офтальмологии 
на  данный момент является разработка биомедицин-
ского клеточного продукта (БМКП) на основе ЛСК. При 
клиническом использовании БМКП требуется иденти-
фикация используемой клеточной линии. Основным 
вопросом этой работы стало выделение и  исследова-
ние культуры ЛСК кролика.

Полученная популяция изначально имела смешанный 
фенотип — была представлена клетками как эпителиаль-
ного, так и  мезенхимного типов, но  в  ходе культивиро-
вания постепенно приобрела гомогенный мезенхимный 
состав. Мы  показали, что выделенная культура ЛСК 
способна к  дифференцировке в  остеогенном и  хондро-
генном и  эпителиальном направлениях. Было показано 
наличие экспрессии как стволовых маркеров в культуре 
ЛСК, так и эпителиальных — цитокератинов. Полученные 
данные в  совокупности позволяют предположить, что 
культура ЛСК в ходе пассажей претерпевает изменения, 
описанные в  литературе как частичный эпителиально-
мезенхимальный переход (ЭМП).

Применение вирусных векторов для 
изучения нейрогенеза у животных 
in vivo
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Нейрогенез активно изучается как эндогенный про-
цесс регенерации при ряде заболеваний мозга, таких 
как ишемия головного мозга, рассеянный склероз, 
болезнь Паркинсона и  др. Возможность терапевтиче-
ского восстановительного воздействия на пораженные 
заболеванием участки мозга напрямую зависит от по-
нимания биологии клеток, участвующих в нейрогенезе, 
но их изучение in vivo затруднено. Сравнительно недав-
но описан метод неинвазивного изучения нейрогенеза 
на  животных in  vivo посредством маркирования кле-
ток, определяющих нейрогенез,  — предшественников 
нейронов, векторами, несущими трансген ферритина, 
в  результате чего нейрогенез может быть визуализи-
рован при помощи МРТ. В данном исследовании были 
проверены на  эффективность трансфекции in  vivo 
на  здоровых крысах линии SD  несколько векторов 
на  основе лентивируса (LV) и  аденоассоциированного 
вируса (AAV). Вектор на основе LV включал два транс-
гена под контролем промотора даблкортина (DCX), 
специфического для предшетственников нейронов: 
последовательность тяжелой цепи человеческого фер-
ритина и  зеленого фллуоресцентного белка (GFP). Так 
же тестировали два вектора на основе AAV с разными 
трансгенами — с GFP под промотором DCX и с FerrH так 
же подпромотором DCX. Векторы вводили путем стере-
отаксических инъекций в нейрогенную субвентрикуляр-
ную зону вблизи боковых желудочков головного мозга. 
В  контралатеральное полушарие, которое использо-
вали в качестве контроля, вводили фосфатный буфер. 
На третьи сутки после инъекции анализировали срезы, 
окрашенные методом флуоресцентной ИГХ с  анти-
телами к  DCX и  FerrH. Эффективность трансфекции 
молодых нейроновопределяли как процент площади 
колокализации сигналов DCX и  трансгенов этих век-
торов  — GFP или FerrH относительно DCX-позитивной 
площади в нейрогенной зоне вблизи боковых желудоч-
ков. Предварительные результаты показали незначи-
тельные различия в эффективности трансфекции меж-
ду опытным (35%) и  контрольным полушарием (28%) 
у животных, инъектированных обоими типами векторов 
на основе AAV. В то же время у животных с инъекцией 
векторов на основе LV трансфекция молодых нейронов 
вдвое выше в опытном полушарии (86%) по сравнению 
с  контрольным (41%). Вероятно менее интенсивное 
распространение вектора на  основе LV  связано с  им-
мунным ответом, давления которого не  испытывают 
векторы AAV. Протестированные векторные конструк-
ции могут быть использованы в дальнейшем для иссле-
дования нейрогенеза in vivo у животных.

Работа выполнена при поддержке РНФ грант 
№ 18-15-00229.



184 МАТЕРИАЛЫ IV Национального конгресса по регенеративной медицине

Гены & Клетки  XIV, Приложение, 2019

Изменения в функциях митохондрий, 
продукции АФК и терапевтической 
эффективности ММСК при старении
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Возрастная структура заболеваемости для многих 
социально-значимых патологий предполагает лече-
ние прежде всего пожилых пациентов. Используемые 
в этом случае терапевтические подходы должны учиты-
вать особенности физиологии возрастных пациентов. 
Это напрямую касается и клеточных технологий, в част-
ности наиболее часто используемых для терапии ауто-
логичных мезенхимальные мультипотентных стромаль-
ных клеток (ММСК).

Целью работы было изучение функциональных осо-
бенностей старых ММСК, в первую очередь относящихся 
к энергетическому метаболизму, функционированию ми-
тохондрий и развитию окислительного стресса.

Эксперименты проводили на  клетках, полученных 
из костного мозга эмбрионов крыс и взрослых животных 
(16–18 мес.). Полученные на животных закономерности 
затем проверялись на ММСК человека, полученных из пе-
ринатальных тканей и у взрослых людей. В клетках ана-
лизировали продукцию активных форм кислорода (АФК), 
количество митохондрий и величину митохондриального 
трансмембранного потенциала, скорость пролиферации 
и  проявления признаков клеточного сенесценса. Одним 
из  ключевых проанализированных параметров была те-
рапевтическая эффективность ММСК из доноров разно-
го возраста, которую изучали при введении животным по-
сле моделирования у них черепно-мозговой травмы.

Мы  показали, что ММСК от  взрослых животных 
имеют более низкую скорость пролиферации, чем фе-
тальные ММСК, а  также повышенную продукцию АФК. 
Причем повышенная продукция АФК происходит в  ос-
новном в  митохондриях, что доказано применением 
специфического зонда MitoSOX. Это указывает на  воз-
можность повреждения митохондрий стволовых клеток 
по мере их старения.

Обнаружена аккумуляция в ММСК маркера клеточно-
го старения липофусцина и  ассоциированной со  старе-
нием β-галактозидазы. Важно, что еще более выражен-
ным накопление этих маркеров было при длительном 
(более 8 пассажей) культивировании ММСК.

Выявлено, что клетки от взрослых животных облада-
ли значительно меньшей нейропротекторной эффектив-
ностью по  сравнению с  молодыми ММСК в  модели че-
репно-мозговой травмы.

Таким образом, мы показали, что у ММСК из взрос-
лых доноров наблюдается ряд негативных физиологиче-
ских изменений, которые могут серьезно ограничивать 
применение аутологичных ММСК для клеточных техно-
логий у возрастных пациентов.

Работа поддержана грантом Президента 
РФ МД-2065.2018.4.

Эффект эритропоэтина на функцио-
нальную активность клеток костного 
мозга пациентов с ибс, которым 
проводилась трансмиокардиальная 
лазерная реваскуляризация 
в сочетании с имплантацией прекон-
диционированных эритропоэтином 
клеток аутологичного костного мозга

Ольга Владимировна Повещенко1, 2, Мария 
Александровна Суровцева1, 2, Александр 
Петрович Лыков1, 2, Ирина Иннокентьевна Ким1, 2, 
Наталья Анатольевна Бондаренко1, 2, Евгения 
Викторовна Янкайте1, Александр Михайлович 
Чернявский2, Алексей Вячеславович Фомичев2

1 � НИИКЭЛ филиал ФИЦ Институт цитологии 
и генетики СО РАН, Новосибирск, Россия;

2 � НМИЦ им. Е.Н. Мешалкина Минздрава России, 
Новосибирск, Россия

poveschenkoov@yandex.ru

Функциональная активность трансплантированных 
клеток зависит от влияния на них биологически активных 
веществ, как продуцируемых резидентными клетками 
в  области образования новых сосудов, так и  клетками, 
участвующими в  неоваскулогенезе.. Известно, что эри-
тропоэтин способен влиять на различные типы клеток.

Цель работы: исследование паракринного взаимов-
лияния биологически активных веществ, секретируемых 
в  культуральную среду эндотелиальных клеток и  моно-
нуклеарных клеток костного мозга (МНК-КМ) пациентов 
с ИБС. Оценивали пролиферацию и миграцию клеток в ре-
жиме реального времени на приборе xCELLigence System. 
Для сравнительного исследования при культивировании 
использовали VEGF и Epo. Показано, что паракринные сти-
мулы кондиционной среды от клеток EA.hy 926 (клетки эн-
дотелиоцитов артерий) не оказывают влияния на пролифе-
ративный потенциал МНК-КМ. В тоже время, кондиционная 
среда от клеток EA.hy 926 усиливает пролиферацию МНК-
КМ, подвергшихся преинкубации с эритропоэтином. Кроме 
этого, кондиционные среды от МНК-КМ после прекондици-
онирования с эритропоэтином приводят к значимому уси-
лению миграции клеток EA.hy926 в направление к градиен-
ту плотности ростовых факторов. Прекондиционирование 
с  эритропоэтином способствует значимому усилению 
продукции МНК-КМ  эритропоэтина и  снижению уровней 
продукции PDGF, и  не  оказывает существенного влияния 
на продукцию IL-1b, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, IGF, TGF-β, NO. 
Таким образом, МНК-КМ и эндотелиальные клетки оказы-
вают взаимовлияние, а обработка клеток эритропоэтином 
способствует повышению функционального состояния 
суммарного секреторного продукта МНК-КМ пациентов.

Молекулярно-генетические 
механизмы регуляции 
функциональной активности ММСК 
in vitro при физиологической 
гипоксии
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Мультипотентные мезенхимальные стромальные 
клетки (ММСК)  — один из  наиболее востребованных 
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и  давно применяемых в  регенеративной медицине ин-
струментов клеточной терапии. Тем не менее, их биоло-
гия до сих пор активно изучается. Ранее нами было пока-
зано, что снижение содержания О2 в среде роста клеток 
in vitro до физиологических 5% с одновременным внесе-
нием фактора роста bFGF приводит к  повышению про-
лиферативной активности и  жизнеспособности ММСК 
с сохранением их мультипотентности. Кроме того, было 
обнаружено, что добавленный в  ростовую среду bFGF 
активирует на фоне физиологической гипоксии различ-
ные синтетические процессы, стабилизируя метаболизм 
ММСК и способствуя адаптации клеток к низким концен-
трациям кислорода. Установлено, что адаптационные 
реакции ММСК на низкие концентрации О2 связаны с ги-
поксией-индуцируемым фактором HIF1 и белком транс-
портером порфириновых пигментов ABCG2.

Целью работы явилось изучение влияния 5% 
О2  и  фактора bFGF на  уровень метилирования ДНК 
промоторов генов Hif1-α  и  Abcg2  в  ММСК. Клетки по-
лучали из  жировой ткани человека (с  информирован-
ного согласия пациентов) и  культивировали до  2  пас-
сажа в  стандартных условиях (5% СО2, 21% О2, 37°С) 
в питательной среде α-МЕМ с 10% фетальной бычьей 
сыворотки, на  3  пассаже ММСК помещали в  гипокси-
ческие условия (5% СО2, 5% О2, 90% N2, 37°С) и куль-
тивировали в питательной среде того же состава в тече-
ние 3  сут. Для исследования экспрессии генов белков 
HIF1-α и ABCG2 использовали ПЦР в реальном време-
ни, для определения уровня метилирования ДНК — ме-
тод бисульфитного секвенирования.

Выявлено, что при 5% О2 экспрессия генов кислород-
зависимой α-субъединицы белка HIF1 и белка ABCG2 по-
вышается, в т. ч. за счет снижения уровня метилирования 
ДНК их промоторных участков. При этом уровень мети-
лирования регулируется и  внесением в  ростовую среду 
bFGF. Независимо от содержания О2 в среде bFGF снижа-
ет уровень метилирования ДНК промоторов генов Hif1-α, 
Abcg2, что приводит к повышению их экспрессии.

Полученные данные свидетельствуют о важной роли 
метилирования ДНК в определении функциональной ак-
тивности ММСК в условиях культуры при физиологиче-
ской гипоксии и в присутствии фактора bFGF.
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и домитора на ткань головного 
мозга экспериментальных животных 
в модельной системе in vivo
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Существующая схема лечения глиобластомы вклю-
чает в  себя курс адъювантной радиохимиотерапии, при 
этом средняя продолжительность жизни составляет 
15  месяцев. Для повышения эффективности лечения 
необходимы новые методы радиотерапии, которые 
на  начальных этапах изучаются в  экспериментальных 
моделях in  vivo. Облучение экспериментальных живот-
ных невозможно провести без применения анестетиков. 
Один из важных моментов, возникающих при этом, какое 

влияние оказывает усыпление на исследуемые в экспе-
рименте параметры. В данной работе мы изучали влия-
ние комбинации препаратов домитор и золетил на такие 
ключевые компоненты внеклеточного матрикса ткани 
головного мозга как протеогликаны (ПГ).

Исследование проводили на  модели эксперимен-
тальных животных in  vivo (2-месячные самцы мышей 
C57BL/6). Животных усыпляли с использованием ком-
бинации препаратов Золетил и Д омитор три раза с  ин-
тервалом 24 часа. Уровень экспрессии ПГ (синдекан-1, 
глипикан-1, перлекан, версикан, бревикан, CSPG4/NG2, 
CD44, декорин, бигликан и нейрокан) в коре и подкорке 
головного мозга определяли методом ОТ-ПЦР в  реаль-
ном времени через 24, 48 и 72 часа после усыпления.

Было показано, что использование анестетиков 
приводило к  изменению уровня экспрессии большин-
ства протеогликанов внеклеточного матрикса ткани 
головного мозга. В коре происходило увеличение уров-
ней экспрессии синдекана-1 (в  1,5–2,5  раза) и  бигли-
кана (в  1,5–2  раза) и  снижение уровней экспрессии 
перлекана (в  1,5–2,5  раза), версикана (в  1,5–5  раз), 
CSPG4/NG2 (в  1,5–10  раз), CD44 (в  10–30  раз), де-
корина (в 1,5–3 раза) и нейрокана (в 1,5–4 раза), при 
этом транскрипционная активность глипикана-1 и бре-
викана не  изменялась. В  тканях внекорковых структур 
головного мозга применение анестезии вызывало сни-
жение экспрессии синдекана-1 (в  3–10  раз), перлека-
на (в  1,5–2  раза), бревикана (в  1,5–3  раза), CSPG4/
NG2 (в 1,5–5 раз), бигликана (в 1,5 раза) и нейрокана 
(в 2,5–4 раза), а транскрипционная активность глипика-
на-1, версикана, CD44 и декорина не изменялась. При 
этом тенденции к восстановлению уровней экспрессии 
ПГ  за  наблюдаемый промежуток времени не  наблю-
далось  — вызванные эффекты были видны уже через 
24 часа и через трое суток эффект только усугублялся.

Таким образом, при проведении исследований в экс-
периментальных моделях in  vivo необходимо учитывать, 
что усыпление животных может оказывать эффект на ис-
следуемые параметры.

Исследование выполнено за счет гранта РФФИ (про-
ект № 18-29-01036/18), Цидулко А.Ю. поддержана 
стипендией Президента РФ (СП-5435.2018.4).

Влияние аллогенных и ксеногенных 
мультипотентных мезенхимальных 
стромальных и нейральных 
стволовых и прогениторных 
клеток на восстановление 
неврологического дефицита у крыс 
после моделирования ишемического 
повреждения головного мозга

Римма Алексеевна Полтавцева1, 
Денис Николаевич Силачев1, 2

1 � ФГБУ «Национальный медицинский 
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и перинатологии им. В.И. Кулакова» Минздрава 
России, Москва, Россия;

2 � Научно-исследовательский институт физико-
химической биологии им. А.Н. Белозерского 
Московского государственного университета 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

rimpol@mail.ru

Ишемия головного мозга — патологическое состо-
яние, развивающееся на  фоне нарушения мозгового 
кровообращения, является одной из основных причин 
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инвалидизации населения во всем мире. Данная пато-
логия до  настоящего времени не  имеет эффективных 
методов лечения, поэтому поиск эффективных методов 
лечения ишемии головного мозга чрезвычайно актуа-
лен. Целью настоящей работы было изучение влияния 
трансплантации мультипотентных мезенхимальных 
стромальных клеток (ММСК), полученных из  кост-
ного мозга плода человека (ММСКч) и  ММСК крысы 
(ММСКкр), а  также нейральных стволовых и  прогени-
торных клеток (НСПК) плода человека (НСПКч) и НСПК 
крысы ( НСПКкр) на выживание, а также устранение не-
врологических нарушений и выраженности патологиче-
ских изменений в головном мозге. Исследования были 
выполнены на крысах с односторонним повреждением 
сенсомоторной коры методом фотоиндуцированного 
тромбоза сосудов головного мозга, которое приво-
дило к образованию фокального очага ишемического 
повреждения коры головного мозга. Трансплантацию 
клеток проводили через сутки после моделирования 
ишемии. Неврологический статус животных оценивали 
до  индукции ишемии головного мозга, а  так же  на  7, 
14  и  21  день после ишемии. Нейровизуализацию 
проводили при помощи магнитно- резонансной то-
мографии. Показали, что трансплантация всех типов 
клеток, как аллогенных, так и ксеногенных способство-
вала снижению смертности, уменьшению объёма по-
вреждения и  снижению неврологического дефицита. 
Выраженность эффекта напрямую зависела от  типа 
трансплантированных клеток, максимальное снижение 
смертности было отмечено у крыс после транспланта-
ции НСПКкр, введение ММСКч и НСПКч в большей сте-
пени способствовало снижению объёма повреждений, 
неврологический дефицит был менее выражен у крыс 
после трансплантации НСПКч и ММСКкр.

Технология получения 
и морфофункциональный 
анализ тканеспецифического 
каркаса из фрагмента донорской 
поджелудочной железы

Анна Сергеевна Пономарева, Людмила 
Анфилофьевна Кирсанова, Юлия Борисовна 
Басок, Игорь Александрович Милосердов, 
Виктор Иванович Севастьянов

ФГБУ «НМИЦ трансплантологии и искусственных 
органов им. В.И. Шумакова» Минздрава России, 
Москва, Россия

a.s.ponomareva@gmail.com

Одной из актуальных задач создания функционально 
активной ткани поджелудочной железы является разра-
ботка тканеспецифического каркаса, способного имити-
ровать для островков Лангерганса необходимое микро-
окружение биологической среды.

Цель работы: получение тканеспецифического кар-
каса из децеллюляризованных фрагментов поджелудоч-
ной железы человека (ПЖ).

Материалы и  методы. Протокол децеллюляриза-
ции включал в себя 3 цикла замораживания и оттаива-
ния фрагментов ПЖ с последующим механическим из-
мельчением ткани и отмывкой в трех сменах буферного 
раствора (рН = 7,4), содержащего растворы 0,1% доде-
цилсульфата натрия и  повышающуюся концентрацию 
Тритона Х100 (1, 2 и 3%, соответственно). На каждом 
этапе децеллюляризации проводили рутинное окра-
шивание образцов гематоксилином и  эозином, DAPI, 

на общий коллаген (метод Массона) и на эластические 
волокна (метод Унны-Тенцера). Дополнительно, прово-
дили иммуногистохимический анализ срезов децеллю-
ляризированных фрагментов ПЖ  на  коллаген 1  типа. 
Определяли количество ДНК в  нативной и  децеллюля-
ризованной ткани ПЖ и исследовали цитотоксичность 
полученных образцов.

Результаты. Гистологическое исследование пока-
зало, что в  процессе проведения децелллюляризации 
в  образцах фрагментов ткани ПЖ  не  было обнаружено 
сохранившихся клеток, клеточных ядер и продуктов кари-
орексиса, зерен детрита.

Соединительнотканный каркас представлен тонко-
волокнистой сетевидной структурой, позитивно окра-
шенной по  методу Массона, по  методу Унны-Тенцера 
и  на  коллаген 1  типа. Было установлено, что при де-
целлюляризации ПЖ в ткани сохранилось лишь около 
0,1% ДНК. Полученные результаты показали отсут-
ствие цитотоксичности децеллюляризованной панкре-
атической ткани.

Выводы. Предложенный протокол децеллюляриза-
ции фрагментов донорской ПЖ является эффективным 
и позволяет получить свободный от клеток и клеточных 
фрагментов тканеспецифический матрикс с низкой им-
муногенностью, в составе которого идентифицируется 
коллаген 1 типа и эластин. Полученный матрикс не про-
являет признаков цитотоксичности и может в дальней-
шем использоваться для рецеллюляризации островка-
ми Лангерганса.

Особенности тканевой реакции 
при имплантации ксеногенного 
высокоочищенного ацеллюлярного 
дермального матрикса

Юлия Вячеславовна Пономарева, 
Наталья Николаевна Сарбаева, 
Марина Николаевна Милякова

ФГБОУ ВО Самарский государственный 
медицинский университет Минздрава России, 
Самара, Россия

jvponomareva@mail.ru

Ацеллюлярные матриксы из тканей и органов живот-
ных являются перспективными для применения в хирур-
гии. Однако механические свойства таких материалов, 
способность к биодеградации, биологическая и иммуно-
логическая безопасность и  достигаемый лечебный эф-
фект при имплантации, зависят от  особенностей техно-
логии их изготовления.

Ацеллюлярный дермальный матрикс (АДМ) получали 
из  шкур свиней путем последовательной обработки со-
левым гипертоническим раствором, 2% раствором де-
зоксихолата натрия (ДХ), 0,7% раствором липазы на 2%-
ном ДХ, а  затем ДНК-азой в  кон-центрации 40  ед./мл. 
После финальной промывки, лабораторные образцы 
подвергали стерилизации в 70% спирте.

Структуру полученного АДМ оценивали в  поляри-
зованном свете. Стандартными методами определяли 
остаточное содержание нейтральных липидов и Д НК. 
Протеом АДМ исследовали методом электрофорети-
ческого разделения белков. Биосовместимость оце-
нена на  сроках от  28  до  180  суток путем подкожной 
имплантации образцов АДМ крысам по  задней по-
верхности шеи.

При исследовании в  поляризованном свете АДМ 
представлен многочисленными фибриллами различной 
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толщины, формирующих трехмерную сетчатую структу-
ру с сохранением эффекта двойного лучепреломления, 
что характерно для нативного коллагена. По  данным 
электрофореграмм — основным компонентом АДМ был 
коллаген. Нейтральные липиды отсутствовали, а содер-
жание ДНК снижено до 13% от исходных показателей. 
К  28  суткам АДМ был диффузно инфильтрировали 
многочисленными фибробластами, тучными клетками, 
пронизан новообразованными сосудами. У  части об-
разцов до  45  суток в  окружающей АДМ соединитель-
ной ткани выявлены единичные скопления лимфоцитов 
и нагруженные гемосидерином макрофаги. К 180 сут-
кам АДМ полностью интегрировался в хорошо васкуля-
ризованную рыхлую соединительную и жировую ткани, 
при этом сохранялась трехмерная структура собствен-
ных волокон АДМ.

Таким образом, ксеногенные АДМ высокой степени 
очистки не инициируют воспали-тельной реакции, не под-
вергаются биодеградации, способны быстро и равномер-
но инте-грироваться в окружающие ткани без инкапсуля-
ции, что позволяет рассматривать их как перспективный 
материал для безопасной и долгосрочной имплантации.

Синаптамид улучшает показатели 
когнитивной деятельности у крыс 
с черепно-мозговой травмой

Арина Игоревна Пономаренко, 
Игорь Викторович Манжуло

Национальный научный центр морской биологии 
им. А.В. Жирмунского ДВО РАН, Владивосток, 
Россия

combobraker@list.ru

Черепно-мозговая травма (ЧМТ) определяется как 
повреждение головного мозг в  результате воздействия 
внешней механической силы и может привести к времен-
ному или постоянному нарушение когнитивных, физиче-
ских и  психосоциальных функций. Повреждение мозга 
при ЧМТ включает повреждение нейронов и  глиальных 
клеток, синаптические разрывы, нарушение целостности 
или тромбоз церебральных сосудов.

N-Докозагексаеноилэтаноламид (синаптамид) пред-
ставляет собой эндоканнабиноидоподобный метаболит, 
эндогенно синтезируемый из  докозагексаеновой кис-
лоты (DHA, 22: 6n-3), основной омега-3  полиненасы-
щенной жирной кислоты входящей в  состав клеточных 
мембран нервной ткани. Синаптамид в  наномолярных 
концентрациях способствует нейрогенезу, удлинению 
нейритов и синаптогенезу в развивающихся нейронах.

В  настоящей работе исследовались когнитивные 
функции животных после ЧМТ на фоне введение пре-
парата. Синаптамид (10  мг/кг) вводили ежедневно 
подкожно в  течение 8  дней после операции. В  ходе 
эксперимента животных тестировали на  некоторые 
аспекты когнитивной деятельности, такие как долго-
срочная память (условный рефлекс пассивного избе-
гания (УРПИ)) и  тревожность (приподнятый крестоо-
бразный лабиринт).

При аналтзе мы отметили увеличение общего уров-
ня тревожности у  крыс в  группе «ЧМТ». Животные 
больше времени проводили в  закрытых рукавах при-
поднятого крестообразного лабиринта, чем в открытых 
и в центре, в отличие от животных, получающих синап-
тамид. Процент времени в  закрытых рукавах состав-
лял 85,7±4,1% в  группе «ЧМТ» и  64,6±5% в  группе 
«ЧМТ+синаптамид», в  норме он  составил 43,5±6,7%. 

В  тоже время, тест УРПИ показал значительное ухуд-
шение долговременной памяти у  крыс с  ЧМТ, при 
этом данный показатель в  группе «ЧМТ+синаптамид» 
был несколько выше контрольного уровня. Для иссле-
дования УРПИ крыс помещали в  камеру, состоящую 
из  светлого и  темного отсеков. Следуя норковуму ин-
стинкту крыса перемещалась в  темную комнату, где 
получала удар током (0,35 мА, 2 сек.). При повторном 
тестировании через 24  часа оценивалось время по-
вторного входа в темную комнату. В группе «ЧМТ» это 
время составляло 35,5±10 сек., и 91±12 сек. в группе 
«ЧМТ+Синаптомид», а  в  группе ложнооперированных 
животных данный показатель составлял 71,8±11,8 сек.

Таким образом, механизмы активности синаптамида 
в  качестве нейропротектора, а  также ингибитора ней-
ровоспаления нуждаются в  дальнейшем исследовании. 
Однако уже на  сегодняшний день понятно, что данный 
препарат является перспективным для терапии различ-
ных нейропатологических состояний.

Роль мезенхимных стволовых клеток 
в формировании тканеинженерного 
сосудистого имплантата на основе 
биодеградируемой матрицы 
из поли(L-лактида)
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Введение: проблема дефицита пластического мате-
риала в  современной сосудистой хирургии может быть 
решена путем создания тканеинженерного сосудидисто-
го имплантата.

Цель работы: оценка роли предварительно культиви-
рованных МСК ЖТ в формировании тканеинженерного 
имплантата кровеносных сосудов малого диаметра на ос-
нове биодеградируемой матрицы из поли(L-лактида).

Материалы и  методы: биорезорбируемые высо-
копористые 3D-матрицы трубчатой формы были полу-
чены методом электроформования из  поли(L-лактида). 
Посев мезенхимных стволовых клеток жировой ткани 
выполнялся разработанным фильтрационным методом. 
Последующее культивирование осуществлялось в скон-
струированном проточном биореакторе в течение 14 сут. 
Полученные тканеинженерные препараты имплантиро-
вали в брюшную аорту крысы на срок до 24 недель.

Результаты: проходимость графтов составила 96% 
(23/24). Тканеинженерный имплантат состоял из  нео-
интимы, представленной эндотелием и субэндотелиаль-
ным слоем, неомедии из соединительной ткани и гладко-
мышечных клеток, неоадвентиции.

Выводы: предварительное заселение мезенхимны-
ми стволовыми клетками жировой ткани ПЛА матрицы 
привело к формированию имплантата по морфологиче-
ским признакам приближенного к  строению естествен-
ного сосуда.

Авторы благодарят Российский научный фонд за фи-
нансовую поддержку (грант № 19-73-30003).
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Опыт лечения остеоартроза крупных 
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Игорь Юрьевич Попов, Игорь Александрович 
Атманский, Иван Анатольевич 
Громов, Ильдар Наркисович Шарипов, 
Анна Александровна Быкова

Южно-уральский государственный медицинский 
университет Минздрава России, Челябинск, Россия

igorpopov920217@gmail.com

Введение. Подкожная жировая клетчатка является 
богатым депо стволовых и  прогениторных клеток, кото-
рые активно используются для лечения ОА. Основным 
преимуществом жировой ткани является малоинвазив-
ность процедуры забора, которую проводят под местной 
анестезией с  минимальным болевым синдромом, дис-
комфортом и риском для пациента.

Цель работы: оценить действие эмульгированной жи-
ровой ткани (Nanofat) на болевой синдром и объем дви-
жения в суставах на разных стадиях остеоартроза (ОА).

Материалы и  методы. В  исследование включено 
70  пациентов с  ОА  коленного сустава (16  с  1  стадией, 
40 с 2 стадией, 14 с 3 стадией), 22 мужчин, 48 женщин. 
Средний возраст пациентов 46, средний ИМТ 29 Работа 
проводится в  формате инициативного открытого срав-
нительного исследования, соответствующее этиче-
ским стандартам комитетов по  биомедицинской этике. 
Наблюдение за  пациентами осуществляется в  течение 
6  месяцев после введения препарата. 1  этап: гониоме-
трия, заполнение опросников и оценка по ВАШ. 2 этап: 
проводилась липоаспирация под местной анестезией, 
затем осуществлялась механическая обработка полу-
ченной жировой ткани. Полученная эмульсия в  коли-
честве 4–8  мл  вводилась через иглу в  сустав под УЗИ 
контролем. 3  этап: повторная гониометрия, заполнение 
опросников и оценка по ВАШ.

Результаты. после введения препарата у пациента 
отмечалось увеличение объема движений в  суставе 
до  20  градусов, снижался болевой синдром. Оценка 
по опросникам: индекс Лекена, WOMAC, SF-36, HADS. 
У 16 пациентов через день после введения препарата 
отмечалось наличие свободной жидкости в суставе, без 
усиления болевого синдрома, который самостоятель-
но купировался в  течении 4–5  дней. В  последующем 
наступал указанный ранее положительный эффект. 
Достаточный объем движений и  купированный боле-
вой синдром наблюдался у 16 пациентов с 1 стадией, 
на весь период наблюдения. У пациентов со 2 стадией 
14  человек сохранение эффекта на  6  месяцев, 8  че-
ловек- 5  месяцев, 6  человек  — 4  месяца, 12  человек 
менее 3  месяцев. Пациенты с  3  стадией 6  пациентов 
наблюдение положительного эффекта на  4  месяца, 
2 пациентов менее 3 месяцев. У 6 пациентов с 3 ста-
дией артроза и варусной деформацией нижней конеч-
ности сохранялся болевой синдром.

Выводы: результаты клинического исследования 
свидетельствуют об  эффективности введения Nanofat 
для купирования болевого синдрома и  увеличения объ-
ема движения в коленном суставе при ОА 1 и 2 стадии.

Влияние криоконсервации на адгезию 
и дифференцировку кератиноцитов 
в эпидермальном эквиваленте кожи

Анна Николаевна Попова1–3, Ольга Сергеевна 
Роговая1, 2, Ксения Михайловна Дрыгина3, 
Екатерина Андреевна Воротеляк1–3

1 � Российский национальный исследовательский 
медицинский университет им. Н.И. Пирогова, 
Москва, Россия;

2 � Институт биологии развития им. Н.К. Кольцова, 
Москва, Россия;

3 � Московский государственный университет 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

popova.anna.n@gmail.com

Эпидермальные эквиваленты кожи (ЭЭК) используют 
в регенеративной медицине для лечения ожоговых боль-
ных. Криохранение культур кератиноцитов позволяет 
планировать хирургические вмешательства и  накапли-
вать материал для последующих операций. Однако при 
этом возникает проблема сохранения жизнеспособно-
сти и пролиферативной активности в культуре кератино-
цитов человека, прошедшей стадию криохранения.

Цель работы: разработка способа хранения компо-
нентов ЭЭК (первичной культуры кератиноцитов челове-
ка) с  длительным сохранением жизнеспособности, про-
лиферативной и метаболической активности.

Задачи исследования: разработка протокола хране-
ния компонентов ЭЭК при отрицательных температурах 
и  исследование влияния криоконсервации на  культуры 
кератиноцитов, в  том числе на  селекцию низкодиффе-
ренцированных клеток.

Криоконсервацию кератиноцитов проводили 
на  программном замораживателе Planer 550/16. 
Эффективность протокола замораживания оценива-
ли по  жизнеспособности клеток, способности к  адгезии 
и  метаболической активности культуры кератиноцитов. 
Анализ экспрессии генов адгезии и  дифференцировки 
в кератиноцитах до и после криоконсервации проводили 
методом RT-PCR (ламинин V, коллаген IV, лорикрин, инво-
люкрин, интегрин α6β4). Наличие маркеров дифференци-
рованных кератиноцитов до и после заморозки оценивали 
при помощи проточной цитометрии (СК14 и инволюкрин).

Разработан состав криосреды на основе культураль-
ных сред Cnt07, DKSFM и DMEM/F12. Был выбран оп-
тимальный протокол замораживания кератиноцитов: 
скорость замораживания составляла 1°С в мин. у в ин-
тервале температур от +4°С до — 30°С. Показано, что по-
сле замораживания снижается количество клеток, экс-
прессирующих CK14  и  инволюкрин. При этом процент 
кератиноцитов, интенсивно экспрессирующих интегрин 
α6, увеличивается в 3 раза, а экспрессия генов внекле-
точного матрикса (коллаген IV, ламинин V) уменьшается, 
таким образом можно говорить о  селекции низкодиф-
ференцированных клеток. Культуры клеток, прошедшие 
стадию криохранения, показали повышенную в  сравне-
нии с первичными культурами адгезию к биосинтетиче-
ской матрице, высокую пролиферативную активность 
и рост в составе ЭЭК в течение 10 суток.

Работа выполнена в  рамках ПНИЭР по  теме 
«Разработка технологии производства, хранения и  при-
менения биомедицинских клеточных продуктов для лече-
ния ран» в соответствии с Соглашением о предоставле-
нии субсидии с Минобрнауки России № 14.610.21.0012, 
Уникальный идентификатор работ RFMEFI61017X0012.
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Этические аспекты применения 
технологии CRISPR/Cas9

Ольга Владимировна Попова

Институт философии РАН, Москва, Россия
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Современный биоэтический дискурс артикулирует 
разнородные этические подходы к  анализу антрополо-
гически рисков применения технологии CRISPR/Cas9. 
Преимущественно в  современной биоэтике представ-
лены две линии анализа этических проблем развития 
технологий редактирования человека. Первая линия 
связана с оценкой общего контекста безопасности при-
менения технологий редактирования генома человека 
в  терапевтических целях. Вторая линия артикулирует 
также отдельные этико-философские проблемы, воз-
никающие в связи с проведением фундаментальных ис-
следований в области редактирования зародышевой ли-
нии человека и  последующим применением технологий 
редактирования генома, подобных CRISPR/Cas9. В этих 
дискурсах отмечается слабость медицинской аргумен-
тации, оправдывающей применение CRISPR/Cas9 у эм-
брионов, рассматриваются риски редактирования генов 
зародышевой линии с  целью улучшения человеческих 
качеств, улучшения когнитивных и физических способно-
стей. Именно нетерапевтический контекст применения 
технологий редактирования генома поднимает целый 
спектр нерешенных этических проблем, связанных с тем 
как данная технология способна повлиять на отдельные 
человеческие популяции и, в целом, на генофонд челове-
чества, насколько возможно и допустимо распростране-
ние социального неравенства в контексте ограниченного 
доступа к  генетическим технологиям и  др. Специфика 
современных исследований в сфере биологии и биотех-
нологий заключена в том, что философская (в широком 
смысле) и (био)этическая (как более конкретный аспект) 
рефлексия оказывается включенной внутрь самих 
биотехнологических проектов как их  составная часть. 
Эксперт в области биоэтики выступает уже не только как 
отстраненный теоретический «наблюдатель», но и как со-
участник, представляющий междисциплинарную коман-
ду гуманитариев, исследующих социальные, правовые 
и  этические аспекты реализации этих проектов. В  этой 
связи постоянный этический мониторинг инновацион-
ных технологий, подобных CRISPR/Cas9, в  контексте 
развития новых перспектив модификации природы чело-
века становится все более актуальной задачей.

Публикация подготовлена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда, грант № 19-18-00422.

Регулирование структуры 
и морфологии биодеградируемых 
микрочастиц для регенеративной 
медицины
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1 � Московский авиационный институт (национальный 
исследовательский университет), Москва, Россия;

2 � Институт синтетических полимерных материалов 
им. Н.С. Ениколопова РАН, Москва, Россия;

3 � Interfaculty Research Centre on Biomaterials (CEIB), 
University of Liège, Liège, Belgium;

4 � Первый Московский государственный медицинский 
университет им. И.М. Сеченова, Москва, Россия
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Биодеградируемые полимерные микрочастицы 
широко применяются в  медицине в  качестве систем 
пролонгированного выделения и/или направленной 
доставки биоактивных компонентов, а  также имеют 
значительный потенциал для использования в качестве 
клеточных микроносителей и исходных материалов для 
создания трехмерных структур для тканевой инженерии 
методами аддитивных технологий, в  т. ч. селективным 
лазерным спеканием. В  процессе формирования та-
ких микрочастиц важно контролировать их химическую 
структуру и морфологию.

Цель работы заключалась в  оценке возможности 
управления структурой и морфологией объема и поверх-
ности микрочастиц в процессе их изготовления методом 
испарения растворителя из  эмульсии путем модифици-
рования химической структуры и  состава дисперсной 
фазы и дисперсионной среды.

Модифицирование дисперсионной среды позво-
ляет в  основном регулировать состав и  морфологию 
поверхностного слоя микрочастиц. Использование 
производных хитозана и его амфифильных привитых со-
полимеров позволяет получать микрочастицы с высоким 
выходом и поверхностью, обогащенной гидрофильными 
фрагментами. Увеличение степени замещения амино-
групп хитозана и полимеризации привитых на него цепей 
приводит к  повышению его эффективности в  качестве 
эмульгатора в  дисперсионной среде [T.S. Demina, et  al. 
// Mater. Sci. Eng. C. 2016. V. 59. P. 333–338]. Для полу-
чения микрочастиц со структурой ядро/оболочка можно 
использовать в качестве эмульгатора наночастицы раз-
личной природы. Стабилизацию границы раздела фаз 
в  таких т. н. эмульсиях Пикеринга можно осуществлять 
с использованием наночастиц, полученных как по мето-
дам «сверху-вниз», так и «снизу-вверх». В первом случае 
в  качестве дисперсионной среды можно использовать 
нанокристаллические полисахариды (Yu.S. Sotnikova, 
et  al. 2018; T.S. Demina, et  al. 2018). Также для стаби-
лизации эмульсий можно применять керамические на-
ночастицы или макромолекулярные агрегаты из хитоза-
на и  его производных. Модифицирование химической 
структуры полимера в  дисперсной фазе позволят фор-
мовать «самостабилизирующиеся» микрочастицы слож-
ной морфологии, а  также композиционные гибридные 
микрочастицы [T.S. Demina et al. 2019).

Финансирование исследования: грант Президента 
Российской Федерации (MK-1974.2019.3) и  Wallonie-
Bruxelles International (WBI).
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Угнетение нейрогенеза, индуцируемое ионизирую-
щим излучением, определяется потерей радиочувстви-
тельной популяции нейральных стволовых (НСК) и проге-
ниторных клеток (НПК) в субгранулярной зоне зубчатой 
извилины гиппокампа, что приводит к снижению образо-
вания новых нейронов в мозге и, в результате, к сниже-
нию когнитивных функций.

В работе использовали НСК/НПК, выделенные из го-
ловного мозга неонатальных мышей. Выделенные НСК/
НПК были охарактеризованы по  маркерам НСК/НПК 
на разных пассажах культивирования. Доля нестин-поло-
жительных клеток составляла 95–99,7%. Доля клеток, 
экспрессирующих одновременно CD133  и  GFAP (НСК), 
соствила 25–38%, что коррелировало с  долей клеток 
из  общей популяции, способных к  дифференцировке 
в нейроны и глию при удалении из ростовой среды фак-
торов роста EGF и FGF.

Клетки облучали на установке «ГУТ-200М» (γ-излучение, 
60Со) и  в  коллимированном пучке нейтронов и  γ-квантов 
ядерного реактора ИР-8 (смешанное γ-нейтронное (γ,n) из-
лучение. Обнаружено, что после воздействия γ-излучения 
через 72  ч  инкубации возрастало содержание CD133+/
GFAP+ клеток, которое сохранялось повышенным до 7 сут. 
инкубации после облучения. Обнаружено, что НСК/НПК 
более чувствительны к  γ,n-излучению, чем к  γ-излучению. 
Чувствительность клеток оценивали по их выживаемости, 
клоногенной активности и эффективности репарации дву-
нитевых разрывов ДНК (ДР).

Динамика репарарации ДР  различалась в  клетках, 
облученных γ-квантами и  после γ-нейтронного облуче-
ния. Так после γ-облучения НСК/НПК в дозе 1 Гр макси-
мум репарации ДР, оцениваемой по количеству фокусов 
флуоресценции фосфорилированного гистона H2AX 
(γ-H2AX), был зарегистрирован через 1  ч  после облу-
чения. С  увеличением времени инкубации количество 
фокусов γ-H2AX снижалось и  достигало контрольного 
уровня через 48 ч. После γ,n-облучения максимальный 
уровень репарации также наблюдался через 1 ч, одна-
ко репарация ДР происходила значительно медленнее. 
Снижение числа фокусов γ-H2AX было зарегистри-
ровано только через 6  ч  после облучения и  достига-
ло контрольного уровня через 24  ч. По-видимому, это 
связано с тем, что нейтроны (как и заряженные части-
цы) индуцируют возникновение сложных повреждений 
ДНК кластерного типа, репарация которых затруднена. 
Кластерные повреждения либо остаются невосстанов-
ленными, либо репарация происходит с ошибками, что 
и  в  том, и  в  другом случае может приводить к  гибели 
клеток по пути апоптоза или аутофагии.

Работа выполнена при поддержке НИЦ «Курчатовский 
институт» (приказ № 1363 от 25.06.2019).

Развитие клеточных технологий 
лечения в Республике Беларусь

Михаил Петрович Потапнёв

РНПЦ трансфузиологии и медицинских 
биотехнологий Минздрава Республики Беларусь, 
Минск, Беларусь

mpotapnev@yandex.by

В XXI веке, по данным Всемирной организации здра-
воохранения, основными проблемами здравоохранения 
становятся хронические заболевания человека (за-
болевания сердца и  сосудов, рак, диабет, заболевания 
легких), которые будут причиной 70% случаев смерти 
человека. Это является основой для развития регенера-
тивной медицины, занимающейся восстановлением по-
врежденных структуры и функции органов и тканей.

В Республике Беларусь противоопухолевая иммуноте-
рапия, основанная на использовании естественных кил-
лерных (ЕК) клеток и их производных (ЛАК-клеток) прак-
тиковалась с 1990-х годов. С 2006 года началась работа 
по  разработке клеточных технологий лечения под руко-
водством Министерства здравоохранения Республике 
Беларусь. Она завершилась к 2013–2014 годам, когда 
получили государственную аккредитацию 3 лаборатории 
клеточных технологий на производство биомедицинских 
клеточных продуктов (БМКП) и  были внесены в  закон 
о  здравоохранении статьи, регламентирующие их  кли-
ническое применение. В  течение 2011–2018  годов 
исследования в  области клеточных технологий лечения 
ознаменовались разработкой 25  методов медицинско-
го применения различного типа БМКП. Перечень при-
меняемых БМКП включает мезенхимальные стволовые 
клетки, дендритные клетки, кожные фибробласты, пара-
тироциты, цитокин-индуцированные лимфоидные клетки. 
лечение получило около 750 пациентов 11 республикан-
ских научно-практических центров и  организаций здра-
воохранения. Основными показаниями были реакция 
трансплантат против хозяина после пересадки гемопоэ-
тических стволовых клеток, реакцией отторжения почки, 
острая почечная недостаточность, трофические язвы 
кожи, дефекты стенки брюшной полости, дефекты су-
ставного хряща, ишемическая кардиопатия, туберкулез, 
рассеянный склероз, боковой амиотрофический скле-
роз, симптоматическая эпилепсия, рак молочной желе-
зы, острый миелолейкоз, стеноз трахеи. Использование 
БМКП ( в  основном  — аутологичного происхождения) 
не  приводило к  смертельным и  тяжелым осложнени-
ям. Выраженный благоприятный клинический эффект 
от применения БМКП наблюдался более чем в 50% слу-
чаев и в сроки от 3 месяцев до 3 лет даже после одно-
кратного их применения.

В результате проведенных работ клеточные техноло-
гии все более интегрируются в  медицинскую практику 
оказания медицинской помощи в Республике Беларусь.
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Особенности биоинтеграции 
генактивированного 
остеопластического материала 
на основе ОКФ
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Существенной проблемой в  травматологии и  ор-
топедии является лечение пациентов с  критическими 
дефектами костей скелета. Для решения данной про-
блемы используются костные аутотрансплантаты, де-
минерализованный костный матрикс, а  также приме-
няется костная пластика по Илизарову. Каждый из этих 
способов лечения имеет свои недостатки, побужда-
ющие к  разработке более эффективных материалов 
и методов для костной пластики. Одним из таких может 
стать использование персонализированных генакти-
вированных биорезорбируемых имплантатов из  окта-
кальциевого фосфата (ОКФ), точно соответствующих 
форме и размерам костному дефекту.

Цель исследования. Оценить особенности биоинте-
грациии имплантатов из октакальциевого фосфата, изго-
товленных с использованием 3D печати, в эксперименте.

Материал и методы. Работа выполнена на свиньях-
самцах средней массой 50±2  кг  (n=4). Для проведения 
эксперимента были сформированы дефекты нижней 
челюсти и  большеберцовой кости. Дефект угла нижней 
челюсти имел размеры 25×15×10 мм, а по ширине со-
ответствовал кости. Дефект диафиза большеберцовой 
кости имел Т-образную форму со следующими размера-
ми: центральная часть 10  мм  в  длину, а  по  ширине со-
ответствовала диаметру кости, и  две периферические 
части размерами 10×5×5  мм, формирующие краевые 
кортикальные дефекты. Общая протяженность — 30 мм. 
С помощью технологии 3D печати были изготовлены им-
плантаты из  ОКФ, которые, затем, имплантировались 
в  сформированные костные дефекты и  фиксировались 
с помощью реконструктивных пластин. Результаты оце-
нивали через 3  и  6  мес. после операции. По  данным 
КТ  рассчитывались размеры имплантированных изде-
лий в зоне их локализации. Гистологические исследова-
ния выполнялись по стандартной методике.

Результаты. Ни одно животное не погибло за время 
эксперимента. Опороспособность конечностей восста-
новилась через 2  недели после операции. По  данным 
КТ, имплантаты определялись во всех случаях в области 
костного дефекта, были расположены точно в  зоне им-
плантации и  интегрированы с  окружающими стенками 
костного дефекта. По  данным гистологического иссле-
дования ОКФ-блоки были полностью интегрированы 
со стенками костного дефекта без формирования соеди-
нительнотканной капсулы. Образование костного регене-
рата наблюдалось со стороны периоста, и, в то же время, 

поры центральной части имплантатов также были запол-
нены костным регенератом.

Выводы. С  помощью технологий 3D печати можно 
изготовить персонализированные блоки из  ОКФ, кото-
рые могут быть эффективны для реконструкции протя-
женных костных дефектов.

Анализ влияния аллогенных 
мезенхимальных стволовых клеток 
на субпопуляционный состав 
лимфоцитов реципиентов аллогенных 
гемопоэтических стволовых клеток 
при их совместном культивировании 
in vitro
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Благодаря своим иммунорегуляторным свойствам, 
мезенхимальные стволовые клетки (МСК) широко при-
меняются в терапии реакции «трансплантат против хозя-
ина» (РТПХ), однако клеточная терапия не всегда оказы-
вается эффективной.

Цель исследования — анализ изменения субпопуля-
ционного состава лимфоцитов реципиентов аллогенных 
гемопоэтических стволовых клеток (аллоГСК) без кли-
нических проявлений и  с  проявлениями РТПХ на  под-
ложке из культур МСК жировой ткани (ЖТ) и костного 
мозга (КМ). В исследование было включено 22 культу-
ры лимфоцитов (14 от реципиентов с РТПХ и 8 — без 
проявлений РТПХ в  период отстройки кроветворе-
ния) и  33  совместные культуры на  подложке из  МСК 
ЖТ и КМ (из них 20 — от реципиентов с РТПХ и 13 — 
без проявлений РТПХ). Иммунофенотипирование лим-
фоцитов проводили на  проточном цитофлуориметре 
FACSCanto II (Becton Dickinson, США).

Результаты. Анализ иммунофенотипа лимфоцитов 
реципиентов с  РТПХ показал тенденцию к  увеличению 
процента T-регуляторных клеток (CD4+CD25+CD127–) 
как от  всей популяции CD3+ (0,78% и  1,1%), так 
и  от  CD4+CD25+ (2% и  3% соответственно) при куль-
тивировании на  подложке из  МСК без статистически 
значимых различий между группами (р=0,16  n=20). 
Также следует отметить наличие общей тенденции (как 
у  реципиентов с  РТПХ, так и  без) к  снижению количе-
ства Т-лимфоцитов за  счет увеличения процентного 
соотношения NK-клеток (6% и 13,1% при РТПХ) в куль-
турах на подложке из МСК с наибольшими значениями 
при РТПХ. Отсутствие статистически значимых раз-
личий между лимфоцитами на  подложке из  МСК и  без 
объясняются как различными иммуномодулирующими 
свойствами конкретной культуры МСК, так и различной 
степенью активации микроокружения МСК (наличие 
РТПХ). Так при культивировании лимфоцитов одного 
и того же реципиента с признаками РТПХ на подложках 
из  2-х  культур МСК  — МСК ЖТ  Р3  и  МСК КМ  Р3, про-
центное соотношение CD3+CD4+HLA-DR+, CD3+CD8+HLA-
DR+ и  CD3+CD16+CD56+ клеток для этих культур МСК 



192 МАТЕРИАЛЫ IV Национального конгресса по регенеративной медицине

Гены & Клетки  XIV, Приложение, 2019

отличалось почти в 2 раза. Причем на подложке из МСК 
ЖТ  увеличивалось количество активированных цито-
токсических лимфоцитов (с 6,7 до 11,4%) и снижалось 
количество Т-регуляторов (с  1,8  до  0,6%) по  сравне-
нию с  интактными лимфоцитами. На  подложке из  МСК 
КМ, напротив, наблюдалось увеличение количества 
Т-регуляторов (с 1,8 до 3,1%) при отсутствии изменения 
количества CD3+CD8+.

Заключение. Культуры МСК, полученные от разных до-
норов, обладают различным по степени выраженности им-
мунорегуляторным потенциалом, поэтому необходим пер-
сонифицированный подход к подбору трансплантата МСК.

Аддитивные технологии создания 
биоматериалов для регенерации 
костной ткани
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Одним из  важнейших направлений в  области со-
временного медицинского материаловедения являет-
ся разработка персонифицированных материалов для 
остеопластики (костных имплантатов), которые предна-
значены для восстановления поврежденной костной тка-
ни и ее функционала. В идеале такие имплантаты должны 
обладать контролируемой скоростью резорбции для воз-
можности применения их в различных клинических слу-
чаях, то есть их химический состав должен быть индиви-
дуально подобран для каждого пациента. Используемый 
имплантат должен не  только повторять форму дефекта 
пациента, но также быть хорошо проницаемым матери-
алом с проектируемой системой порового пространства.

В  последнее время всё большее внимание уделяют 
так называемому регенеративному подходу, в  рамках 
которого имплантату отводят роль не только конструкции 
с  определенными механическими характеристиками, 
но и источника веществ, необходимых для формирования 
новой костной ткани. Таким образом, предполагается, 
что с течением времени произойдет полное замещение 
имплантируемого материала нативной костью пациента. 
Регенеративные методы лечения используют конструк-
ции тканевой инженерии для восстановления биологиче-
ских функций кости. Создание КТИ для лечения костных 
дефектов особенно важно, если размер дефекта превос-
ходит критический и  для восстановления костной ткани 
собственных возможностей организма.

Для создания персонифицированных имплантатов 
сложной формы с заданной архитектурой пор можно вос-
пользоваться исключительно методами аддитивных тех-
нологий, создав по  данным компьютерной томографии 
пациента материал необходимой формы для восстанов-
ления поврежденных тканей.

В  данном сообщении затрагиваются физико-хими-
ческие и  инженерные основы для создания высокопро-
ницаемых биорезорбируемых материалов с  разными 
уровнями пористости и  заданной архитектоникой раз-
личными методами аддитивных технологий. В  докладе 
рассмотрены способы получения керамических, гидро-
гелевых, а также композиционных материалов для реге-
нерации костной ткани методами робокастинга, а также 
стереолитографической 3D печати.

Доклад подготовлен авторским коллективом в  рам-
ках теоретических и  экспериментальных работ по  про-
ектам РФФИ № 19-03-00940, 18-33-00789, 19-38-
60063, 18-53-00034, 18-08-01473, 18-29-11079, 
18-33-00974  с  использованием оборудования, приоб-
ретенного за  счет Программы развития Московского 
университета.

Оценка терапевтического потенциала 
кондиционированной среды 
мезенхимальных стволовых 
клеток при химических ожогах 
у лабораторных животных
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Введение. В настоящее время одним из перспектив-
ных направлений в лечении ран кожи и ее придатков яв-
ляется использование мезенхимальных стволовых кле-
ток (МСК) и продуктов их жизнедеятельности.

Цель: оценка влияния воздействия кондициониро-
ванной среды МСК слизистой ткани десны человека 
на регенерацию тканей при химических ожогах у лабора-
торных животных.

Материалы и  методы. Моделирование химиче-
ского ожога проводили 16  лабораторным животным 
(крысы Wistar мужского пола весом 163,5±16,6 г и по-
верхностью тела 329,1±21  см2) по  стандартной мето-
дике (с 50% трихлоруксусной кислотой), которые были 
разделены на 2 группы: контрольная (К) — без терапии 
ожогов; опытная (О)  — с  однократным интердермаль-
ным введением кондиционированной среды МСК в объ-
еме 0,5 мл (количество клеток 2 млн/кг) через 24 часа 
после травмы. Площадь поражения кожных покровов 
составила 5,08±0,02 см2. Лабораторных животных на-
блюдали в течение 28 дней: 0, 1, 3, 7, 14, 21 и 28 сутки 
исследования. Проводили планиметрическое и гистоло-
гическое исследования.

Результаты. Во  всех группах сразу после получе-
ния химического ожога формировался сухой дерматит, 
на  3  сутки отмечали влажный дерматит, на  7  сутки  — 
формировалась ожоговая рана, покрытая плотным гной-
но-геморрагическим струпом. Вокруг раны определялась 
зона перифокального воспаления, некротический эпи-
дермис ограничивался демаркационной линией. В груп-
пе О отмечались признаки умеренного ангиогенеза в об-
ласти рубца с  вновь образованным пролиферирующим 
эпидермисом толщиной в 2–4 клетки. Самостоятельное 
сегментарное отторжение струпа было зафиксировано 
в группе О на 14 сутки, а в группе К на 24±2 сутки, пло-
щадь ожоговой поверхности сократилась от  исходной 
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на  72,3±10,0% и  26,1±7,9% соответственно, р≤0,05. 
Полная эпителизация раны была зарегистрирована 
в  группах К  и  О  на  34,0±5,2  и  27,0±2,5  сутки соответ-
ственно. На месте ожогового поражения образовался ру-
бец, в группе К в большинстве случаев (95%) отмечались 
гипертрофические и атрофические рубцовые изменения 
(площадь рубца составляла 1,22 см2), а в группе О рубец 
был сглажен, ограничен по площади, узкий и малозамет-
ный (площадь — 0,35 см2), р≤0,05.

Заключение. Применение кондиционированной 
среды МСК приводит к  сокращению сроков заживле-
ния, формированию ограниченных, нормотрофичных, 
значительно меньших по площади рубцов и оказывает 
положительное влияние (ускоряет образование гра-
нуляционной ткани, ее  созревание и  эпителизацию) 
на регенерацию тканей при химических ожогах по срав-
нению с контрольной группой.

Экспрессия кислород-
зависимых генов в сенесцентных 
мезенхимальных стромальных 
клетках при тканевом уровне 
оксигенации

Андрей Юрьевич Ратушный, 
Людмила Борисовна Буравкова

ГНЦ РФ — Институт медико-биологических проблем 
РАН, Москва, Россия

ratushkin@mail.ru

Одним из основных проявлений старения организма 
является нарушение тканевого гомеостаза, поддержи-
ваемого, в  том числе, мезенхимальными стромальны-
ми клетками (МСК). Снижение регенеративной способ-
ности тканей с  возрастом коррелирует со  снижением 

функциональной активности МСК, что диктует необходи-
мость изучения механизмов клеточного старения.

С  другой стороны, извлечение клеток из  ткани для 
исследовательских и медицинских целей приводит к на-
рушению многих условий их тканевой ниши, в частности, 
уровня кислорода. В  исследованиях in  vitro было пока-
зано, что модификация микроокружения может значи-
тельно повлиять на  физиологию этих клеток. Так, куль-
тивирование МСК при низком содержании кислорода 
приводило к изменениям пролиферации, миграции, диф-
ференцировки, ангиогенного потенциала, что ставит во-
просы о транскриптомном профиле сенесцентных МСК.

Целью работы было изучение экспрессии генов МСК, 
ассоциированных с реакцией на изменения уровня окси-
генации, при репликативном старении в условиях ткане-
вого (5%) и атмосферного (20%) уровней кислорода.

Полученные результаты указывают на  то, что на-
правленность транскрипционных изменений в  МСК 
при достижении завершающей фазы репликативного 
старения однотипна, несмотря на  различные условия 
оксигенации. Среди 84  изученных генов в  сенесцент-
ных МСК повышается экспрессия PKM2, SERPINE1, 
VEGFA и  снижается экспрессия ANKRD37, DDIT4, 
HIF1A, TXNIP. Тем не менее, на ранних пассажах можно 
обнаружить, что культивирование в  гипоксических ус-
ловиях (5%) может приводить к  противоположной мо-
дификации экспрессии ряда генов, нежели репликатив-
ное старение. Если репликативное старение усиливало 
экспрессию PKM2, SERPINE1  и  подавляло ANKRD37, 
то культивирование МСК при 5% О2 уже на ранних пас-
сажах оказывало противоположный эффект, приводя 
с подавлению экспрессии PKM2 и SERPINE и усилению 
транскрипции ANKRD37. Это указывает на  разнона-
правленность эффектов, оказываемых репликативным 
старением и  пониженным содержанием О2, на  транс-
крипцию генов, регулируемых HIF-1. Необходимо 

Группа 7 сутки 14 сутки 21 сутки 28 сутки

Контрольная группа

Опытная группа

Рис.� Ожоговые раны лабораторных животных на разных сроках эксперимента

Таблица 1. Динамика заживления ожоговой раны у лабораторных животных (в см2).

Группа 7 сутки 14 сутки 21 сутки 28 сутки

Контрольная группа 5,28±1,42 3,13±1,36* 1,17±0,83* 0,57±0,58*

Опытная группа 4,88±0,75 2,20±0,66* 0,81±0,49* 0,18±0,12*

*р≤0,05
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отметить, что постоянное культивирование МСК при 
5% О2 не приводило к повышению экспрессии этого ос-
новного транскрипционного регулятора при гипоксии. 
При этом происходило снижение его экспрессии в  се-
несцентных клетках. Известно, что активность HIF-1 на-
правлена на  выживание клетки, поэтому ее  снижение 
может быть одной из  причин уменьшения жизнеспо-
собных клеток при репликативном старении.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
№ 19-015-00150.
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Чувствительность клеток к облучению определяется 
их  способностью репарировать двунитевые разрывы 
(ДР) в Д НК. Активность репарации ДР  в  нейральных 
стволовых/прогениторных клетках (НСК/НПК) мыши 
после γ-облучения практически не  изучена, хотя эти 
животные широко используются для анализа постра-
диационных повреждений мозга. В связи с этим целью 
работы явилась характеристика радиочувствительно-
сти культивируемых НСК/НПК мыши и их способности 
к репарации ДР.

Культуру НСК/НПК получали из  головного мозга 
мышей линии C57BL/6. НСК/НПК характеризовали 
с  использованием моноклональных антител к  нестину, 
β-тубулину III, глиальному фибриллярному кислому белку, 
маркеру зрелых олигодендроцитов О4, маркеру предше-
ственников олигодендроцитов NG2  и  по  уровню актив-
ности теломеразы. Клетки облучали от  источника 60Со 
при мощности дозы 0,75  Гр/мин. Количество ДР Д НК 
оценивали по уровню гистона γН2АХ в контрольных и об-
лученных НСК/НПК в  динамике после облучения с  ис-
пользованием флуоресцентно меченых антител к γН2АХ 
с помощью проточной цитометрии и флуоресцентной ми-
кроскопии. Анализировали также выживаемость клеток, 
уровень апоптоза и нарушение клеточного цикла.

Активность теломеразы практически отсутствовала 
при очень низком уровне экспрессии мРНК ее каталити-
ческой субъединицы mTERT. Облучение НСК/НПК в дозе 
0,1  Гр  не  вызывало изменений ни  в  клеточном цикле, 
ни в уровне апоптоза, ни в выживаемости клеток, но при-
водило к  повышению количества ДР Д НК. Облучение 
клеток в  дозах 1–4  Гр  уже через 6  ч  приводило к  бло-
ку клеточного цикла и  длительному повышению уровня 
апоптоза. Выживаемость НСК/НПК снижалась на 50% 
уже после облучения в дозе 1,2 Гр. Уровень ДР ДНК через 
1 ч после облучения НСК/НПК в дозах 0,1–4 Гр возрас-
тал пропорциональное дозе. Обнаружена более медлен-
ная репарация ДР  после облучения клеток в диапазоне 
малых (0,1 Гр) и низких (1 Гр) доз, которая завершалась 
только через 48  ч  после облучения. После облучения 
в дозах 2 и 4 Гр репарация ДР ДНК была более быстрой 

в первые часы и завершалась к 24 ч. В то же время было 
показано, что в  НСК человека (линии ENStem-A  и  Н9) 
способность к  репарации ДР Д НК значительно выше: 
уровень γH2AX возвращался к контрольным значениям 
уже через 2 ч после облучения (Acharya et al., 2010; Lan 
et  al., 2012). Одной из  причин высокой радиочувстви-
тельности НСК/НСП мыши может быть отсутствие (или 
очень низкая) активность теломеразы и низкая скорость 
репарации ДР ДНК.

Работа выполнена при поддержке НИЦ «Курчатовский 
институт» (приказ № 1363 от 25.06.2019 г.).
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Введение. Развитие соматогенного делирия в  ран-
ние сроки после инфаркта миокарда является одним 
из  значимых факторов, влияющих на  частоту смерт-
ности пациентов. Однако причины и  патогенез данного 
осложнения не изучены. Вероятно, что, как и при нейро-
дегенеративных заболеваниях, в  основе делирия лежит 
нейровоспаление, основными эффекторными клетками 
которого являются моноциты и макрофаги.

Цель: произвести количественную оценку инфиль-
трации CD68+ макрофагами в головном мозге и инфар-
цированном миокарде

Материалы и  методы. Материалом послужили 
фрагменты головного мозга, и  инфарцированного мио-
карда, полученные во  время аутопсии пациентов умер-
ших от инфаркта миокарда I типа, давностью до 3 суток 
(n=19). Критериями исключения являлись наличие ней-
родегенеративных, психических, инфекционных, онко-
логических заболеваний, инсульта или его последствий, 
смерть, не  обусловленная инфарктом миокарда I  типа. 
В  качестве контроля были использованы фрагменты 
головного мозга и  миокарда здоровых людей, умерших 
от несовместимой с жизнью травмы (n=10).

Макрофагальную инфильтрацию оценивали с  по-
мощью иммуногистохимического окрашивания с  анти-
телами к  общему маркеру макрофагов CD68. Для ви-
зуализации исследованного маркера применялась 
система HRP-DAB. Подсчёт CD68+ макрофагов в срезах 
производился в  светлом поле при оптическом увеличе-
нии ×400 в 20 случайных полях зрения.

Результаты. Иммуногистохимическое исследование 
показало, что в  контрольных образцах головного мозга 
и миокарда CD68+ макрофаги присутствовали в неболь-
шом количестве. У пациентов, умерших в течение первых 
3 суток инфаркта миокарда, количество CD68+ макрофа-
гов в головном мозге (63,0 (20,0; 90,0)) превышало кон-
трольные значения (4,00 (2,0; 6,0)) более чем в 15 раз 
(р<0,001). В  инфарцированном миокарде количество 
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CD68+ макрофагов было почти в 3,5 раза больше (62,00 
(52,0; 117,0)), чем в  контрольной группе (17,0 (14,0; 
24,0), р<0,001). Количество CD68+ в головном мозге по-
ложительно коррелировало с количеством CD68+ макро-
фагов в инфарцированном миокарде (R=0,35, p=0,03).

Заключение. Показано увеличение количества 
CD68+ макрофагов в головном и инфарцированном ми-
окарде в  первые трое суток после инфаркта миокарда, 
наличие взаимосвязи между выраженностью макрофа-
гальной инфильтрации в  инфарцированном миокарде 
и головном мозге. Полученных данные свидетельствуют 
о  развитии воспалительного ответа в  головном мозге 
у пациентов с инфарктом миокарда I типа.

Адгезия и пролиферативная 
активность мезенхимных 
стромальных клеток 
человека (МСКч) и первичных 
эмбриональных фибробластов 
мыши (ПЭФм) при культивировании 
на полиэлектролитных нанопленках
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Юлия Сергеевна Вершинина, Людмила 
Михайловна Межевикина
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Исследовано влияние синтетических полиэлектро-
литных нанопленок из  полиэтиленимина (PEI), полиал-
лиламин гидрохлорида (РАН) и  полистиролсульфоната 
натрия (PSS) на адгезию и пролиферативную активность 
мезенхимных стромальных клеток костного мозга чело-
века (МСКч) и первичных эмбриональных фибробластов 
мыши (ПЭФм) в  условиях пролонгированного культиви-
рования in  vitro. Нанопленки были собраны по  методу 
электростатической адсорбции (layer-by-layer) на культу-
ральном пластике (Nunc). Длительность культивирования 
клеток составляла от 5 до 7 суток. Выявлены межвидо-
вые различия в эффективности адгезии и цитотоксично-
сти полимерных материалов. Покрытие из PEI/PSS, где 
наружный слой был представлен полианионом PSS, пре-
пятствовало адгезии МСКч и клеток ПЭФм, в результате 
чего они агрегировали в крупные конгломераты, не свя-
занные с поверхностью, и быстро погибали по механизму 
некроза. В течение первых суток культивирования МСКч 
и  ПЭФм на  нанопленках PSS обнаруживалось свыше 
70% нежизнеспособных клеток с нарушенными барьер-
ными свойствами плазматических мембран. Нанопленки 
из поликатионов PEI и РАН были адгезивны и не токсич-
ные для обоих видов, однако при культивировании МСКч 
выявлялась сниженная по сравнению с контролем (куль-
тивирование на пластике) пролиферативная активность. 
В тоже время на пролиферацию мышиных фибробластов 
эти поликатионы оказывали значительное стимулиру-
ющее действие. При культивировании на  пленках РАН 
были выявлены явные признаки изменения морфологии 
колоний, а также образованиеклеток с длинными и тон-
кими отростками по  типу нейритов, что дает основание 
исследовать этот полиэлектролит как потенциальный 
фактор нейральной дифференцировки МСКч и ПЭФм.

Использование микроКТ для 
фенотипирования и анализа 
архитектуры костной ткани овец
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МикроКТ  — это неразрушающий метод микрострук-
турного анализа, обладающий высоким уровнем детали-
зации и  позволяющий расширить возможности оценки 
внутренней архитектуры органов и тканей с применени-
ем 3Д анализа. В  рамках исследования нами проведен 
микроКТ анализ различных костей овец в  норме и  при 
экспериментальном остеопорозе. У  животных кон-
трольной и опытной групп были отобраны костная ткань 
челюсти, подвздошные и  бедренные кости. Образцы 
костных тканей, фиксировались в  10% забуференном 
формалине. Для сканирования и обработки материалов 
использовали рентгеновский микротомограф Skyscan 
1176 (Bruker-microCT, Бельгия) и программное обеспе-
чение Skyscan 1176 control program (10.0.0.0), Nrecon 
(1.7.4.2), DataViewer (1.5.6.2), CT-analyser (1.18.4.0), 
CTvox (3.3.0r1403). Сканирование каждой кости про-
водилось вместе с  двумя фантомами (0,25  и  0,75  г/
см3  гидроксиапатита кальция). В  зависимости от  раз-
меров пробы и ее толщины использовалось разрешение 
от 9 до 36 мкм и два фильтра (Cu+Al и Cu 0,1 мм).

3Д визуализация подтвердила элиминацию трабе-
кул в области метафиза бедренная кость с эксперимен-
тальным остеопорозом от  центра к  периферии, кроме 
того 3Д анализ показал снижение процента костной 
ткани на 15,1%, минеральной плотности на 7,8%, а так-
же увеличение индексов, в  частности Tb.Sp  (trabecular 
separation), Tb.Pf  (trabecular pattern factor) и  SMI 
(structure model index) на 30,2%, 20,8% и 23,6%, соот-
ветственно и снижение индекса Tb.N (trabecular number) 
на 18,6%, что свидетельствует о вымывании кальция, по-
нижении уровня связи между трабекулами и переходом 
их от пластинчатого к стержнеподобному типу архитекту-
ры, что характерно для остеопороза.

Аналогичные изменения были обнаружены в  ре-
зультате 3Д анализа костной ткани челюсти животных 
при моделировании остеопороза, обнаружено сниже-
ние минеральной плотности на  18,9%, а  также значи-
тельное увеличение индексов, в  частности Tb.Pf  и  SMI 
на 11,58 и 2,21. 3Д анализ микротомографии подвздош-
ной кости, также свидетельствует о моделировании осте-
опороза, что подтверждается достоверным увеличением 
основных индексов характеризующих развитие этой па-
тологии Tb.Pf и SMI на 80,6% и 81,5%, соответственно.

Полученные результаты не  только объективно сви-
детельствуют о развитии остеопороза у подопытных жи-
вотных, но и указывают на признаки адаптационно-ком-
пенсаторных реакций организма. Характеризующихся 
появлением крупных единичных трабекул в области ме-
тафиза бедренной кости, а также не выраженным сниже-
нием минеральной плотности и площади костной ткани.
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Печень здоровых субъектов обладает высоким 
восстановительным потенциалом, однако при острой 
травме или фоновых заболеваниях данный потенциал 
значительно снижается. В связи с этим, важной зада-
чей является оценка восстановительного потенциала 
печени с  целью прогнозирования осложнений после 
резекционных вмешательств. Стандартные методы 
оценки структурно-функционального состояния печени 
(морфологический анализ, КТ, МРТ, УЗИ) не  позволя-
ют изучать процессы, происходящие в  клетках печени 
в динамике в процессе регенерации. Современные ме-
тоды мультифотонной микроскопии в сочетании с FLIM 
(fluorescent lifetime imaging) расширяют возможности 
исследования структуры и метаболической активности 
клеток печени, благодаря своей неинвазивности, высо-
кой чувствительности и отсутствию необходимости вве-
дения экзогенных красителей.

Эксперименты проводили на  крысах линии Wistar 
массой 400–500 г. Удаление левой доли печени — мо-
дель 30% гепатэктомии (30% ГЭ), удаление левой 
и  медиальной долей печени  — модель 70% гепатэкто-
мии (70% ГЭ). Метаболический имиджинг проводили 
на 3 и 7 сутки после резекции. Для прицельного анализа 
метаболических процессов в гепатоцитах были получены 
значения окислительно-восстановительного отношения 
(ФАД/НАД(Ф)Н), а  также времена жизни флуоресцен-
ции и их вклады свободной и связанной с белком формы 
НАД(Ф)Н и открытой и закрытой формы ФАД. Для оцен-
ки общей синтетической активности в  клетках печени 
был представлен раздельный анализ НАДН и  НАДФН. 
Исследование липидного состава ткани печени при ре-
генерации проводили на  крио-срезах методом масс-
спектрометрии вторичных ионов ToF-SIMS 5 (ION-TOF, 
Германия). Образцы резецируемой печени исследовали 
в качестве контроля.

Результаты проведенного анализа показали уси-
ление общей метаболической активности гепатоцитов 
с  увеличением вклада процессов окислительного фос-
форилирования в  гепатоцитах, что может указывать 
на  увеличение энергетических потребностей пролифе-
рирующих клеток. Полученные параметры могут быть 
полезны в  определении критериев восстановительного 
потенциала печени после операционных вмешательств.

Работа выполнена при поддержке гранта Российского 
научного фонда № 19-15-00263.
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Известно, что действие высоких доз ионизирующего 
излучения на  головной мозг вызывает угнетение нейро-
генеза, определяемое гибелью радиочувствительной по-
пуляции нейральных стволовых и  прогениторных клеток, 
нарушением образования новых клеток, что приводит 
к снижению способности к обучению и ухудшению памяти. 
В  исследованиях влияния малых доз излучения на  мозг 
показано его стимулирующее действие на пролиферацию 
и  дифференцировку нейральных стволовых клеток и  за-
щитное действие по отношению к последующему облуче-
нию. Цель исследования — оценить влияние γ,n-облучения 
головы и общего γ-облучения в малой дозе на нейрогенез 
в гиппокампе и когнитивные функции животных.

Мышей линии C57BL/6  облучали (60Со) в  дозе 
0,1 Гр. Через 7 сут. проводили облучение головы в кол-
лимированном пучке нейтронов и γ-квантов в дозе 1 Гр. 
Через 2  мес. после облучения вводили внутрибрюшин-
но 150 мг/кг BrdU, через 2 часа проводили перфузию 
и  извлекали мозг. Влияние облучения на  нейрогенез 
оценивали с  помощью иммуногистохимического ана-
лиза парасагиттальных срезов мозга по  количеству 
BrdU-позитивных (маркер пролиферирующих клеток) 
и  DCX-положительных (маркер нейробластов) клеток 
в  зубчатой извилине гиппокампа. Влияние облучения 
на  когнитивные функции исследовали в  тесте «Водный 
лабиринт Морриса».

Обнаружено, что наибольшее количество DCX-
положительных клеток образуется после сочетанного 
действия γ-облучения мышей в  дозе 0,1  Гр  и  после-
дующего γ,n-облучения головы в  дозе 1  Гр  по  сравне-
нию с контролем и облучением в дозе 0,1 Гр. Меньшее 
по сравнению с контролем количество DCX-позитивных 
клеток наблюдалось после γ,n-облучения головы в  дозе 
1  Гр. Не  наблюдалось различий в  количестве BrdU-
позитивных клеток в  зубчатой извилине гиппокампа 
у мышей, облученных в дозе 0,1 Гр, после γ,n-облучения 
в дозе 1 Гр и контрольной группы. После сочетанного об-
лучения количество BrdU-положительных клеток было 
повышено по  сравнению с  контролем. Таким образом, 
γ,n-облучение в дозе 1 Гр приводило к подавлению ней-
рогенеза в  гиппокампе через 2  мес. после облучения, 
а после сочетанного облучения наблюдалось восстанов-
ление нейрогенеза, но при этом было обнаружено нару-
шение пространственной ориентации и  памяти. Можно 
заключить, что у  мышей после предоблучения в  дозе 
0,1  Гр  и  γ,n-облучения головы в  дозе 1  Гр  через 2  мес. 
продолжается нейрогенез в  гиппокампе, но  наблюдае-
мая положительная динамика еще не  сопровождается 
полным восстановлением когнитивных функций.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РФФИ № 17-29-01033.



МОСКВА, 20–23 НОЯБРЯ 2019 г. 197

Гены & Клетки  XIV, Приложение, 2019

Регенерация хряща в органной 
культуре с помощью тканевых 
сфероидов, сформированных 
из клеток надхрящницы ребра

Сергей Александрович Родионов1, Анна 
Александровна Грядунова2, Валентина 
Клементьевна Ильина1, Елена Владимировна 
Прохорова1, Алексей Вадимович Волков1, Михаил 
Михайлович Сморчков1, Николай Васильевич 
Загородний1, Владимир Александрович 
Миронов1, 2, Алексей Вячеслваович Ковалев1

1 � ФГБУ «НМИЦ травматологии и ортопедии 
им. Н.Н. Приорова» Минздрава России, Москва, 
Россия;

2 � ЧУ «3Д Биопринтинг Солюшенс», Москва, Россия

rodionov_085@mail.ru

Тканевые сфероиды  — это плотно упакованные агре-
гаты клеток шарообразной формы, способные к слиянию 
между собой с последующим формированием ткани, что 
позволяет использовать их  для биофабрикации различ-
ных тканей и органов, в том числе суставного хряща. Для 
восстановления поврежденного суставного хряща приме-
няют трансплантацию сфероидов из аутологичных культи-
вированных хондроцитов (Spherox, CoDon® AG). Пациенту 
проводят две артроскопические операции: первую — для 
забора биоптата суставного хряща, вторую  — для транс-
плантации хондросфер. Это приводит к излишней травма-
тизации сустава при заборе материала. Использование 
надхрящницы ребра в качестве источника клеток для фор-
мирования сфероидов призвано сократить количество 
и сложность оперативных вмешательств.

Материалом для исследования служили сфероиды, 
полученные из  культивированных клеток надхрящницы 
ребра и суставного хряща овец. Сфероиды формировали 
путем культивирования клеток в  агарозных планшетах 
(3D Petri Dish, Microtissues®) в  течение 7  суток. Далее 
сфероиды помещали в дефекты суставных поверхностей, 
сформированные на  фрагментах мыщелков бедренных 
костей овец. Полученные комплексы культивировали 
в течение 7 суток. Проведено гистологическое и морфо-
метрическое исследование сфероидов на разных сроках 
культивирования. Взаимодействие сфероидов с внекле-
точным матриксом кости оценивали методами световой 
и сканирующей электронной микроскопии.

В результате нами были получены сфероиды из куль-
тивированных клеток надхрящницы ребра и  суставного 
хряща. Каждый сфероид включал около 20 тыс. клеток. 
Средний эквивалентный диаметр сфероидов из  сустав-
ного хряща уменьшался в  процессе культивирования 
с 519 до 311 мкм, при этом у сфероидов из надхрящни-
цы данный показатель увеличивался с 448 до 620 мкм. 
Сфероиды из суставного хряща на 7 сутки культивирова-
ния состояли из клеток, плотно прилежащих друг у другу, 
при этом сфероиды из надхрящницы включали элемен-
ты волокнистого внеклеточного матрикса.

В органной культуре были исследованы процессы тка-
невого слияния сфероидов и их адгезии к матриксу кости 
в дефекте. На 7 сутки культивирования сфероиды из кле-
ток надхрящницы распластываются по  поверхности де-
фекта, сливаются между собой и синтезируют внеклеточ-
ный матрикс быстрее, чем сфероиды из  зрелых клеток 
суставного хряща. Таким образом, сфероиды из  клеток 
надхрящницы имеют более высокий регенеративный по-
тенциал по сравнению со сфероидами из клеток хряща. 
Кроме того, их получение не требует дополнительной ар-
троскопической операции.
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Высокая эффективность и  проникающая способ-
ность радиационной обработки обусловили её  распро-
странённость при стерилизации костных имплантатов 
[1]. МАГАТЭ в  качестве стандартной рекомендована 
величина дозы 25 кГр. Однако облучение с дозой выше 
15 кГр [2] может приводить к морфологическим измене-
ниям биологических тканей.

Цель исследования: разработка инновационной тех-
нологии радиационной стерилизации костных имплан-
татов, обеспечивающей их  стерильность при снижении 
величины радиационной дозы.

Эксперименты проведены в  совместной (МГУ 
им.  М.В. Ломоносова и  ВИЛАР) Лаборатории биомеди-
цинских технологий на имевших исходную контаминацию 
смешанной микрофлорой костных образцах (18×8×6 мм).

В работе предложена комбинированная двухэтапная 
технология стерилизации: на  первом  — обработка озо-
но-кислородной смесью с  последующей герметичной 
упаковкой образцов в стерилизованную той же газовой 
смесью термопленку; на втором — радиационное облуче-
ние, в  эксперименте проведенное на  линейном ускори-
теле электронов непрерывного действия в НИИ ядерной 
физики МГУ им.  М.В. Ломоносова. Дозиметрический 
контроль поглощенной дозы выполнен с  помощью пле-
ночного детектора-дозиметра СО ПД (Ф)Р-5/50.

Метрологический контроль полученной облучаемыми 
образцами дозы (в эксперименте — 5, 11, 15, 23 и 27 кГр) 
осуществляли на основе математической оценки поглощен-
ной дозы и регистрации её с применением пленочных до-
зиметров. Оценка погрешности определения поглощенной 
дозы выполнена с помощью программного пакета GEANT4.

Микробиологические исследования (тиогликолевая 
и  среда Сабуро) показали, что только образцы, подвер-
гнутые последовательному комбинированному воздей-
ствию озоно-воздушной смесью и радиационному облу-
чению с величиной поглощенных доз — 11, 15 и 27 кГр, 
стерильны на обеих культуральных средах.

Таким образом, инновационная технология [3], ос-
нованная на  синергетике стерилизующих воздействий 
различной природы, позволяет обеспечить стерильность 
при значительном снижении величины дозы от радиаци-
онной обработки.
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Современные технологии биофабрикации включают 
в  себя широкий спектр материалов и  технологических 
процессов. При этом биосовместимость материалов 
во  многих случаях определяется не  только химической 
структурой материалов, но  и  методами формирования 
медицинского изделия или конструкции для тканевой 
инженерии. Нами показано, что характеристики изделий 
на основе одного из наиболее популярных биоразлагае-
мых сополимеров, применяемых в тканевой инженерии, 
на  основе сополимера гликолида с  L-лактидом во  мно-
гом зависят не только от химической композиции, т. е. со-
отношения лактида и гликолида, но и от методов форми-
рование скаффолдов. На примере термочувствительных 
материалов с  нижней критической точкой растворения 
(Н-изопропилакриламид и  его производные), нашедших 
применение в  тканевой инженерии клеточных пластов, 
нами показано, что способ формирования термочувстви-
тельных покрытий во  многом определяет их  биосовме-
стимость и  функциональность. Приведенные примеры, 
однозначно показывают, что физико-химические про-
цессы, лежащие в  основе формирования скаффолдов 
(биофабрикация) сами по  себе во  многом определяют 
механические и биологические характеристики трехмер-
ных тканеинженерных структур.

Наряду с  новыми материалами и  новыми метода-
ми формирования скаффолдов в  последнее время 
стали развиваться технологии, получившие название 
«biophotomodulation»  — биофотомодуляция. В  основе 
этой технологии лежат стимулирующие эффекты низко-
интенсивного красного и  далекого красного излучения 
на  клетки, клеточные сфероиды и  клеточные пласты. 
Поскольку данный диапазон соответствует «оптическому 
окну» биологических тканей, то  данная технология дает 
возможность неинвазивного воздействия на  клетки, 
иммобилизованные в  скаффолдах. В  частности, мы  по-
казали, что низкоинтенсивное красное излучение улуч-
шает жизнеспособность мезенхимальных стволовых 
клеток, иммобилизованных в  фибриновых скаффолдах. 
Полученные нами данные показывают, что наряду с био-
материалами и ростовыми факторами, процессы биофа-
брикации играют определяющую роль в  формировании 
аналогов тканей и органов. Мы полагаем также, что ис-
пользование низкоинтенсивного красного и  далекого 
красного излучения на клетки найдет дальнейшее разви-
тие в тканевой инженерии.

Работа выполнена при поддержке Россиийского нау-
учного фонда (грант 15-15-00132) и Российского фонда 
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В  современной биологии и  медицине хорошо изуче-
ны морфогенетические процессы, происходящие в  эм-
бриогенезе, однако меньше известно о  генетических 
и эпигенетических механизмах построения архитектуры 
и поддержания целостности органов и тканей во взрос-
лом организме и при регенерации. В основе регенерации 
лежит обеспечение кровоснабжением и иннервацией по-
врежденных тканей. Помимо основных молекул, регули-
рующих процессы ангио- и  нейрогенеза, таких как фак-
торы роста, цитокины и хемокины, внимание привлекают 
навигационные молекулы, определяющие направление 
роста сосудов и нервов. Помимо контролирования траек-
тории роста сосудов и нервов, навигационные молекулы 
играю важную роль при патологии.

Т-кадгерин является навигационной молекулой не-
гативного регулирования роста аксонов и миграции кле-
ток нервного гребня в развивающейся нервной системе. 
Экспрессия Т-кадгерина по  времени и  в  пространстве 
совпадает с  активизацией процессов васкуляризации 
в  развивающемся головном мозге мышей. Во  взрос-
лом организме человека максимальная экспрессия 
Т-кадгерина выявляется в  сердечно-сосудистой и  нерв-
ной системах, повышение его экспрессии характерно 
для различных патологий, например, при атеросклеро-
тическом поражении сосудов. Т-кадгерин подавляет про-
цессы как физиологического ангиогенеза, так и опухоле-
вого неоангиогенеза. Различные нарушения экспрессии 
Т-кадгерина в  сосудах коррелируют с  озлакачествлени-
ем новообразований кожи человека и меланомы.

Урокиназный рецептор (uPAR) также относят к навига-
ционным молекулам. Ранее нами было показано участие 
uPAR в  процессах ангиогенеза и  ремоделирования сосу-
дов. Нарушение экспрессии или функционирования uPAR 
коррелирует с различными патологиями нервной системы 
у  мышей и  человека. В  культивируемых клетках нейро-
нального происхождения uPAR экспрессируется на конусе 
роста аксонов. Блокирование uPAR нарушает миграцию 
нейрональных клеток в  эмбриогенезе, направленный 
рост аксонов и их ветвление в клультуре клеток Neuro2a 
и на модели роста аксонов в трехмерной модели спиналь-
ных ганглиев. Урокиназный рецептор оказывается необхо-
дим для функциональной регенерации и  восстановления 
структуры периферических нервов после повреждения.

Понимание фундаментальных вопросов регуляции 
ангио- и нейрогенеза необходимо как для разработки но-
вых методов и подходов регенеративной медицины, так 
и для разработки новых лекарств для лечения онкологи-
ческих и сердечно-сосудистых заболеваний.

Работа выполнена при поддержке грантов РНФ 
(№ 19-75-30007) и РФФИ (19-29-04118).
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В  настоящее время роль длинных некодирующих 
РНК (lincRNA) в  обеспечении основных клеточных 
функций, а также патогенезе многих, в том числе онко-
логических заболеваний не  вызывает сомнений. Для 
отдельных lincRNA охарактеризованы молекулярные 
механизмы, показано, что lincRNA могут регулировать 
работу генов, входя в состав сложных комплексов с бел-
ками в  составе хроматинв, а  также влиять на  уровень 
и  трансляцию мРНК, кодирующих белки  — регуляторы 
клеточного деления, апоптоза и  дифференцировки/
поддержания стволовости. Нередко они связывают ми-
кроРНК, что позитивно влияет на трансляцию их. мРНК-
мишеней. Примером относительно хорошо изученной 
lincRNA является молекула lincROR, увеличение уровня 
которой в  эмбриональных стволовых клетках связано 
с возрастанием количества в клетке транскрипционных 
факторов, поддерживающих плюрипотентность (Oct4), 
а также со снижением уровня p53.

Мы  предположили, что lincROR должна обладать 
важной функцией в стволовых клетках глиом, аггрессив-
ность которых и  устойчивость к  химотерапевтическим 
препаратам зависит от  состояния стволовых клеток 
и уровня регуляторов апоптоза. Кроме того, в предвари-
тельных экспериментах с  первичными линиями глиом 
нам удалось выделить и частично охарактеризовать но-
вую lincRNA, которая связывает важный регулятор апоп-
тоза сурвивин (lincSURV). Мы полагаем, что уровень этой 
новой РНК должен коррелировать с  фенотипом клеток 
глиом, поскольку количество этой новой регуляторной 
РНК выше в  более агрессивных глиом с  мезенхимным 
фенотипом, по  сравнению с  клетками менее агрессив-
ного нейрального типа. Мы  разработали подход, осно-
ванный на  применении малых ингибиторных РНК для 
снижения количества lincROR и lincSURV в клетках глиом 
и доказали его эффективность. Альтернативный подход 
заключается в увеличении количества исследуемых не-
кодирующих РНК в линиях глиом.Кроме того, по крайней 
мере одну РНК — lincROR- можно детектировать в соста-
ве внеклеточных везикул, что может свидетельствовать 
о её возможной передаче от одной клетки к другой.

Полученные нами результаты свидетельствуют о важ-
ной роли lincROR и новой lincSURV в регуляции стволово-
сти и фенотипа клеток глиом.

Работа выполнена на  средства гранта РНФ 19-
44-02027  RSF-DST(2018): Выяснение молекулярных 
механизмов, определяющих роль lncRNA в  клетках 
глиобластомы.
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Пул CD34+ ГСК взрослых (гемопоэтических ство-
ловых клеток) и  более специализированных пред-
шественников ГСПК (гемопоэтических стволовых 
и предшественники крови) однажды возникнув в ходе 
эмбриогенеза постоянно восполняет весь репертуар 
клеток крови взрослого организма и участвуют в под-
держание и  функционирование взрослой кроветвор-
ной системы. Миграция ГСК и  ГСПС из  фетальной 
печени во  взрослую нишу (костный мозг) происходит 
на  последних неделях беременности и  сразу после 
рождения. Сравнительный анализ пуповинной крови 
новорожденных с периферической кровью индивидов 
различных возрастов, показывает экспоненциальное 
снижение ГСПК в  крови во  время взросления и  по-
следующего старения. С возрастом, также снижается 
количеств предшественников моноцитов (Lin–CD34–

CD16+CD14–), накапливается терменально-диффе-
ренцированые CD57+ клетки памяти (NK- и Т-клеток), 
а также CD4+CD25+ (Т-хелперы/Т-регуляторные клет-
ки). Нарастает гранулярность нейтрофилов с увеличе-
нием экспрессии CD14 (ко-рецептора для TLR4  рас-
познающего паттерны патогенов). Характерно, что 
снижение количества моноцитарных предшественни-
ков и накопление зрелых клеток памяти в крови с высо-
кой степенью коррелируют с биологическим возрастом 
человека. Дальнейшие исследование предшественни-
ков и зрелых клеток в циркуляции, а также анализ кро-
ви индивидов, проживавших в  разных климатических 
зонах, позволит создать не  только надёжную класси-
фикация возрастных изменений иммунной системы 
человека, но и даст важный материал о особенностях 
дифференцировки ГСПК человека, формирования им-
мунной системы и особенностей старения под воздей-
ствием как генетических факторов, так и условий жиз-
ни и  эпидемиологического окружения. Тестирование 
биологического возраста, физиологических характе-
ристик, связанных со старением, включающих клини-
ческие показатели (артериальное давление, уровень 
инсулина, гемоглобина, статистическая балансиров-
ка, масса тела), в сочетании с самооценкой здоровья 
и  психологическими особенностями (темперамент, 
память, показатели интеллекта) позволит оценить 
взаимозависимость возрастных изменений с параме-
трами иммунной системы. Целью является разработка 
подходов к мониторингу эффективности мероприятий 
по предупреждению заболеваний, связанных со старе-
нием иммунной системы, профилактикой аутоиммун-
ных и  иммунопролиферативных расстройств, а  также 
преждевременного старения.

Работа выполняется при финансовой поддержке 
Российского научного фонда, проект № 19-18-00058.
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Раннее метастазирование опухолевых клеток явля-
ется основным признаком прогрессии опухоли и частой 
причиной неудач в ее лечении. Известно, что повышен-
ная экспрессия протеазы урокиназы uPA и ее рецептора 
uPAR сопровождает опухоли с  высоким метастатиче-
ским потенциалом. Помимо самих опухолевых клеток, 
важную роль в  канцерогенезе играют экзосомы, проду-
цируемые опухолевыми клетками, которые депонируют-
ся в  опухолевой строме и  могут перепрограммировать 
нормальные, не опухолевые клетки. Показано, что экзо-
сомы метастазирующих опухолей несут на своей поверх-
ности белки, регулирующие адгезию и миграцию клеток, 
в  т. ч. интегрины, тетраспанины, uPA/uPAR комплекс 
и ряд других белков, ремоделирующих внеклеточный ма-
трикс. В  состав экзосом опухолевых клеток входят так-
же сигнальные белки, микроРНК и рецепторы факторов 
роста (напр. EGFR), которые могут изменять активность 
стромы. Ранее мы показали участие uPA/uPAR системы 
в эпителиально-мезенхимальном переходе (ЭМП) клеток 
нейробластомы, который сопровождает метастазирова-
ние и опосредует ее химиорезистентность.

Мы  установили, что выключение гена uPAR (ΔuPAR) 
методом CRISPR в  клетках нейробластомы снижает 
их пролиферацию и запускает каспазо-зависимый апоп-
тоз. Анализ экспрессии 84 микроРНК показал, что ΔuPAR 
сопровождается повышением экспрессии miR-34c-5p 
(в 3,4 раза) и снижением экспрессии miR-141-3р, miR-
28a-5p, miR-291-3p и  miR-295-5p (от  3,6  до  4,8  раз). 
Известно, что высокая экспрессия miR-34c-5p в нейро-
бластоме связана с  активацией протоонкогена MYCN 
и  ее  инвазией, что в  данном случае может указывать 
на  нежелательные эффекты нокаута uPAR, связанные 
с повышенным риском развития метастаз.

Используя биоинформатический анализ мишеней 
обнаруженных микроРНК, мы  выявили кластеры генов-
кандидатов, ответственных за ЭМП (Snai1, Zeb2), индук-
цию апоптоза (Bcl6, р21), пролиферацию (Atf1), адгезию 
и миграцию клеток (CD93, αv интегрин), а также участву-
ющих в биогенезе экзосом (TSPAN2, TSPAN11, Rab11b, 
Rab21). Полученные нами результаты впервые свиде-
тельствуют о  том, что урокиназная система не  только 
стимулирует пролиферацию самих опухолевых клеток 
и опосредует их метастазирование, но также может вли-
ять на опухолевую строму за счет регуляции секреции эк-
зосом и входящих в их состав микроРНК.

Исследование выполнено за счет гранта РНФ (проект 
№ 19-75-30007).
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В  настоящее время одним из  перспективных на-
правлений регенеративной медицины является техно-
логия генерации и пересадки живых эквивалентов кожи 
(ЖЭК). Данные трехмерные клеточные структуры мож-
но использовать для терапии хронических воспалений 
и иных повреждений покровных тканей. Перспективным 
источником клеток для получения ЖЭК являются инду-
цированные плюрипотентных стволовые клетки (ИПСК). 
Технология создания ЖЭК имеет ряд нерешенных про-
блем, к  которым относятся неполное соответствие 
структуры полученного ЖЭК своему нативному аналогу 
и отсутствие в нем кожных дериватов, участвующих в ре-
гуляции и самоподдержании кожного покрова.

Целью работы было получение в  ходе направлен-
ной дифференцировки ИПСК человека и верификация 
клеточных линий, пригодных для получения аутологич-
ного ЖЭК и генерации волосяных фолликулов in vitro. 
Полученные в  ходе дифференцировки клеточные ли-
нии, аналоги кератиноцитов (ИПСК-Кц) и  клеток дер-
мальной папиллы волосяного фолликула (ИПСК-ДП) 
верифицировали при помощи выявления маркеров 
кератиноцитов (p63, К14, К18, К10 и др.) и маркеров 
клеток дермальной папиллы (версикана, виментина, 
фибронектина, гладкомышечного актина и  др.) соот-
ветственно при помощи методов иммуноцитохимии 
и  ПЦР в  реальном времени. Для верификации ИПСК-
ДП  также проводили функциональный тест на  индук-
цию фолликулогенеза in  vivo после введения ИПСК-
ДП  под кожу иммунодефицитных мышей линии nude 
с последующим иммуногистохимическим выявлением 
эпидермальных маркеров (К6 и К14) в составе сфор-
мированных de novo кожных органоидов в препаратах, 
полученных из зоны введения для верификации линии 
ИПСК-ДП. На  заключительном этапе работы ИПСК-
ДП  и  ИПСК-Кц  были задействованы для генерации 
ЖЭК в  системе transwell и  сфероидов, имитирующих 
ранние стадии фолликулогенеза, в  системе «висячая 
капля». Образцы сформированных трехмерных клеточ-
ных структур использовали для иммуногистохимиче-
ского выявления маркеров кератиноцитов (К14), кле-
ток дермальной папиллы (фибронектина и версикана) 
и базальной мембраны (коллаген IV).

Результаты проведенной работы подтверждают це-
левой фенотип у  полученных клеточных линий, а  также 
демонстрируют, что ИПСК-ДП  м  ИПСК-Кц  способны 
к  интеграции в  трехмерные клеточные системы. Этот 
факт позволяет предполагать, что разработанные мето-
ды и полученные клеточные линии могут быть в будущем 
применены для формирования полноценного ЖЭК с во-
лосяными фолликулами in vitro.

Исследование было поддержано грантом РНФ 
№ 16-14-00204.
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Текущие публикации свидетельствуют о  возможно-
сти трансдифференцировки МСК в кардиомиоциты. Для 
изучения такой возможности мы  получили и  охаракте-
ризовали МСК из ткани сердца 19 дневных плодов мы-
шей GFP. Для получения ткани сердца одну беременную 
мышь GFP умерщвляли путем смещения шейных позвон-
ков. Брюшную полость вскрывали в стерильных услови-
ях, плоды в  матке переносили в  культуральную чашку, 
содержащую 10 мл PBS. Cердца плодов извлекали, пере-
носили в стерильную культуральную чашку и измельчали 
ножницами до кусочков размером 1–2 мм. Полученные 
эксплантаты помещали в  60  мм  культуральные чаш-
ки со  средой DMEM, содержащей 20% ФБС, и  культи-
вировали в течение 2 недель в СО2 инкубаторе при 5% 
CO2  и  20% кислорода. Смену ростовой среды произво-
дили каждые 5–7 сут. Клетки, мигрирующие из эксплан-
татов, пассировали до 20 пассажа с последующей кри-
оконсервацией в жидком азоте. В культуре МСК сердца 
плодов выявляли фибробласто-подобную морфологию 
и  продуцировали зеленый флюоресцирующий белок 
(GFP), видимый в ультрафиолетовом свете. Для определе-
ния уровня клоногенности и спонтанной жировой диффе-
ренцировки 400 клеток сердца плодов на 8 пассаже вы-
севали на 60 мм чашки и культивировали в среде DMEM 
в  течение двух недель с  последующей окраской краси-
телем масляным красным. Клоногенность МСК сердца 
плодов составляла 8%, а  уровень спонтанной жировой 
дифференцировки  — 30%. В  отличие от  МСК костного 
мозга, которые служили позитивным контролем и  диф-
ференцировались в  жировые и  костные клетки, МСК 
сердца плодов были индуцибельны к жировой, но не кост-
ной дифференцировке. Для иммунофенотипирования 
из  МСК сердца плодов экстрагировали тотальную РНК 
для амплификации мезенхимных и тканеспецифических 
маркеров с  помощью ПЦР с  обратной транскрипцией. 
МСК сердца плодов экспрессировали мезенхимные 
маркеры, включая CD29, CD44, CD49D, CD49F, CD73, 
CD90, CD105, CD106, CD166, но не кроветворный мар-
кер CD45. В отличие от ткани сердца плодов, в которой 
высоко экспрессировались тканеспецифические транс-
крипционные факторы Flk1, NKX2.5  и  маркеры зрелых 
кардиомиоцитов SmMHC, TnTt, в  недифференцирован-
ных МСК сердца плодов выявлялась на  низком уровне 
только продукция Flk1 и TnTt. Полученные нами данные 
свидетельствуют о  целесообразности использования 
МСК сердца плодов GFP в условиях кардиогенной диф-
ференцировки для моделирования регенерации ткани 
сердца после экспериментального инфаркта миокарда.

Работа выполнена в  рамках бюджетной темы 
Института цитологии РАН № 0124-2019-0004.
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Травма спинного мозга (ТСМ) является актуаль-
ной и  не  решенной проблемой современной медицины. 
В связи с постоянным ростом числа пострадавших, вы-
соким уровнем смертности и  инвалидизации, нужно 
проводить поиск эффективных методов лечения ТСМ. 
Клеточная терапия с применением мононуклеарных кле-
ток пуповинной крови человека (МКПКЧ) может быть 
перспективной при лечении этой тяжелой патологии. 
Криоконсервированные мононуклеарные клетки крови 
человека широко доступны и безопасны для применения 
в клинической практике.

Моделировали тяжелую спинальную травму у  крыс. 
Для клеточной терапии использовали криоконсерви-
рованные МКПКЧ из  криобанка, со  сроком хранения 
от 1 года и больше, взятые у разных доноров. Клетки вво-
дили однократно в  хвостовую вену и  в  область повреж-
дения. 2 млн клеток в 1 мл физиологического раствора 
внутривенно и  такое же  количество клеток внутриспи-
нально в  10  мкл физиологического раствора. Оба спо-
соба введения клеток в период до 5 дней после травмы 
обеспечивали увеличение восстановления двигательной 
функции у крыс до 50% от уровня «самовосстановления» 
через 6  недель наблюдения. Восстановление функции 
происходило до 4–5 недели и далее стабилизировалось. 
Влияние введения клеток достоверно начинало обнару-
живаться на 3 неделе. Клеточная терапия снижала объем 
травматического повреждения нервной ткани спинного 
мозга 2 раза через 6 недель после травмы, а достоверно 
разница обнаруживается на 2 неделе. Смертность крыс 
после травмы в контрольной группе «самовосстановле-
ния» составляла 19%, после введения клеток в  1  день 
после травмы составляла 16%, в 5 дня — 14%. Введение 
гентамицина снижало смертность до  10% в  контроле. 
На  фоне ежедневного введения гентамицина в  тече-
ние 5  дней после травмы, введение клеток на  1  день 
и  на  5  день после травмы снижало смертность до  4% 
и 1,5% соответственно.

Использование криоконсервированные МКПКЧ по-
казало себя достаточно эффективным средством кле-
точной терапии травматического повреждения спинного 
мозга в эксперименте.
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«Каждое новое поколение биологов продолжает на-
ходить свежие идеи или способы, чтобы заглянуть в бу-
дущее». В.С. Репин.

Формирование новых направлений регенеративной 
медицины тесно связано с  исследованиями в  области 
клеточных технологий. Разрабатываются методы моду-
ляции регенеративных свойств тканей организма за счет 
стволовых клеток и  клеток-предшественниц, а  также 
создания на  их  основе тканеинженерных конструк-
ций и  биоэквивалентов для заместительной терапии 
и трансплантологии.

Однако важно помнить, что новые, инновационные 
методы восстановления гомеостаза тканей и  органов 
тесно связаны с  пониманием взаимодействия генома, 
транскриптома и  протеома на  разных уровнях организа-
ции от  клеточного к  тканевому. Данные взаимодействия 
реализуются через сложные регуляторные сети. Но  без 
их  понимания невозможен полноценный морфогенез. 
Морфогенез может проходить не только при эмбриогенезе 
и во взрослом организме, но также в клеточных культурах.

Поведение целой клетки — это интегральный итог упо-
рядоченного поведения молекул и клеточных органелл — 
клеточный гомеостаз. В  лабораторных условиях, когда 
приток информации к  клеткам минимизируется, клетки 
способны длительно воспроизводить один и тот же архи-
тектурный план. Способность клеток к  спонтанному ре-
программированию при сфероидогенезе при 3D культи-
вировании соматических клеток человека, выделенных 
из разных органов и тканей, создает условия для управ-
ления клеточной дифференцировкой с помощью направ-
ленных индукционных сигналов. Возможность двойной 
направленной дифференцировки позволяет получить 
тканеинженерные конструкции на основе сфероидов или 
даже просто сфероидов без матрицы, в которых гармо-
нично сочетаются функциональность и  структура. Это 
открывает путь к созданию «заготовок органов» из инду-
цированных в нужном направлении сфероидов из сома-
тических клеток самого реципиента из разных тканей для 
завершения морфогенеза в теле человека.

Профилактика и лечение реакции 
трансплантат против хозяина 
с помощью клеточной терапии

Валерий Григорьевич Савченко

ФГБУ «НМИЦ гематологии» Минздрава России; 
Москва, Россия;

savchenko.v@blood.ru

Аллогенная трансплантация костного мозга (алло-
ТКМ) в  настоящее время является единственным ме-
тодом излечения многих заболеваний крови. Однако 
ее  применение ограничено тяжелыми осложнениями, 
основным среди которых является реакция трансплан-
тат против хозяина (РТПХ). В  связи с  недостаточной 

эффективностью существующих методов профилакти-
ки РТПХ, активно исследуются новые, в том числе при-
менение мультипотентных мезенхимных стромальных 
клеток (МСК) донора.

В исследование по профилактике РТПХ было включено 
206 пациентов. Они были рандомизированы на 2 группы: 
получавших стандартную профилактику оРТПХ (111  па-
циентов) и  тех, кому дополнительно вводили МСК, полу-
ченные от  донора костного мозга (95  пациентов). МСК 
вводили в  дозе 1×106/кг  веса больного в  день восста-
новления числа лейкоцитов до 1×109/л. Лечение о РТПХ 
с помощью МСК было проведено для 36 пациентов в воз-
расте 19–60 лет, медиана 38 лет. Анализировали клини-
ческий эффект и характеристики МСК.

Показано, что профилактическое введение МСК, по-
лученных из  костного мозга донора гемопоэтических 
клеток больным острыми лейкозами в  момент восста-
новления числа лейкоцитов после аллогенной транс-
плантации увеличивает общую, бессобытийную и  без-
рецидивную выживаемость пациентов. Введение МСК 
от стороннего донора такого эффекта не оказывает. Это 
может быть связано с  тем, что на  МСК при попадании 
в  организм начинают экспрессироваться антигены ги-
стосовместимости II класса и клетки становятся иммуно-
генными. Утрачивая иммунопривилегированность МСК 
быстро выводятся из  организма и  не  могут выполнять 
свои трофические и иммуномодулирующие функции.

При лечении глюкокортикостероид резистентной 
РТПХ с  помощью МСК полный ответ был достигнут 
у 13 пациентов, частичный ответ у 9, клиническое улуч-
шение у 4, и у 1 пациента наблюдался смешанный ответ. 
Девять пациентов не ответили на введение МСК, 8 из них 
не  ответили на  дальнейшие линии терапии и  погибли 
менее чем через пол года. Более половины пациентов 
с полным и частичным ответом, а также с клиническим 
улучшением выжили. Остальные пациенты, имевшие 
клинический ответ, погибли через 1–49 месяцев после 
диагностики РТПХ в основном от рецидива основного за-
болевания. Эффективность терапии РТПХ не  зависела 
от того были ли использованы МСК от собственного или 
стороннего донора и их основных характеристик.

Очевидно, что использование МСК имеет клиниче-
ский эффект, для усиления которого необходимо даль-
нейшее изучение механизмов действия этих клеток 
и определение рамок их использования.

Получение из эмбриональных 
стволовых клеток мыши клеток 
с фенотипом подобным моноцитам 
и макрофагам

Ирина Петровна Савченкова, 
Екатерина Александровна Савченкова, 
Юлия Алексеевна Осипова

Лаборатория стволовой клетки, Федеральный 
научный центр — Всероссийский научно-
исследовательский институт экспериментальной 
ветеринарии им. К.И. Скрябина и Я.Р. Коваленко 
РАН, Москва, Россия

s-ip@mail.ru

Моноциты и тканевые макрофаги являются мишенью 
для многих лентивирусов животных. Дифференцировка 
эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) в  этом направ-
лении представляет интерес для создания новой вос-
приимчивой клеточной модели in vitro с целью изучения 
процессов, которые происходят во  взаимоотношениях 
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клетка-вирус в  результате лентивирусной инфекции. 
ЭСК являются уникальной моделью для изучения мо-
лекулярных механизмов клеточной дифференциров-
ки, в  частности раннего гематопоэза. Условия диффе-
ренцировки ЭСК в  макрофаги в  культуре отличаются, 
и представляло интерес их оптимизировать. В качестве 
объекта использовали ЭСК мыши линии Д3. Индукцию 
к  дифференцировке осуществляли посредством пасси-
рования клеток в высокой плотности в чашках Петри без 
фидерного слоя. Колонии ЭСК собирали, не  разбивая 
их, и  высевали агрегатами (100–200  мкм в  диаметре) 
в  низкой плотности по  10–20  агрегатов на  см2  в  чаш-
ки Петри, блокирующие клеточную адгезию с  целью 
формирования эмбриональных телец (ЭТ), а в ростовую 
среду добавляли рекомбинантный интерлейкин 3 и гра-
нулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий 
фактор. На 12 сут. такого культивирования ЭТ собирали 
и  обрабатывали ферментами для получения отдельных 
клеток. Доля клеток, положительно окрашенных АТ про-
тив АГ CD34 и CD45, составляла 43% и 25%, соответ-
ственно. Для подтверждения дифференцировки в  этом 
направлении использовали полужидкую метилцеллюлоз-
ную среду, в которую вносили те же рекомбинантные ци-
токины. Анализ полученных результатов продемонстри-
ровал формирование колоний с различной морфологией 
с  эффективностью 0,33% (33±0,4  на  10000  клеток). 
Иммуноцитохимический анализ выбранных по  мор-
фологии для анализа колоний продемонстрировал 
окраску клеток АТ  против CD11b, CD11c, F4/80, что 
свидетельствует о получении в культуре моноцитов и тка-
невых макрофагов посредством индукции мышиных 
ЭСК. Обнаружение в колониях моноцитов и макрофагов, 
свидетельствует о том, что данные клеточные типы вза-
имосвязаны. Полученные результаты дают возможность 
изучать биологию этих клеток in vitro и открывают новые 
возможности для изучения зависимости репликации 
лентивирусов, в  частности, вируса инфекционной ане-
мии лошадей от степени цитодифференцировки.

Мезенхимные стромальные клетки 
как потенциальные координаторы 
восстановления ниши стволовой 
клетки

Георгий Дмитриевич Сагарадзе1, Наталия 
Андреевна Басалова1, 2, Владимир Игоревич 
Кирпатовский1, 3, Дмитрий Александрович 
Охоботов1, 2, Петр Петрович Нимирицкий1, 
Ольга Александровна Григорьева1, Владимир 
Сергеевич Попов2, Армаис Альбертович 
Камалов1, 2, Всеволод Арсеньевич Ткачук1, 2, 
Анастасия Юрьевна Ефименко1, 2

1 � Медицинский научно-образовательный центр, 
Московский государственный университет 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия;

2 � Факультет фундаментальной медицины, 
Московский государственный университет 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия;

3 � НИИ урологии и интервенционной радиологии 
им. Н.А. Лопаткина — филиал ФГБУ «НМИЦ 
радиологии» Минздрава России, Москва, Россия

sagaradze_g@mail.ru

Стволовые клетки взрослого организма являются 
источником новых клеток для обновления и  восстанов-
ления тканей. Постнатальные стволовые клетки функ-
ционируют в  специфическом микроокружении, нише 

стволовой клетки, в которой отдельные компоненты мо-
дулируют локальные и отдаленные регуляторные сигна-
лы, передаваемые стволовым клеткам. Следовательно, 
повреждение ниши стволовой клетки может нарушить 
координацию гомеостаза и регенерации тканей. В роли 
координаторов восстановления ниши стволовой клетки 
можно рассматривать мезенхимные стромальные клет-
ки (МСК) благодаря их потенциалу поддерживать жизне-
способность и  регулировать функции резидентных кле-
ток за счет секреции различных паракринных факторов 
и внеклеточных везикул. Кроме того, в некоторых случаях 
МСК могут брать на себя паракринную функцию повреж-
денных компонентов ниши для поддержания стволовых 
клеток и  содействия регенерации ткани. Однако, меха-
низмы восстановления ниши стволовых клеток и участия 
МСК в этом процессе остаются малоизученными.

Данное исследование посвящено изучению участия 
МСК в  восстановлении ниши стволовой клетки. В  ка-
честве модели выбрана ниша сперматогониальных 
стволовых клеток (ССК), поскольку ее  состав охарак-
теризован, а  также описаны механизмы паракринной 
регуляции поведения стволовых клеток и  их  микро-
окружения. На  модели абдоминального крипторхизма 
у крыс вызывали повреждение ниши ССК. В результате 
экспериментов установлено, что инъекции под белоч-
ную оболочку яичка МСК или секретома МСК были до-
статочны для восстановления сперматогенеза и  фер-
тильности у животных и сопровождались увеличением 
количества клеток Сертоли, а  также восстановлением 
секреторной функции клеток Лейдига.

Таким образом, в  исследовании продемонстри-
ровано, что МСК стимулируют восстановление ниши 
ССК за  счет влияния на  ключевые компоненты ниши. 
Мы  предполагаем, что наблюдаемый эффект опосре-
дован секретомом МСК. Полученные данные свиде-
тельствуют о том, что МСК могут имитировать функции 
утраченных поддерживающих клеток в нише стволовой 
клетки, временно обеспечивая паракринные стимулы 
для клеток-мишеней и тем самым поддерживая процес-
сы регенерации тканей после повреждения.

Работа выполнена при поддержке РНФ (проект № 19-
75-30007; исследование роли МСК в  восстановлении 
ниши ССК); РФФИ (№ 18-315-00403; эксперименты 
in vitro на клетках Лейдига и Сертоли).

Потенциирование регенерации 
у больных с абсцессами печени 
методом фотодинамической терапии

Дмитрий Игоревич Сажнев1, 
Александр Алексеевич Андреев2, 
Александр Анатольевич Глухов2

1 � БУЗ ВО Воронежская городская клиническая 
юольница скорой медицинской помощи 10, 
Воронеж, Россия;

2 � Воронежский государственный медицинский 
университет им. Н.Н. Бурденко, Воронеж, Россия

dimitrikus@yandex.ru

Цель исследования: улучшить результаты лечения 
больных с абсцессами печени, путём повышение регене-
ративной активности гепатоцитов за счёт использования 
фотодинамического эффекта.

Материалы и методы: проанализированы результа-
ты лечения 28 больных с абсцессами печени размерами 
от 5 до 10 см в диаметре. 14 из них составили основную 
группу, 14–контрольную.
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Больным производилось дренирование гнойника под 
УЗ-контролем дренажами 10–12 Fr. Содержимое актив-
но аспирировалось. Полость промывалась физиологиче-
ским раствором. Пациентам основной группы после про-
мывания в полость вводился фотосенсибилизатор (ФС) 
«ФотосенR», после чего дренаж перекрывался. Время 
экспозиции составляло 30 мин. , после чего ФС аспири-
ровался. Затем через дренаж проводилось оптическое 
волокно, и  на  полость воздействовали лазерным излу-
чением. Источник излучения-аппарат лазерный тера-
певтический «Мустанг 2000». Длинна волны составляла 
675±10  нм, мощность 180  мВт. Длительность сеанса 
облучения составляла 30  мин. В  дальнейшем осущест-
влялась ежедневное промыванием полости абсцесса 
0,05% водным раствором хлоргекседина биглюконата.

Пациентам контрольной группы после дренирования 
проводилось промывание полости физиологическим 
раствором и последующая ежедневная санация абсцесса 
0,05% водным раствором хлоргекседина биглюконата.

Результаты. Для оценки применяемой методики про-
водился контроль следующих параметров: сроки норма-
лизации количества лейкоцитов, лейкоцитарный индекс 
интоксикации (ЛИИ), результаты бактериологических 
посевов, уменьшение полости абсцесса по данным УЗИ.

У  всех больных удалось достичь выздоровления, 
используя малоинвазивные интервенционные вмеша-
тельства. Нормализации уровня лейкоцитов в  крови 
и снижение ЛИИ ниже 4 наблюдалась на 4 сутки у всех 
пролеченных больных основной группы. В  контрольной 
группе данных показателей удалось достичь к  7–8  сут-
кам. Отрицательные бактериологические посевы в  ос-
новной группе были получены к  3  суткам. У  пациентов 
контрольной группы на 7–9 сутки. Уменьшение диаметра 
полости в 2 раза наблюдалось на 4–5 сутки у пациентов 
основной группы, в контрольной группе — на 7–8 сутки.

Заключение. Использование данного метода позво-
лило ограничиться применением малоинвазивных пунк-
ционно-дренирующих вмешательств.

Благодаря ускорению некролитической фазы про-
цесса и стимуляции грануляции уже к 2–3 суткам наблю-
дается улучшение общего состояния больных, которые 
субъективно отмечают купирование болевого синдрома 
и гипертермии.

Опухолевые стволовые клетки 
в карциноме молочной железы

Сергей Владимирович Сазонов1, 
Александр Александрович Бриллиант2, 
Сергей Михайлович Демидов3

1 � Кафедра гистологии Уральского государственного 
медицинского университета, Екатеринбург, Россия;

2 � Патолого-анатомическое отделение Института 
медицинских клеточных технологий, Екатеринбург, 
Россия;

3 � Кафедра онкологии и радиологии Уральского 
государственного медицинского университета, 
Екатеринбург, Россия

prof-ssazonov@yandex.ru

Введение. Опухолевые клетки, имеющие высокую ак-
тивность фермента ALDH1 обладают фенотипическими 
и  функциональными характеристиками стволовых кле-
ток, а при культивировании дают популяцию опухолевых 
стволовых клеток. В то же время нет данных о величине 
популяции этих клеток в  карциномах молочной железы 
из разных иммунобиологических подтипов.

Материал и  методы. В  работе использовался ма-
териал 110  случаев инвазивной карциномы молочной 
железы. Для определения стволовых клеток в  опухо-
левой популяции исследовали наличие ALDH1А1. Для 
распределения на иммунобиологические подтипы опре-
деляли наличие рецепторов к стероидным гормонам ER, 
PR, HER-2/neu рецепторы, а также уровень экспрессии 
белка Ki-67. Сформированы группы карцином гормон-
рецептор-позитивного: люминального А  и  В  подтипов 
и  гормон-рецептор-негативного: тройного негативного 
и Her2 — позитивного подтипа.

Результаты. В группе с высоким содержанием опу-
холевых стволовых клеток преобладают случаи гормон-
рецептор-негативного HER-2  позитивного и  Тройного 
негативного подтипов (46  и  37% соответственно). 
В  96% случаев Люминального А  подтипа и  в  100% 
случаев Люминального В  подтипа опухолевые стволо-
вые клетки выявлялись в незначительном количестве. 
Наибольшее число случаев, в которых выявлено более 
10% опухолевых стволовых клеток в  общем пуле опу-
холевых клеток, относились к  Гормон-рецептор нега-
тивному HER-2  позитивному (20%), гормон-рецептор 
позитивному HER-2  позитивному (12%) и  тройному 
негативному подтипам (17%). В  последней группе все 
случаи с  высоким уровнем экспрессии ALDH1A1  со-
держали более 50% опухолевых стволовых клеток в об-
щем пуле опухолевых клеток.

Выводы. Наибольший размер популяции опухолевых 
стволовых клеток обнаружено в  гормон-рецептор-не-
гативных карциномах молочной железы (случаи HER-
2  позитивного и  тройного негативного подтипов). Эти 
же  подтипы считаются наиболее неблагоприятными 
по прогнозу и ответу на химиотерапию.

Работа выполнена в  рамках Государственного зада-
ния УГМУ № 056-00151-18-00.

Сравнительный анализ способности 
различных линий индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток 
дифференцироваться в нейральном 
направлении

Диана Ирековна Салихова1, Георгий Евгеньевич 
Леонов1, Татьяна Борисовна Бухарова1, Наталья 
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Тимур Хайсамудинович Фатхудинов2, 3, 
Дмитрий Вадимович Гольдштейн1, 3

1 � ФГБНУ «Медико-генетический научный центр», 
Москва, Россия;
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diana_salikhova@bk.ru

На  сегодняшний день технология получения ин-
дуцированных плюрипотентных стволовых клеток 
(ИПСК) является весьма перспективной для примене-
ния в  клинической практике, поскольку позволяет ис-
ключить использование фетального материала, а так-
же проблемы, связанные с наработкой биоматериалов. 
Постоянное совершенствование методов получения 
ИПСК и направленный отбор клонов приведет к более 
широкому применению производных плюрипотент-
ных клеток для создания терапевтических препаратов 
и тканеинженерных конструкций.
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Целью работы является получение ИПСК методом 
репрограммирования фибробластов человека и  отбор 
перспективных клонов для дальнейшей дифференциров-
ки в нейральном направлении.

Материала и методы. Для получения ИПСК из фи-
бробластов от  двух доноров использовали коммерче-
ский набор для репрограммирования «CTS CytoTune-iPS 
2.1 Sendai Reprogramming Kit» на основе вируса Сендай. 
Все полученные линии были охарактеризованы по экс-
прессии маркеров плюрипотентности иммуноцитохими-
ческим методом, а также с помощью ПЦР-анализа. Для 
подтверждения способности полученных клонов ИПСК 
человека к дифференцировке in vitro был проведен тест 
на спонтанное формирование трех зародышевых лист-
ков. Дифференцировку в нейральном направлении про-
водили с помощью малых молекул SB431542, 2 мкМ 
дорсоморфина и 200 нМ LDN193189 в течение 14 су-
ток. Количество дифференцированных клеток опреде-
ляли по маркеру нейроэпителия PAX6 с помощью про-
точной цитометрии.

В результате отбора были получены стабильные ли-
нии ИПСК — VII_MAK_C, VI_MAK_A, V_MAK_F от перво-
го донора, которые подтвердили свой плюрипотентный 
статус посредством экспрессии генов-маркеров Oct4, 
Sox2, Nanog, TRA-1-81 как на уровне транскрипции, так 
и на уровне трансляции, а также способность к спонтан-
ному формированию три зародышевых листка, и имели 
нормальный кариотип.

На  следующем этапе была выбрана линия  — VII_
MAK_C, которая после дифференцировки состоя-
ла на  98,4±0,6% из  нейральных стволовых клеток 
(PAX6+). В то время как в линиях VI_MAK_A и V_MAK_F 
количество PAX6+  — клеток составляло 46,6±10,16% 
и  52,4±4,56%, соответственно. Таким образом было 
показано, что полученные клоны ИПСК обладают раз-
ной способностью к  нейральной дифференцировке. 
Анализ гетерогенности культур по  экспрессии PAX6+ 
клеток позволит выбрать линии с наибольшим терапев-
тическим потенциалом.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Министерства образования и  науки Российской феде-
рации, уникальный идентификатор научного проекта 
RFMEFI60417X0184.

Генная терапия хронической ишемии 
задних конечностей у крыс

Игорь Валерьевич Саматошенков1, 
Маргарита Николаевна Журавлева2, 
Юрий Александрович Челышев1

1 � Казанский государственный медицинский 
университет, Казань, Россия;

2 � Казанский (Приволжский) федеральный 
университет, Казань, Россия

mr.samatoshenkov@mail.ru

На  модели хронической ишемии задней конечно-
сти крысы изучены эффекты инъекции аденовирусов, 
несущих гены сосудистого эндотелиального факто-
ра роста (VEGF 165), глиального нейротрофического 
фактора (GDNF) и  ангиогенина (ANG). Спустя 14  суток 
после создания ишемии путем иссечения фрагмента 
бедренной артерии крысы были разделены на  4  груп-
пы: (1) группа с  введением гена ANG (Ad5-ANG, n=10; 
2×1010 вирусных частиц в  60  мкл NaCl) в  4  точки дис-
тальной части икроножной мышцы, по 15 мкл в каждую 
точку; (2) группа с  введением комбинации генов VEGF 

и  ANG (Ad5-VEGF+Ad5-ANG, n=10) в  том же  объеме 
в  те  же  точки; (3) группа с  введением комбинации ге-
нов VEGF, ANG, GDNF (Ad5-VEGF+Ad5-ANG+Ad5-GDNF, 
n=10); (4) группа контроля с  введением физиологиче-
ского раствора (NaCl, n=10). Для оценки экспрессии 
гена зеленого флуоресцентного белка (EGFP) были 
дополнительно прооперированы 5  животных с  введе-
нием на  14  сутки после операции в  дистальную часть 
икроножной мышцы Ad5-EGFP. Забор биоматериала 
осуществляли на  14  и  28  сутки после проведения ген-
ной терапии. Для идентификации кровеносных сосудов 
и  оценки состояния мышечной ткани осуществляли 
иммуногистохимическую реакция с  антителами против 
CD  31, морфометрический анализ мышечных волокон 
и  подсчет мышечных трубочек с  центрально располо-
женными ядрами (МЦЯ). Для оценки экспрессии тера-
певтических генов и  специфических белков выполняли 
ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) и вестерн-блоттинг 
(WB). На 28 сутки после введения генов количество МЦЯ 
в  области ишемии мышцы, а  также количество CD31-
иммунопозитивных клеток в  группе Ad5-VEGF+Ad5-
ANG+Ad5-GDNF было увеличено в  38.7  и  1.3  раза 
соответственно. Методом ПЦР-РВ  на  14  сутки показа-
но увеличение мРНК GDNF, VEGF и  ANG как в  группе 
Ad5-VEGF+Ad5-ANG, так и  в  группе Ad5-VEGF+Ad5-
ANG+Ad5-GDNF, также отмечено увеличение экспрес-
сии мРНК desmin в области ишемии мышц в этих груп-
пах. Методом вестерн-блотта было показано увеличение 
экспрессии CD34  и  фактора фон Виллебранда (VWF) 
на  14  сутки после инъекции Ad5-VEGF+Ad5-ANG+Ad5-
GDNF при сравнении с  контрольной группой. Введение 
комбинации Ad5-VEGF+Ad5-ANG+Ad5-GDNF стимули-
рует регенерацию мышц, увеличивая количество МЦЯ, 
а также увеличивает количество сосудов. Исходя из вы-
шеприведенных данных, ангиогенный и регенераторный 
потенциал генетической конструкции Ad5-VEGF+Ad5-
ANG+Ad5-GDNF требует дальнейших исследования для 
возможности его применения в клинических целях в ка-
честве средства, стимулирующего ангиогенез и регене-
рацию скелетной мышцы при ишемии.

Биоматериалы на основе 
бактериальной целлюлозы 
для регенеративной медицины

Наталья Борисовна Сапунова, Алена 
Олеговна Богатырева, Надежда 
Викторовна Ревина, Елена Владимировна 
Лияськина, Виктор Васильевич Ревин

Национальный исследовательский Мордовский 
государственный университет им. Н.П. Огарёва, 
Саранск, Россия

n.sapunowa2016@yandex.ru

Бактериальная целлюлоза (БЦ) имеет большие пер-
спективы использования в  качестве биоматериала для 
регенеративной медицины. Она обладает такими свой-
ствами как биологическая совместимость, высокая 
механическая прочность, высокая сорбционная спо-
собность. Гель-пленка БЦ  поддерживает оптимальный 
баланс влажности, стимулирующий заживление; отлично 
пропускает жидкости и  газы; поглощает продукты рас-
пада тканей; служит почти непреодолимым физическим 
барьером для инфекции. Это уникальная матрица-носи-
тель для различных лекарственных препаратов, в частно-
сти с антибактериальным и регенерирующим действием. 
Особый интерес к БЦ вызван возможностью получения 
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на  ее  основе биокомпозиционных материалов с  задан-
ными свойствами.

Целью работы было получение новых биоматери-
алов с  антибактериальными и  регенеративными свой-
ствами на основе БЦ.

Объектом исследования являлась очищен-
ная БЦ, полученная при культивировании бактерии 
Gluconacetobacter sucrofermentans В-11267  на  среде 
HS и средах с отходами пищевой промышленности.

В результате исследований получены биокомпозиты 
на основе пленок, гидрогелей и аэрогелей БЦ с хитоза-
ном и альгинатом. Изучены их физико-химические и фи-
зико-механические свойства. Показано, что полученные 
биоматериалы обладают высокой антибактериальной 
активностью и регенеративными свойствами.

Работа выполнена при поддержке Министерства на-
уки и высшего образования Российской Федерации, про-
ект госзадания № 11.10882.2018/11.12.

Купирование imiquimod-
индуцированного псориаза у крыс 
секретомом мультипотентных 
мезенхимальных стромальных 
клеток

Марина Владиславовна Сарычева2, Полина 
Александровна Голубинская1, 2, Сергей 
Викторович Надеждин2, Юрий Евгеньевич Бурда1, 2
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Антипсориатическая терапия в  последние годы пре-
терпела изменения, появилось большое количество 
генноинженерных биологических препаратов: анти-
TNF-α — etanercept, infliximab и adalimumab, анти-IL12/
IL23  p40  — ustekinumab, анти-фосфодиэстераза-4  — 
apremilast, анти-IL-17A  — secukinumab, ixekizumab, 
PDE4  ингибитор apremilast. В  топических препаратах 
прогресс значительно меньше, основными средства-
ми, по-прежнему, остаются глюкокортикоиды с  из-
вестными побочными эффектами, аналоги витамина 
D  — calcipotriol (calcipotriene), производное ретиноевой 
кислоты  — Tazarotene, березовый деготь, имеющие бо-
лее узкие показания.

Материалы и  методы. Исследование проводили 
на  модели имихимод-индуцированного псориазиформ-
ного воспаления на крысах линии Wistar. После разви-
тия воспаления на спине одну сторону ежедневно мазали 
контрольным препаратом — детский крем, вторую — дет-
ским кремом с добавлением секретома крысиных кост-
номозговых МСК. Вместо опытного препарата у  части 
крыс использовали в качестве референтного препарата 
фторцинолон. Кожные некропсии с окраской гематокси-
лин/эозин подвергли морфометрии.

Результаты. На 4 день применения imiquimod у всех 
животных наблюдалось развитие воспаления, с появле-
нием крупнопластинчатого шелушения, экскориаций, 
равномерно с обеих сторон в области применения индук-
тора воспаления. Купирование воспаления в результате 
ежедневного однократного применения крема, крема 
с секретомом МСК и fluocinolone наблюдалось в опытной 
группе и  в  положительном контроле со  2  дня примене-
ния, в  отрицательном контроле на  3  сутки применения 
крема внешне выраженность воспаления снижалась 

незначительно. Так общая клеточность препаратов в от-
рицательном контроле составила 876,9±77,5 (M±sd), 
в  положительном контроле  — 572,8±75,4, а  в  опытной 
группе  — 589,4±105,4. Толщина дермы в  мкм в  кон-
троле  — 893,0±71,1, при использовании fluocinolone 
acetate  — 607,8±83,7, а  в  случае применения секрето-
ма МСК  — 629,1±48,0. Также под влиянием факторов, 
продуцируемых МСК, статистически значимо умень-
шался такой характерный для псориатического пораже-
ния кожи признак, как акантоз: 253,6±35,9  мкм, про-
тив 252,0±54,8  мкм под влиянием fluocinolone acetate 
и 677,1±80,6 мкм в отрицательном контроле.

Таким образом, противовоспалительная и  иммуно-
супрессивная активность комплекса гуморальных фак-
торов секретома МСК обеспечила купирование остро-
го псориазиформного кожного воспаления и показала 
потенциал для дальнейшего углубленного эксперимен-
тального исследования в  лечении Th17-зависимого 
воспаления.

Биосовместимость керамических 
материалов на основе пирофосфата 
кальция

Татьяна Викторовна Сафронова1, 
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Борисовна Шаталова1, Ярослав Юрьевич 
Филиппов1, Владимир Валентинович 
Зайцев2, Ирина Ивановна Селезнева3

1 � МГУ им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия;
2 � ФГБУ «НМИЦ травматологии и ортопедии 

им. Н.Н. Приорова», Москва, Россия;
3 � ФГБУН Институт теоретической 

и экспериментальной биофизики РАН, Пущино 
Московской области, Россия

t3470641@yandex.ru

Биосовместимые биорезорбируемые (биодегради-
руемые) керамические материалы на  основе фосфа-
тов кальция необходимы для развития новых методов 
лечения дефектов костной ткани. Преимуществом 
костных имплантатов на  основе синтетических неор-
ганических материалов является отсутствие иммунной 
реакции отторжения организмом по сравнению с ксе-
ноимплантатами или аллотрансплантатами, а  также 
исключение дополнительной травматичности, прису-
щей «золотому стандарту» имплантации при использо-
вании аутоимплантатов.

Целью настоящей работы было создание новых био-
совместимых биорезорбируемых (биодеградируемых) 
керамических материалов на основе пирофосфата каль-
ция Ca2P2O7 и исследование их биосовместимости.

Керамику на  основе пирофосфата кальция 
Ca2P2O7  получали из  синтетических порошков гидро-
фосфатов кальция (CaHPO4, CaHPO4×2H2O), используя 
в  качестве спекающей добавки полифосфат кальция 
(Ca(PO3)2) в количестве 0–10%.

Метаболическая активность клеток была определе-
на по  результатам МТТ-теста при инкубации в  течение 
48 часов в вытяжках из исследуемых керамических ма-
териалов. Результаты определения жизнеспособности 
клеток, культивируемых на поверхности исследуемых ма-
териалов на вторые и на седьмые сутки, подтверждают, 
что пролиферативная активность клеток наблюдается 
на всех исследованных образцах.

Было установлено, что исследуемые образцы ке-
рамики на  основе пирофосфата кальция не  вызывали 



МОСКВА, 20–23 НОЯБРЯ 2019 г. 207

Гены & Клетки  XIV, Приложение, 2019

воспаления и  не  подвергались резорбции будучи им-
плантированными в подкожную клетчатку мелкого лабо-
раторного животного (крысы линии «Wistar») по истече-
нии 30 дней. Локальная реакция организма на образцы, 
имплантированные животным, была минимальной, по-
скольку отсутствовал выраженный фиброз соедини-
тельно-тканной капсулы. Вокруг всех имплантированных 
плотных образцов образовывалась тонкая и прозрачная 
соединительно-тканная капсула. Исследованные мате-
риалы вызывали слабовыраженный неоангиогенез.

Исследования in  vitro и  in  vivo подтвердили биосов-
местимость керамики на основе пирофосфата кальция. 
Керамические материалы на основе пирофосфата каль-
ция могут быть рекомендованы для изготовления кост-
ных имплантатов и дальнейшего развития регенератив-
ных методов лечении дефектов костной ткани.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 18-29-11079.

Биосовместимые кальцийфосфатные 
керамические материалы, полученные 
обжигом цементного камня

Татьяна Викторовна Сафронова1, Отабек 
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Материалы на основе фосфатов кальция использу-
ются в  качестве лекарственных средств при лечении 
дефектов костной ткани. Керамика на основе пирофос-
фата кальция Са2Р2О7  привлекает внимание исследо-
вателей из-за  способности резорбироваться в  среде 
организма, а так же из-за близкого к нейтральному для 
этого материала уровня рН при имплантации. Фаза пи-
рофосфата кальция в керамическом материале может 
быть превнесена через прекурсоры с мольным соотно-
шением Са/Р=1: γ-Са2Р2О7, β-Са2Р2О7, СаНРО4×2Н2О, 
СаНРО4, Са2Р2О7×хН2О.

Целью работы было создание нового керамического 
материала на основе пирофосфата кальция, полученно-
го обжигом цементного камня, и  исследование биосов-
местимости этого материала.

При добавлении воды к порошковой смеси, включа-
ющей цитрат кальция тетрагидрат Ca3(C6H5O7)2×4Н2О 
и  монокальцийфосфат моногидрат Са(Н2РО4)2Н2О, 
происходило формирование цементного камня. 
Высококонцентрированные водные суспензии на осно-
ве этой порошковой смеси обладали продолжительным 

(до 30 мин.) периодом твердения, что позволило исполь-
зовать эти суспензии для экструзионной 3D-печати об-
разцов с заданной геометрией порового пространства. 
Фазовый состав образцов после формования, тверде-
ния и сушки был представлен брушитом СаНРО4*2Н2О 
и монетитом СаНРО4, а после обжига — пирофосфатом 
кальция β-Са2Р2О7.

Исследуемые образцы керамики на основе пирофосфа-
та кальция, как было установлено, не вызывали воспаления 
и не подвергались резорбции будучи имплантированными 
подкожно мелким лабораторным животным (крысы линии 
«Wistar») по истечении 30 дней. Вокруг всех имплантиро-
ванных плотных образцов образовывалась тонкая и  про-
зрачная соединительно-тканная капсула. Локальная реак-
ция организма на образцы, имплантированные животным, 
была минимальной, поскольку отсутствовал выраженный 
фиброз соединительно-тканной капсулы. Исследованные 
материалы вызывали слабовыраженный неоангиогенез.

Исследования in  vivo подтвердили биосовмести-
мость керамики на  основе пирофосфата кальция 
β-Са2Р2О7, полученной обжигом цементного камня. 
Высококонцентрированные суспензии, включающие 
цитрат кальция тетрагидрат Ca3(C6H5O7)2×4Н2О и  моно-
кальцийфосфат моногидрат Са(Н2РО4)2Н2О, могут быть 
использованы для экструзионной 3D-печати, а получен-
ные керамические материалы на  основе пирофосфата 
кальция могут быть рекомендованы для изготовления 
костных имплантатов и  развития регенеративных мето-
дов лечении дефектов костной ткани.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ (проект № 18-53-00034) и  БРФФИ (проект 
№ Х18Р-063).

Применение повязок на основе 
лиофилизированного человеческого 
коллагена I типа для лечения 
донорских ран в комбустиологии
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Введение. Аутодермопластика  — основной метод 
пластического закрытия глубоких ожогов. Донорские 
раны являются моделью ожогов II  степени, для лечения 
которых мы применяем повязки на основе лиофилизиро-
ванного человеческого коллагена I типа.

Цель. Улучшить результаты лечения донорских ран.
Материал и методы. 26 больных поступили в ожого-

вый центр в 2018–2019 гг. с глубокими ожогами кожи. 
Всем больным выполнена аутодермопластика расще-
пленными аутотрансплантатами толщиной 0,3–0,4мм, 
взятыми роторным дерматомом. Донорские раны закры-
вали: 16  больным лиофилизированным человеческим 
коллагеном I  типа (1  группа), а  10  — атравматическим 
сетчатым покрытием (традиционное лечение, 2 группа). 
Раневые покрытия фиксировали марлевым бинтом.

Больные обеих групп были сопоставимы по полу, воз-
расту, площади ожоговых ран.
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Оценивали сроки эпителизации донорских ран в обе-
их группах. Данные представлены в формате медиан (Me) 
и квартилей (LQ; UQ). Сравнительный статистический ана-
лиз проводили с  применением критерия Манна-Уитни. 
За уровень статистической значимости принято p ≤ 0,05.

Результаты. Первую перевязку в обеих группах про-
водили на 5 сутки.

В 1 группе марлевая повязка не прилипала к ране, по-
крытой деградирующим коллагеном и тонким сухим «кро-
вяным струпом». Струп постепенно отторгался по  мере 
эпителизации, а рану вели открытым способом.

Во  2  группе сухая марлевая повязка была плот-
но соединена с  атравматическим покрытием и  раной. 
Проводили ежедневную смену марлевых повязок до пол-
ной эпителизации ран. Перевязки сопровождались не-
значительным кровотечением и выраженной болью.

В 1 группе срок эпителизации донорских ран составил 
от 8 до 10 суток — 9(8; 9). Во 2 группе — от 10 до 12 су-
ток — 10,5 (10; 11), что статистически значимо больше, 
чем в 1 группе (p<0,001).

Заключение. Известно, что при повреждении ткани 
происходит естественная активация тромбоцитов, кото-
рые выделяют факторы роста. Они вызывают миграцию 
фибробластов в область раны и ускоряют пролиферацию 
эпителия сохранившихся дериватов кожи. Экзогенный 
коллаген, являясь матриксом, ускоряет миграцию фи-
бробластов и кератиноцитов. Предложенный нами метод 
лечения донорских ран с применением лиофилизирован-
ного человеческого коллагена I типа позволил статисти-
чески значимо сократить сроки их эпителизации.

Использование аутологичных 
мезенхимальных стромальных 
клеток костного мозга в лечении 
больных хроническим остеомиелитом 
длинных костей

Галина Викторовна Селедцова1, Ирина Петровна 
Иванова1, Юрий Анатольевич Кожевников1, 
Сергей Николаевич Белогородцев2
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2 � ФБГНУ НИИ туберкулеза, Москва, Россия
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Формирующийся в процессе хронического инфекци-
онного процесса дефект костной ткани (секвестральная 
коробка) является местом длительного персистирования 
микроорганизмов, что приводит к хронизации процесса. 
Периодические обострения сопровождаются вовлечени-
ем новых участков кости и окружающих тканей в патоло-
гический процесс и, в  дальнейшем, приводят к  грубому 
нарушению функции органа и инвалидизации больных.

Существующие хирургические и  терапевтичесие ме-
тоды не всегда позволяют полноценно восстановить де-
фект кости при остеомиелитическом процессе. Поэтому 
поиск новых технологий лечения в  остеоиммунологии- 
актуальная для практического здравоохранения задача. 
В  нашей работе в  качестве прорегенераторного стиму-
ла были использованы аутологичные мезенхимальные 
стволовые клетки, которые способны дифференциро-
ваться в  клетки костной ткани и  как непосредственно 
замещать дефект (E. Seebach, 2015, И.В. Майбородин, 
2011), так и  вырабатывать широкий спектр цитокинов, 
оказывающих иммуностимулирующее действие.

Результаты. Для лечения пациентов использова-
ли аутологичные мезенхимальные клетки, полученные 

из популяции костномозговых клеток при культивирова-
нии в течение 3–4 недель.

Всего пролечено 24 пациента (7 больных с остеомие-
литом бедренной кости и 17 пациентов с остеомиелитом 
большеберцовой кости). Все больные имели срок забо-
левания более 2  лет, неоднократно проходили лечение 
по  поводу рецидивов хронического остеомиелита, либо 
имели незакрывающиеся свищевые ходы с отделяемым. 
У всех больных в зоне остеомиелитического очага име-
лись множественные послеоперационные рубцы, трофи-
ческие нарушения. Сроки наблюдения больных составили 
от  1  до  10  лет после трансплантации. В  сроки 6  меся-
цев и  1  год проводилось Rg-логической исследование. 
Отсутствие рецидива местного воспалительного про-
цесса отмечено у 18 из 24 больных. Во всех случаях был 
отмечен выраженный трофический эффект трансплан-
тации мезенхимальных стромальных в виде заживления 
трофических язв (3  случая), изменения цвета кожных 
покровов в области очага, а также уменьшение болевого 
синдрома.У всех больных, независимо от ремиссии или 
возобновления воспалительного процесса по  ренгтено-
графическим данным отмечено частичное или полное 
заполнение остеомиелитической полости косной тканью. 
Кроме того, отмечалось увеличение рентгенологической 
плотности костной ткани. Вмешательство было безопас-
ным, не зафиксировано аллергической реакции, инфек-
ционных осложнений в месте введения, кровотечения.

Характеристика мезенхимных 
стромальных клеток костного 
мозга пациентов с множественной 
миеломой
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Множественная миелома (ММ)  — распространен-
ный вид моноклональных гаммапатий, заболевае-
мость которой неуклонно возрастает. Рост и  развитие 
опухоли опосредуется взаимодействием опухолевых 
клеток с  микроокружением костного мозга (КМ), в  ко-
тором мезенхимные стромальные клетки (МСК) явля-
ются важнейшими участниками гемопоэтической ниши. 
Изучение особенностей МСК КМ  необходимо для про-
яснения механизмов поддержки роста опухоли и разви-
тия резистентности к лечению.

Цель работы: сравнить свойства МСК КМ здоровых 
доноров и пациентов с ММ при разной степени инфиль-
трации КМ.

Первичные культуры МСК КМ получали из материала 
стернальной пункции 2 здоровых доноров (ЗД) и 12 паци-
ентов с ММ, после лечения (химиотерапия по схемам VD, 
CVD, АутоТГСК). Пациенты были разделены на  группы 
в зависимости от степени инфильтрации (ИНФ) КМ опу-
холевыми клетками: низкая степень ИНФ (интерстици-
альная ИНФя КМ, менее 6% плазматических клеток (ПК) 
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в  аспирате) и  высокая (диффузная ИНФ КМ, 6–82% 
ПК в аспирате). Определяли следующие параметры МСК: 
иммунофенотип, пролиферативную активность, способ-
ность к остеогенной дифференцировке, наличие призна-
ков опухоль-ассоциированного фенотипа (синтез гладко-
мышечного актина (α-ГМА), β-галактозидазы (β-gal)). Для 
оценки влияния клеток миеломы на свойства МСК про-
водили бесконтактное сокультивирование с  клетками 
линии RPMI-8226, после чего определяли концентрацию 
цитокинов (IL-10, IL-6, VEGF) в культуральной среде.

Иммунофенотип МСК КМ  пациентов с  ММ  не  отли-
чался от  иммунофенотипа МСК КМ ЗД, однако показа-
но снижение пролиферативного потенциала (в среднем 
в 2,4 раза). Отмечалось снижение остеогенного потенци-
ала МСК КМ пациентов с ММ по сравнению с МСК ЗД. 
Прослеживалась корреляция с типом ИНФ КМ: культуры 
МСК КМ  пациентов с  ММ  с  низкой степенью ИНФ со-
храняли способность к  остеогенной дифференцировке, 
культуры МСК КМ пациентов с высокой степенью ИНФ 
КМ показали снижение по этому параметру.

По  сравнению с  ЗД  при ММ  происходит увеличе-
ние уровня синтеза α-ГМА, причём при низкой степени 
ИНФ КМ количество положительных культур составляет 
25%, а при высокой — 75%. Цитокиновый профиль МСК 
КМ  после сокультивирования с  миеломными клетками 
различался в зависимости от тяжести заболевания.

У  больных ММ  нарушения структурной организации 
гемопоэтической ниши и функциональных свойств МСК 
могут быть ключевыми факторами неопластической 
трансформации лимфоидных предшественников.

Работа поддержана Грантом Президента РФ  № МК-
6706.2018.7, РНФ 15-15-20026.

3D-эксплантная культура спинального 
ганглия мыши как модель для 
исследований нейротрофинов 
в регенеративной медицине
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Нейротрофины играют ключевую роль в  развитии, 
дифференцировке, выживаемости нейронов и  регенера-
ции нервов. В  настоящем исследовании, используя 3D 
модель эксплантной культуры спинальных ганглиев (СГ) 
мышей GFP-nestin в  Матригеле, мы  сравнили влияние 
нейротрофинов NGF, BDNF и GDNF на рост аксонов и ми-
грацию GFP-nestin клеток из СГ. Мыши GFP-nestin, у кото-
рых нейральные предшественники экспрессируют нестин 
и зеленый флуоресцентный белок GFP под одним промоте-
ром, были любезно предоставлены нам Г. Ениколоповым 
(Grigori N. Enikolopov, Renaissance School of Medicine, Stony 
Brook University, NY). Разработанный нами метод явля-
ется удобной моделью для оценки влияния растворимых 
факторов и терапевтических агентов на рост и регенера-
цию нервов в R&D исследованиях. Анализируя экспланты 
в течение 21 дня, можно оценить скорость роста и мигра-
цию клеток из эксплантов в Матригель. Спинальные ган-
глии GFP-nestin мышей высаживали в каплю Матригеля, 
в  который дополнительно добавляли нейротрофины, 

и  культивировали 14  дней. Используя иммунофлуорес-
центное окрашивание эксплантов (whole 3D mount assay) 
и конфокальную микроскопию (Leica SP) для трехмерной 
визуализации, оценивали количество аксонов и  число 
мигрировавших GFP-nestin клеток. Аксоны красили анти-
телами к NF200, ядра клеток докрашивали DAPI.

Было обнаружено, что GDNF достоверно стимули-
рует рост аксонов (в 2 раза, p<0,05) из СГ, но не BDNF 
и  NGF, по  сравнению с  контролем. Известно, что реге-
нерация аксонов стимулируется также за  счёт актив-
ных глиальных клеток, которые выполняют трофиче-
скую функцию для регенерирующих нервов, поэтому 
далее мы  анализировали число GFP-nestin клеток, ми-
грировавших из СГ в Матригель. Обнаружено, что NGF 
и  GDNF, но  не  BDNF, значительно стимулируют ми-
грацию GFP-nestin клеток по  сравнению с  контролем 
(p<0,05). Результаты позволяют сделать вывод о  том, 
что наибольшей способностью стимулировать регене-
рацию аксонов обладает GDNF, так как именно он сти-
мулирует не только рост аксонов, но и миграцию глиаль-
ных клеток. Эффект NGF хоть и выражен в стимуляции 
миграции глиальных клеток, тем не менее, оказывается 
недостаточным на регенерации аксонов.

Исследование выполнено за счет гранта РНФ (проект 
№ 19-75-30007).

Молекулярные механизмы 
участия урокиназной системы 
в направленном росте аксонов, 
дифференцировке и выживаемости 
нейронов и регенерации нервов
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e-semina@yandex.ru

Полноценная регенерация повреждённых органов 
и  тканей зависит не  только от  скорости восстановления 
сосудистой сети, но  и  от  своевременной реиннервации. 
Урокиназная система, в  которую входит протеаза уроки-
наза uPA и  ее  рецептор, uPAR, стимулирует ангиогенез, 
восстанавливая кровоток в  ишемизированной области. 
Активная урокиназа запускает внеклеточный протеолиз 
и деградацию матрикса, облегчая, таким образом, направ-
ленную миграцию сосудистых и гладкомышечных клеток, 
а также активирует проангиогенные факторы роста и цито-
кины, задепонированные в матриксе, которые способству-
ют привлечению стволовых клеток и клеток-предшествен-
ников сосудов. Кроме того, связываясь на  поверхности 
клеток со своим рецептором uPAR, урокиназа стимулиру-
ет внутриклеточную сигнализацию, ответственную за про-
лиферацию, миграцию и  дифференцировку клеток. Все 
эти процессы в целом способствуют своевременному вос-
становлению утраченного кровотока в  области травмы. 
Однако восстановление сосудов в  повреждённой ткани 
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не является единственным условием для её регенерации, 
и для полноты этого процесса также необходимо восста-
новление иннервации повреждённого участка.

Недавно нами и  другими авторами было показано, 
что экспрессия и активность урокиназы и ее рецептора 
является важным условием для роста и регенерации не-
рвов, и одновременно с классическими нейротрофными 
факторами и  навигационными молекулами, эти белки 
стимулируют восстановление поврежденных нервов 
в области травмы. Мы показали, что введение гена uPA 
в  область травмы стимулирует рост аксонов и  способ-
ствует сохранению нервного волокна, а отсутствие гена 
uPAR нарушает траекторию роста аксонов и существен-
но препятствует регенерации нерва. Более того, блоки-
рование uPAR нарушает нормальную траекторию роста 
аксонов и стимулирует их ветвление. Эти данные о роли 
рецептора урокиназы в регуляции траектории роста не-
рвов впервые свидетельствуют о  возможных навигаци-
онных свойствах урокиназной системы.

Активность и  экспрессия урокиназной системы при 
восстановлении сосудов и нервов на сегодняшний день 
рассматривается как одно из  главных звеньев при ре-
парации органов и  тканей. Развитие регенеративной 
медицины и  трансплантологии делает актуальными ис-
следования урокиназы и её рецептора в качестве новых 
подходов для стимуляции эндогенной регенерации орга-
нов и тканей, а также в качестве потенциальных терапев-
тических мишеней при лечении ишемических и невроло-
гических расстройств.

Исследование выполнено за счет гранта РФФИ (про-
ект № 17-04-00386).

МСК способствуют профибротическим 
изменениям мышечной ткани при 
ЛЛПМД
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Лице-лопаточно-плечевая мышечная дистрофия 
(ЛЛПМД) является аутосомно-доминантным заболева-
нием, характеризующимся прогрессирующим ослабле-
нием мышц и  замещением мышечной ткани соедини-
тельной и жировой тканью (фиброзом). Основная форма 
ЛЛПМД ассоциирована с аберрантной экспрессией генa 
DUX4, обусловленной делецией в  массиве повторов 
D4Z4 на хромосоме 4q35. Ранее мы показали, что МСК 
активно мигрировали в  направлении миобластов 
со сверхэкспрессией DUX4 по сравнению с контрольной 
группой. Мы предполагаем, что в очаге поражения МСК 
могут мешать регенерации мышечной ткани и  способ-
ствовать фибротическим изменениям.

В  данной работе исследовали взаимодействие мио-
бластов и МСК в in vitro модели ЛЛПМД.

Использовали культуры МСК жировой ткани, пер-
вичных (ПМ) и  иммортализованных (ИМ) миобластов 
от здоровых и больных ЛЛПМД доноров (Институт ми-
ологии, Париж).

Мы показали, что факторы миобластов от пациентов 
с ЛЛПМД индуцируют миграцию МСК, по-видимому че-
рез CXCL12-CXCR4  ось и  стимулируют их  пролифера-
цию. Так же миобласты от больных ЛЛПМД доноров сти-
мулируют образование фиброзных узелков в  культуре 
МСК. В условиях воспаления ЛЛПМД-миобласты стиму-
лируют увеличение уровня синтеза и секреции коллагена 
МСК (в 1,3 и 2,1 раза соответственно).

МСК препятствуют дифференцировке миобла-
стов, оказывая наибольшее влияние на  ЛЛПМД ми-
областы в  условиях прямого сокультивирования. 
Иммуноферментным методом показано, что секретиру-
емые МСК факторы увеличивают уровень синтеза и се-
креции VEGF в  ИМ  от  здоровых доноров (в  5  и  14  раз 
соответственно) и  не  влияют на  эти показатели 
в ИМ от больных доноров.

Таким образом, под влиянием миобластов МСК, 
мигрировавшие в  очаг повреждения, пролиферируют 
и  увеличивают продукцию коллагена. Кроме того, МСК 
ингибируют миогенную дифференцировку и  влияют 
на  экспрессию факторов, связанных с  ангиогенезом. 
Такое взаимное влияние, вероятно, может быть одной 
из причин фиброза.

Работа проводится в рамках темы Государственного 
задания ИБР РАН и  Программы президиума РАН 
«Фундаментальные исследования для биомедицинских 
технологий»
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Факторы секретируемые в  ходе нейровоспаления 
(цитокины, хемокины, трофические факторы, свободно-
радикальные производные) оказывают существенное 
влияние на  пролиферацию, выживание, дифференци-
ровку и  миграцию нейральных стволовых клеток (НСК). 
Ключевую роль в  механизмах нейровоспаления играют 
микро- и  астроглиальные клетки, которые, в  зависимо-
сти от  степени своей активации, могут секретировать 
противо- или провоспалительные факторы, оказываю-
щие, как мы  предполагаем, противоположный эффект 
на  судьбу НСК. Для проверки этой гипотезы нами про-
ведено исследование эффектов внутрижелудочкового 
введения разных доз бактериального липополисахарида 
(ЛПС) на экспрессию в латеральной субвентрикулярной 
зоне маркеров пролиферации и дифференцировки НСК 
(нестина, нейрон-специфической енолазы). Эксперимент 
проводили на  15  самцах линии Вистар, весом 280–
320 г., содержащихся в стандартных условиях. Крысам 
экспериментальных групп при помощи стереотаксиче-
ской установки вводили в правый латеральный желудочек 
10 мкл физиологического раствора, содержащего ЛПС 
(Escherichia coli) в концентрациях 0,001 мкг/мл («малая 
доза») и  0,1  мкг/мл  («большая доза»). Животным кон-
трольной группы вводили аналогичный объем стериль-
ного физиологического раствора. Через 5  дней живот-
ных декапитировали, мозг фиксировали в  4% растворе 
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параформа и замораживали на сухом льду. Криостатные 
срезы окрашивали иммуногистохимическим методом 
с  использованием антител к  нестину, нейрон-специфи-
ческой енолазе, нейротрофному фактору мозгового про-
исхождения BDNF, глиальному кислому фибриллярному 
белку GFAP и  CD-11β. Обнаружено дозазависимое уси-
ление экспрессии в  области черной субстанции GFAP 
и  увеличение количества CD-11β иммунопозитивных 
клеток, интенсификация синтеза астроглиальными клет-
ками BDNF после введения малой дозы ЛПС и приобре-
тение микроглиальными клетками провоспалительного 
фенотипа под действием большой дозы эндотоксина. 
Кроме того, внутрижелудочковое введение малой дозы 
ЛПС увеличивало количество клеток, экспрессирую-
щих нестин и нейрон-специфической енолазу, тогда как 
большая дозировка приводила к  обратному эффекту. 
Полученные результаты позволяют предположить, что 
синтезируемые глиальными клетками в условиях низкой 
интенсивности воспалительного ответа факторы оказы-
вают стимулирующее действие на пролиферацию и диф-
ференцировку НСК, тогда как интенсивное нейровоспа-
ление ингибирует эти процессы.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта 18-015-00177а.
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Актуальность создания функционально активных 
конструктов щитовидной железы обусловлена неадек-
ватностью заместительной гормонотерапии у  паци-
ентов, перенесших тиреоидэктомию по  поводу добро-
качественных или злокачественных новообразований. 
Терапевтические гормоны обеспечивают медленный 
подъем их  концентрации в  кровеносном русле с  после-
дующим монотонным убыванием без учета реальных по-
требностей организма.

Целью работы являлась разработка методик выде-
ления, культивирования и масштабирования тиреоцитов 
(ТЦ), тиреоидных фолликулов (ТФ) и микроорганных (МО) 
культур ЩЖ  человека как этапа создания тканеинже-
нерных конструкций (ТИК). Объектами исследования слу-
жили фрагменты нормальной ЩЖ, полученные после 
тиреоидэктомии по поводу рака (n=31). ТЦ, ТФ и МО по-
лучали механической дезагрегацией ткани ЩЖ  с  по-
следующим фильтрованием через серию сит. ТЦ, 
ТФ и МО культивировали (до 4,5 мес.) на полупроницае-
мых мембранах на границе раздела сред — поверхности 
гидрогеля на основе лизата тромбоцитов (ЛТ) человека 
и  воздуха. В  отдельной серии экспериментов МО  куль-
тивировали на мембране в жидкой ростовой среде, обо-
гащенной ЛТ. На этапах экспериментов в культурах оце-
нивали долю жизнеспособных клеток (окраска Dil, МТТ), 
пролиферирующих клеток (экспрессия Ki67), способ-
ность захватывать йод (экспрессия NIS) и синтезировать 

тиреоглобулин, а также долю стволовых предшественни-
ков ТЦ  (экспрессия Oct3/4). Также на  этапах экспери-
ментов осуществляли прижизненную морфометрию.

Было установлено, что при 3D-культивировании оди-
ночных ТЦ происходит быстрая (за 7 дней) селекция ми-
норной (<5%) популяции Оct3/4+ клеток, формирующих 
«гнезда» из нескольких клеток, а далее — ТФ (в стенке 
которых выявляются Ki67+ клетки) с  эпителиальной 
полярностью ТЦ  и  способностью синтезировать ТГ. 
При 3D-культивировании ТФ  до  2-х  месяцев происхо-
дит увеличение их размеров (на 13,9±1,3%), при этом 
ТФ сближаются и ассоциируют. В их стенке выявляются 
Ki67+ клетки. ТЦ в ТФ через 4,5 мес. сохраняют способ-
ность синтезировать ТГ.

При 3D-культивировании МО ЩЖ в течение 21 дня 
в них сохраняется фолликулярная структура, ТЦ в ТФ спо-
собны захватывать йод и  синтезировать ТГ  (NIS+, ТГ+). 
В  ТФ  визуализируются единичные Кi67+ клетки. Вокруг 
МО  развивается соединительная ткань, объединяющая 
МО  в  единую структуру. По  ее  периферии выявляются 
единичные фибробластоподобные Кi67+ клетки.

Таким образом, нами была разработана система 
для 3D-культивирования структур ЩЖ  человека раз-
ного уровня организации (ТЦ, ТФ, МО) как основа для 
создания ТИК.

Сравнительный анализ экспрессии 
генов при ингибировании РНК 
хеликазы DDX3 in vitro и in vivo

Ольга Владимировна Сергеева1, Рената 
Салаватовна Ялчина1, Татьяна Олеговна 
Абакумова1, Татьяна Александровна 
Приказчикова1, Илья Игоревич Курочкин1, 
Тимофей Сергеевич Зацепин1, 2

1 � Сколковский институт науки и технологии, Москва, 
Россия;

2 � МГУ им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

o.sergeeva@skoltech.ru

Белок DDX3  относится к  семейству АТФ-зависимых 
РНК- хеликаз DEAD бокса, имеющих консервативный мо-
тив Asp-Glu-Ala-Asp, которые были обнаружены у многих 
организмов — от дрожжей до человека. DDX3 является 
многофункциональным белком, участвующим в  различ-
ных стадиях метаболизма РНК: транскрипции, сплай-
синге, трансляции, транспорте и  деградации (Y. Ariumi 
et al., 2014). DDX3 является терапевтической мишенью 
в онкологии, разработана малая молекула-ингибитор хе-
ликазной активности (M. Heerma van Voss et al., 2015). 
С  помощью подхода РНК-интерференции экспрессия 
хеликазы была снижена и были подобраны условия эф-
фективного ингибирования в  клеточной линии Hepa1-
6 (80±3% на  уровне мРНК и  97±3% на  уровне белка) 
и  печени мыши. Для работы in  vivo были выбраны две 
временные точки — 6 дней с эффективностью ингибиро-
вания мРНК DDX3 — 85±3%, белка — 63±4% и 13 дней 
с  эффективностью ингибирования мРНК DDX3  — 
70±16%, белка — 95±2%. В результате анализа данных 
высокопроизводительного РНК-секвенирования клеток 
были обнаружены изменения в  экспрессии 107  генов, 
тогда как для печени были найдены изменения экс-
перессии 66  генов на  6  день ингибирования хеликазы 
DDX3 и 155 генов на 13 день ингибирования. Можно вы-
делить, как общие для клеток и ткани изменения в биоло-
гических путях, таких как снижение метаболизма жирных 
кислот, ксенобиотиков, так и  отличающиеся процессы. 



212 МАТЕРИАЛЫ IV Национального конгресса по регенеративной медицине

Гены & Клетки  XIV, Приложение, 2019

В  случае более короткой временной точки ингибирова-
ния DDX3 in vivo наблюдаемые изменения имеют больше 
корреляций с данными, полученными для клеточной ли-
нии, тогда как после 13  дней ингибирования появляют-
ся признаки воспалительного процесса и меняется про-
филь биологических процессов в печени.

Финансирование исследования: РНФ 19-74-00119.

Анализ экспрессии некодирующей 
РНК Malat1, связанной 
с нейрогенезом, в пяти отделах мозга 
мышей в модели стресса выявила 
значимые изменения в гипоталамусе

Иван Алексеевич Сидоренко, 
Владимир Николаевич Бабенко

Институт цитологии и генетики, Новосибирск, Россия

vanyasidorenko22@gmail.com

Большое количество длинных некодирующих РНК 
(lncRNA) эспрессируются в  нейрогенезе и  в  ряде злока-
чественных опухолей. Мы исследовали одну из наиболее 
известных lncRNA Malat1  по  данным полнотранскрип-
томного анализа в мозге мыши, используя модель стрес-
са. Данная lncRNA служит индикатором и  медиатором 
масштабного изменения профиля экспрессии генома, 
участвуя (влияя) в  таких процессах, как транскрипция, 
сплайсинг и  ремоделинг хроматина. На  основе анализа 
профилей экспрессии Malat1 и ряда ее аннотированных 
партнеров в пяти областях мозга (гиппокамп, гипоталамус, 
стриатум, ВТА, МРН) мы  выяснили, что данные lncRNA 
наиболее интенсивно экспрессируются в  стриатуме, что 
подчеркивает его интенсивный энергетический метабо-
лизм по  сравнению с  другими отделами. Другое приме-
чательное наблюдение состоит в том, что в гипоталамусе 
существенно снижается экспрессия основных генов ком-
плекса у стрессированных мышей по сравнению с контро-
лем. На основе проведенного анализа можно считать, что 
уменьшение экспрессии гена нейрогенеза Malat1 в связи 
со стрессом может воздействовать, как показано в публи-
кациях, на иммунную систему, меняя экспрессионную ак-
тивность множества генов по сравнению с контролем, что 
приводит к злокачественным образованиям.

Опыт внедрения программы 
микробиологического мониторинга 
при производстве биомедицинских 
клеточных продуктов

Любовь Сергеевна Сидорович, 
Наталья Аркадьевна Михайлова, 
Михаил Георигиевич Хотин

Институт Цитологии РАН, Санкт-Петербург, Россия

lsidorovich96@gmail.com

Ключевой задачей системы GMP (good manufacture 
practice) при производстве биомедицинских клеточных 
продуктов (БМКП) является обеспечение качества, а зна-
чит и безопасности конечного продукта. При производстве 
БМКП используют асептические технологии, чистые поме-
щения и стерильные материалы, а также регулярно произ-
водят мониторинг микробиологической чистоты производ-
ства. Микробиологический мониторинг производственной 
среды осуществляется с  целью гарантии стабильности 
асептических условий производства, выявления началь-
ных отклонений и  выработке корректирующих действий 

до возникновения ситуаций, приводящих к появлению не-
стерильной продукции. При введении программы микро-
биологического мониторинга окружающей среды ключе-
выми задачами являются: выбор методов и приборов для 
проведения исследований, выбор точек отбора проб с по-
следующим составлением планов отбора проб, установ-
ление уровней тревоги и действия. Группой контроля каче-
ства опытного производства биомедицинских клеточных 
продуктов ИНЦ РАН внедрена программа микробиологи-
ческого мониторинга производственной среды на основа-
нии санитарных правил, «Правил надлежащей практики 
по  работе с  биомедицинскими клеточными продуктами», 
методических рекомендаций МУ 44-11 6 «Асептическое 
производство медицинских иммунобиологических препа-
ратов», утвержденных МЗ России 19.05.97 г., а также ре-
комендаций «World Health Organization». Для выявления 
микроорганизмов были выбраны следующие методы.

Ударное действие воздушной струи для определения 
количества микроорганизмов в воздухе.

Седиментационная чашка для определения микроор-
ганизмов в  воздухе во  время проведения асептических 
процессов.

Контактная чашка/отпечаток пальцев для выявления 
микроорганизмов на поверхностях рабочих зон, оборудо-
вания, одежде.

Смывы ватными тампонами для взятия образцов 
с ограниченных поверхностей.

Точками отбора проб были выбраны: место попадания 
сырья в чистую зону; место работы оператора с продуктом; 
места контакта сырья и  поверхностей; места схождения 
воздушных потоков. Утверждён календарный план отбора 
проб в  соответствии с  нуждами производственной среды 
и установлены критические значения количества микроор-
ганизмов в окружающей среде (уровни действия и тревоги).

В результате внедрения программы микробиологиче-
ского мониторинга были обеспечены асептические про-
изводственные условия, снижена общая биологическая 
нагрузка контролируемой среды, утверждены корректи-
рующие действия, направленные на избежание последу-
ющей контаминации производственной среды.

Влияние МСК и внеклеточных 
везикул, полученных из МСК, 
на коагуляционный гемостаз

Денис Николаевич Силачев1, 2, Кирилл 
Владимирович Горюнов1, Маргарита 
Александровна Шпилюк1, Ольга Сергеевна 
Безнощенко1, Наталия Яковлена Морозова1, 
Елизавета Евгеньевна Краевая1, Василий 
Андреевич Попков1, 2, Ирина Борисовна 
Певзнер1, 2, Любава Дмитриевна Зорова1, 2, 
Екатерина Алексеевна Евтушенко2, Наталия 
Леонидовна Стародубцева1, Алексей Сергеевич 
Кононихин1, Анна Евгеньевна Бугрова1, 
Евгений Геннадиевич Евтушенко2, Егор 
Юрьевич Плотников1, 2, Дмитрий Борисович 
Зоров1, 2, Геннадий Тихонович Сухих1

1 � ФГБУ «НМИЦ акушерства, гинекологии 
и перинатологии им. В.И. Кулакова» Минздрава 
России, Москва, Россия;

2 � МГУ им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

d_silachev@oparina4.ru

Мультипотентные мезенхимные стромальные клет-
ки (МСК) используются в  качестве мощного терапев-
тического инструмента для лечения ряда патологий, 
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включая иммунные патологии. Однако в  литературе 
имелись сообщения о  нежелательном влиянии МСК 
на  свертываемость крови, что побудило нас исследо-
вать прокоагулянтные свойства МСК человека, выде-
ленные из  послеродовой пуповины. Мы  выявили силь-
ные прокоагулянтные эффекты МСК на кровь человека 
и плазму, свободную от тромбоцитов, с использованием 
ротационной тромбоэластометрии и  тромбодинамиче-
ских тестов. Подобное потенцирование свертывания 
было продемонстрировано для внеклеточных вези-
кул (ВВ), полученных из  кондиционированной среды 
от МСК. Чтобы предложить подходы, позволяющие из-
бежать нежелательных эффектов в клинике, мы изучи-
ли влияние гепарина на  прокоагуляционные свойства 
МСК. Исследования in  vitro показали, что МСК сохра-
няли прокоагулянтную активность в  отношении крови 
у  детей, получающих терапевтическую дозу нефрак-
ционированного гепарина. Анализ механизмов, ответ-
ственных за прокоагулянтный эффект МСК/ВВ, выявил 
присутствие тканевого фактора и  других белков, уча-
ствующих в связанных с коагуляцией путях. Кроме того, 
мы  обнаружили, что некоторые МСК и  ВВ  были поло-
жительными на аннексин V, что подразумевает присут-
ствие фосфатидилсерина на  их  поверхностях, который 
может запускать прокоагулянтные пути. Таким образом, 
мы выявили прокоагулянтную активность МСК/ВВ, свя-
занную с присутствием фосфатидилсерина и тканевого 
фактора. В этой связи необходимо дальнейшее деталь-
ное изучение молекулярных механизмов опосредован-
ной МСК коагуляции для предотвращения нежелатель-
ных побочных эффектов терапии МСК.

Оценка безопасности 
и эффективности 
децеллюляризованных коллаген-
ламининовых матриц, содержащих 
полигуанидин, при восстановлении 
раневых дефектов

Татьяна Юрьевна Синицына1, Марина 
Николаевна Парасковей1, Арюна 
Пурбодоржиевна Цыбденова2, Юрий 
Содномович Балханов2, Олег Сергеевич 
Очиров3, Эрдэм Баирович Дашинимаев4

1 � ФГБО ВО «Бурятский государственный университет 
им. Доржи Банзарова», Улан-Удэ, Россия;

2 � МИП «Байкальский центр биотехнологий», Улан-
Удэ, Россия;

3 � Байкальский институт природопользования 
СО РАН, Улан-Удэ, Россия;

4 � Институт биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН, 
Москва, Россия
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Актуальность. Раневые инфекции, несмотря на боль-
шое количество разработок и  применения новых мате-
риалов в лечении повреждений мягких тканей, остаются 
довольно распространёнными осложнениями раноза-
живления. Одним из перспективных подходов к улучше-
нию результатов лечения ран является создание средств, 
ускоряющих эпителизацию дефекта, при этом обла-
дающих антисептической активностью и  свойствами 
биосовместимости.

Целью нашей работы являлось: оценить эффектив-
ность децеллюляризованных коллаген-ламининовых ма-
триц, содержащих гидрогель на  основе полигуанидина, 
при репарации моделированных лоскутных ран крыс.

Материалы и  методы. При сочетании методик экс-
трагирования коллагена из  сухожилий хвостов крыс, 
получения коллагеновых подложек, культивирования ке-
ратиноцитов линии HaCaT на коллагеновой матрице с по-
следующим децеллюлированием создан композитный 
материал, содержащий коллаген I  типа и  ламинин. Для 
модификации полученной тканеинженерной конструкции 
предлагается гидрогель основе полигексаметиленгуани-
дин гидрохлорида, полученный путём сшивания конце-
вых аминогрупп полимера формальдегидом.

Исследования по  ранозаживлению выполнены 
на  крысах-самцах линии Wistar. На  модели раневого 
дефекта, полученные путем иссечения кожно-фасциаль-
ного лоскута с  предотвращением раневой контракции 
с  помощью фиксации края раны шовным материалом, 
накладывали аппликации полимерного композитного 
материала и закрывали перевязочным материалом.

Результаты. С  помощью гистологических методов 
через 21 день на участках повреждения отмечены сфор-
мированные эпителиальные пласты, на  уровне дермы 
молодые незрелые коллагеновые волокна, расположен-
ные упорядоченно, плотно, преимущественно парал-
лельными рядами. Полученные патоморфологические 
данные по  восстановлению целостности кожного по-
крова позволяют рассматривать коллаген-ламининовый 
матрикс в сочетании с полигуанидином перспективным 
ранозаживляющим материалом.

Выводы.
1.  Получен модифицированный биодеградируемый 

композитный материал, обладающий выраженным сти-
мулирующим влиянием на заживление ран и антисепти-
ческим свойствами.

2.  Показано восстановление целостности кожного 
покрова и  снижение воспалительного процесса в  ране, 
благодаря применению созданной репаративной ткане-
инженерной композиции на  основе децеллюляризован-
ной коллаген-ламининовой подложки, модифицирован-
ной полигуанидином.

Исследования выполнены при поддержке Фонда со-
действия инновациям по программе «У.М.Н.И.К».

Способ создания экспериментальной 
модели остеопороза

Сергей Владимирович Сирак, Евгений 
Вячеславович Щетинин, Николай 
Николаевич Диденко, Алла Григорьевна 
Сирак, Мария Олеговна Диденко

ФГБОУ ВО Ставропольский государственный 
медицинский университет, Ставрополь, Россия;

dr.maria.didenko@gmail.com

Создание модели остеопороза в  эксперименте 
на  крупных животных продиктовано необходимостью 
прогнозирования течения и возможных исходов различ-
ных патологических состояний организма на фоне сопут-
ствующего остеопороза.

Цель исследования: разработать способ созда-
ния экспериментальной модели остеопороза, позволя-
ющей исключить летальность подопытных субъектов, 
получив при этом полноценную и  необратимую модель 
остеопороза с большим объемом тканей, доступных для 
исследования.

Материалы и  методы. Исследование проведено 
на 10 трехлетних овцах Северо-Кавказской породы.

В основной группе (6 животных) под общим наркозом 
(Zoletil 50) выполняли двухстороннюю овариоэктомию, 
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затем начиная со второго дня после операции в течение 
3 месяцев проводили внутримышечные инъекции декса-
метазона по 12 мг на 1 кг массы животного по 6 инъек-
ций в неделю.

В  контрольной группе (4  животных) под общим нар-
козом (Zoletil 50) выполняли одностороннюю овари-
оэктомию, затем через 3  дня производили инъекции 
гидрокортизона: 1, 14 день 0,1 мл (мг); 2, 3, 12, 13 дни — 
0,2 мл (мг); 4–11 дни 0,3 мл (мг).

Экспериментальную модель считали окончательно 
сформированной при плотности костной ткани нижней 
челюсти ниже 750 ЕД по шкале Хаунсфилда.

Результаты и обсуждение. В основной группе через 
3  месяца плотность костной ткани челюстных костей 
по шкале Хаунсфилда составила 725 ЕД, а в контроль-
ной группе плотность костной ткани челюстных костей 
по шкале Хаунсфилда составила 925 ЕД.

Проведена серия опытов с  целью изучения воз-
можности активизации репаративного остеогенеза 
челюстных костей овец в  искусственно созданном де-
фекте при использовании остеопластических мате-
риалов на  основе аллогенной кости, пористого титана 
и β-трикальцийфосфата. При этом в группе овец (n=12) 
предварительно сформирован экспериментальный 
остеопороз по  разработанному способу. На  предвари-
тельной фазе эксперимента удалось добиться значи-
мого снижения минеральной плотности костной ткани 
у всех животных (ниже 750 ЕД по шкале Хаунсфилда). 
В результате эксперимента летальных исходов в после-
операционном периоде на фоне терапии глюкокортико-
идом не отмечено, все животные могут быть использо-
ваны в исследованиях повторно.

Заключение. В результате проведенного исследова-
ния получена экспериментальная модель остеопороза, 
наиболее пригодная для исследований в области опера-
тивной хирургии, клеточных технологий, челюстно-лице-
вой хирургии, травматологии, стоматологии, а также для 
изучения особенностей действия фармакологических 
препаратов в условиях остеопороза.

3D биоэквивалент кожи на основе 
среднемолекулярных пептидов 
и живых клеток
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Одной из  важнейших проблем регенеративной ме-
дицины является разработка терапии тяжелых повреж-
дений кожи с  осложненным рельефом раневой поверх-
ности. Для восполнения утраченной ткани могут быть 
использованы 2D-эквиваленты кожи, представленные 
на мировом рынке. Данные эквиваленты имеют вид пло-
скостной повязки, что не  позволяет заполнить раневой 
дефект полностью.

Для эффективной заместительной терапии тяжелых 
повреждений кожи был разработан 3D-эквивалент на ос-
нове биоразлагаемого скаффолда с покрытием из сред-
немолекулярных пептидов и  живых клеток, имеющий 
форму геля, что позволяет заполнить раневой дефект 
любой сложности.

Для создания кожного эквивалента использовали 
культуры ММСК и фибробластов, выделенных у пациен-
тов, после подписания ими добровольного информиро-
ванного согласия.

ММСК выделяли ферментативным способом из  жи-
ровой ткани, полученной в  результате липоаспирации 
в  области нижней горизонтальной складки передней 
брюшной стенки. Выделение клеточной культуры фи-
бробластов осуществлялось из  кожного лоскута. Все 
культуры, задействованные в эксперименте, прошли ис-
пытания по исследованию генетической и инфекционной 
безопасности. Клеточные культуры инкубировали в стан-
дартных условиях.

При достижении необходимой клеточной массы 
(в зависимости от площади поражения), после контроля 
на контаминацию и стабильность генома клетки осажда-
ли на биоразлагаемый скаффолд (микросферы, диаметр 
150–200  мкм). Скаффолд имеет в  своем составе уни-
кальный полимерный центр и покрытие из оригинальных 
среднемолекулярных пептидов.

Разрабатываемый 3D-эквивалент кожи был испытан 
на  10  пациентах с  нейротрофическими язвами нижних 
конечностей. По  результатам проведенных испытаний, 
биоэквивалент обеспечивает уменьшение площади 
кожного дефекта от  80  до  100% в  среднем в  течение 
5–6 недель у 95% пациентов. Двухгодичное наблюдение 
пациентов после терапии продемонстрировало устойчи-
вость достигаемого эффекта — только у двух пациентов 
было зарегистрировано повторное язвообразование 
на  соседних от  ранее репарированных участках кожи. 
Полученные результаты демонстрируют наибольшую эф-
фективность по  сравнению с  2D-эквивалентом Apligraf 
(Organogenesis, США), эффективность которого по дан-
ным FDA составляет от 56 до 80% к 12 неделе терапии.

Получение регуляторных дендритных 
клеток из индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток 
мыши для их использования 
в моделях трансплантации тканей
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Трансплантация органов и  тканей является широко 
востребованным методом лечения различных заболе-
ваний человека. Главным условием успешной пересад-
ки тканей является индукция у  реципиента иммуноло-
гической толерантности к  аллогенным тканям донора. 
Ключевым звеном иммунной системы, обеспечиваю-
щим иммунологическую толерантность, являются ре-
гуляторные дендритные клетки (Regulatory dendritic 
cells — DCregs). В отличие от зрелых дендритных клеток, 
инициирующих иммунный ответ, DCreg клетки через 
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активацию регуляторных Т-клеток подавляют T  клеточ-
ный ответ на  антигены трансплантата. Данные клетки 
имеют большую значимость в  трансплантологии, а  так-
же в разрабатываемой технологии тканезаместительной 
терапии на  основе плюрипотентных стволовых клеток 
(ПСК). Однако, на  современном этапе использование 
DCreg затруднено, в связи с сложной технологией их по-
лучения и  поддержания. Целью данного исследования 
была отработка и  стандартизация метода получения 
DCreg из индуцированных ПСК мыши.

Нами была использована трехстадийная методика 
по  получению обогащенной популяции DCreg клеток 
из  иПСК мыши (Cai et  al., 2017, Zhang et  al., 2014). 
иПСК, полученные из фибробластов линии C57BL/6J, 
культивировали на фидерной подложке из клеток OP-9, 
через 7  дней добавляли колониестимулирующий фак-
тор (GM-CSF), и на последней стадии дополнительно — 
интерлейкин-10 (IL-10) и трансформирующий ростовой 
фактор (TGF-b). Общее время дифференцировки иПСК 
в незрелые DCreg клетки составляло 14 дней. Помимо 
морфологических особенностей, DCreg клетки облада-
ют характерным профилем экспрессии клеточных мар-
керов. Популяции клеток, полученные на каждой стадии 
дифференцировки, анализировали с  помощью проточ-
ной цитометрии, на  наличие экспрессии специфиче-
ских маркеров: CD34, CD45R, CD80, CD86  CD11c,b. 
Цитометрический анализ показал, что полученная по-
пуляция клеток соответствует профилю экспрессии кле-
точных маркеров характерных для DCreg клеток. Так, 
количество клеток, позитивных на CD80 и CD86 умень-
шается, а позитивных на CD45R и CD11c увеличивает-
ся, по мере дифференцировки.

Отработанная методика позволяет получить доста-
точное количество DCreg клеток (линии C57BL/6J) для 
первичного анализа индукции иммунологической толе-
рантности данными клеткам аллогенной линии мышей 
линий BALB/C, оцениваемая их  способностью долго-
временного приживления трансплантатов кожи, а также 
иПСК, пересаженных от донорской линии C57BL/6J .

Работа поддержана грантом президиума РАН 
«Фундаментальные исследования для биомедицинских 
технологий» (ФИМТ).
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Генная терапия на основе аденоассоциированных ви-
русов (AAV) — наиболее перспективный подход лечения 
миодистрофии Дюшенна. Одним из основных недостат-
ков AAV является его малая емкость (4,7 кБ), большую 
часть которой занимает микроген дистрофина (3,5  кБ). 
При этом необходимо обеспечить высокий уровень экс-
прессии белка строго в  мышцах, чтобы избежать им-
мунного ответа. Целью нашей работы было создание 
высокоэффективного мышечно-специфичного синтети-
ческого промотора размером не более 0,5 кБ.

Для тестирования новых промоторов был сконструи-
рован вектор для сборки AAV-eGFP, в 5’UTR области кото-
рого расположен сайт для клонирования синтетического 

промотора перед последовательностью минимального 
CMV-промотора. В  3’UTR расположен сайт рестрикции 
для вставки баркода. Для оценки множественности ин-
фекции в  векторе также закодирован FusionRed под 
конститутивным CMV промотором. После клонирования 
в вектор промоторных последовательностей и последую-
щего отбора наиболее эффективных кандидатов, с полу-
ченными конструкциями будут собраны AAV9-eGFP виру-
сы для внутривенных инъекций мышам и сравнительного 
анализа экспрессии eGFP с разных промоторов.

В  ходе работы были проанализированы данные 
РНК-секвенирования с  целью выявить гены, экспрес-
сирующиеся исключительно в  мышечной ткани. Затем 
в их промоторных областях были определены повторяю-
щиеся мотивы — TFBS. Было синтезировано 20 вырож-
денных мотивов, среди которых 10 ранее неизвестных 
TFBS и  10  уже известных по  литературным данным. 
Несколько копий индивидуальных TFBS лигировали 
и  клонировали перед minCMV. С  данными векторами 
собирали AAV-Dj-eGFP вирусы, которыми инфицирова-
ли культуру мышечных клеток MB135. По результатам 
экспериментов выявили группы мотивов, которые обе-
спечивали высокий, средний и  минимальный уровень 
экспрессии Gfp. В  дальнейший анализ брали мотивы 
с высокой и средней эффективностью. Такие вырожден-
ные TFBS рандомно лигировали друг с другом и клони-
ровали в вектор для создания библиотеки промоторов. 
С полученной библиотекой будут собраны AAV-Dj-eGFP 
вирусы для инфекции MB135. На  клеточном сортере, 
основываясь на  данных экспрессии FusionRed, будет 
отобран пул клеток, в  которые попала единичная ко-
пия вируса, и  отсортированы клетки с  максимальным 
уровнем экспрессии Gfp. Далее, отобранные промоторы 
будут переклонированы в векторы с баркодом, где каж-
дому промотору будет соответствовать индивидуальный 
баркод. Полученный синтетический промотор с  задан-
ными свойствами должен обеспечить высокую ткане-
специфичную экспрессию трансгена.

Системное применение 
мононуклеарных клеток пуповинно-
плацентарной крови человека при 
контузионной травме спинного мозга 
тяжелой степени (ASIA A/B): I/IIa стадии 
рандомизированного неослепленного 
проспективно-ретроспективного 
клинического исследования 
безопасности и эффективности
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Травма спинного мозга  — тяжелымое повреждение 
ЦНС, приводящее к глубокой инвалидизации пострадав-
ших и снижению качества жизни. На сегодняшний день 
эффективные патогенетические методы лечения по-
вреждений спинного мозга пока недоступны. Ранее в се-
рии доклинических исследований на животных моделях 
мы  показали высокую эффективность системной кле-
точной терапии, обеспечивающей регресс двигательных 



216 МАТЕРИАЛЫ IV Национального конгресса по регенеративной медицине

Гены & Клетки  XIV, Приложение, 2019

нарушений до  53%, а  также уменьшение объема очага 
миелопатии по данным высокопольной МРТ.

Проведены I  и  IIa стадии рандомизированного неос-
лепленного проретроспективного клинического иссле-
дования безопасности и эффективности клеточной тера-
пии у  пострадавших с  ушибом спинного мозга тяжелой 
степени (ASIA A/B). 20  пациентов были разделенных 
на  2  группы. 10  пациентам проведено 4  внутривенных 
введения концентрата аллогенных мононуклеарных кле-
ток пуповинно-плацентарной крови человека (в среднем, 
по 300×106 клеток за 1 введение), начиная с 1–3 суток 
после травмы с интервалом в 1 неделю. Период наблю-
дения составил 1 год.

Безопасность клеточной терапии оценивали с  по-
мощью классификации CTCAE v5.0. Всего у 10 пациен-
тов, получавших клеточную терапию, за  1  год выявили 
392  нежелательных явления. Из  них 2  осложнения от-
несены к  группе «вероятно связанных с  терапией», оба 
были незначительными ( повышение температуры тела 
менее 2°С). Других нежелательных явлений, связан-
ных с  клеточной терапией, выявлено не  было. Анализ 
эффективности терапии подтвердил достоверное вос-
становление проводниковой функции спинного мозга 
и улучшение исходов по сравнению с контрольной груп-
пой (стандартная терапия). Средний прирост по  шкале 
ASIA в  экспериментальной группе составил 2,2  бал-
ла, в  контрольной группе он  не  превышал 0,9  баллов. 
Суммарный двигательный индекс по  верхним (UEMS) 
и нижним (LEMS) конечностям в обеих группах составил 
77±19 и 33±21,6 баллов, соответственно. 78% пациен-
тов после клеточной терапии были способны к самостоя-
тельной вертикализации и передвижению, в контрольной 
группе  — 30%. Также отмечено достоверное снижение 
уровня спастичности в  компрометированных конечно-
стях (шкала Ашфорта) и восстановление функции тазо-
вых органов (чувства наполнения мочевого пузыря и про-
извольного мочеиспускания). Уровень жизни пациентов, 
(шкала независимости, FIM scale) был достоверно выше 
в экспериментальной группе.

Системное применение аллогенных мононуклеарных 
клеток пуповинно-плацентарной крови человека являет-
ся безопасным и  эффективным методом клеточной те-
рапии тяжелых ушибов спинного мозга.

Влияние магнитных 
полей на кристаллизацию 
дикальцийфосфата дигидрата 
и октакальцийфосфата

Игорь Валерьевич Смирнов, Александр 
Юрьевич Федотов, Юрий Валерьевич 
Зобков, Владимир Сергеевич Комлев

Федеральное государственное бюджетное 
учреждение науки Институт металлургии 
и материаловедения им. А.А. Байкова Российской 
академии наук, Москва, Россия

baldyriz@gmail.com

Имплантаты на  основе фосфатов кальция (ФК) вви-
ду своего элементного сходства с  неорганической со-
ставляющей кости, что дает возможность к  созданию 
биорезорбируемых имплантатов являющиеся скаф-
фолдами для формирования костной ткани de  novo. 
Низкотемпературные модификации ФК, такие как ди-
кальцийфосфат дигидрат (ДКФД) и октакальцийфосфат 
(ОКФ), являются наиболее перспективными ФК, являясь 
прекурсором к  образованию гидроксиапатитита (ГА), 

в  условиях организма они обеспечивают высокую ско-
рость формирования новой костной ткани при низком 
регенеративном потенциале окружающей среды.

Проблема создания материалов на  основе ДКФД 
и  ОКФ заключается в  их  нестабильности при повыше-
нии температуры свыше 37оС, поэтому была создана 
методика основанная на  химической трансформации 
исходных объемных керамических матриксов на основе 
трикальцийфосфата (ТКФ) в условиях буферных систем. 
Процесс трансформации ТКФ в ДКФД и ОКФ имеет не-
сколько стадий, описанные реакциями упрощенного 
вида:

1.  αCa3(PO4)2 + 4Н+↔3Ca2++2H2PO4
–

2.  Ca+2 + HPO4
2– + 2H2O = CaHPO4*2H2O

3.  CaHPO4*2H2O= Ca2++HPO4
2–+2H2O

4. � 4CaHPO4*2H2O+ 4 Ca2+ + 2 PO4
3–

=Ca8(HPO4)2(PO4)4*5H2O+ 2H+ + 3H2O
Природа процессов трансформации заключается 

в  перекристаллизации исходного ФК  с  образованием 
промежуточных полярных комплексных соединений. 
Приложение направленных вагнитных полей на  общую 
систему в момент протекания перекристаллизационных 
процессов способно повлиять на  конечную микрострук-
туру путем организации направления роста кристаллов, 
а так же изменить форму и размер кристаллов.

Проведенное исследование показало влияние маг-
нитных полей на  процесс образования низкотемпера-
турных фосфатов кальция ДКФД и ОКФ. Была показана 
возможность использования магнитных полей для управ-
ления направлением роста кристаллов и регулирования 
размеров кристаллов на этапе формирования матрикса.

Работа выполнена при поддержке программы прези-
диума 37П. Доступ к электронной базе данных научных 
публикаций получен в рамках государственного задания 
№ 007-00129-18-00.

Оценка влияния антисмыслового 
тиофосфатного 5.8SrRNA-11-фрагмента 
на рост клеточной линии карциномы 
человека HEp-2

Светлана Николаевна Смирнова, Анна 
Александровна Жукова, Елизавета Сергеевна 
Агеева, Екатерина Владимировна Лайкова, 
Владимир Владимирович Оберемок

Крымский Федеральный Университет 
им. В.И. Вернадского, Симферополь, Россия

biologkrim@mail.ru

Плоскоклеточный рак кожи (эпидермоидная карци-
нома) занимает одно из лидирующих мест по встречае-
мости среди новообразований кожи. По  данным стати-
стики, за  последние десять лет показатели смертности 
в  РФ  от  рака указанной локализации варьировались 
от  1,09  до  1,16  на  100  000. Наша исследовательская 
группа сосредоточилась на  создании противокарци-
номной мази на  основе тиофосфатных антисмысловых 
олигонуклеотидов для применения в  межоперационный 
период и  снижения уровня метастазирования. В  каче-
стве мишени для экспериментов с ДНК-лекарством, по-
давляющим активность клеток эпидермоидной карцино-
мы, была выбрана 5,8S рРНК, играющая ключевую роль 
в  биосинтезе белка. Был разработан антисмысловой 
фрагмент длиной 11 нт (5'-TGCGTTCGAAG-3', 5.8SrRNA-
11-фрагмент), комплементарный участку 5,8S рРНК. 
В работе была использована клеточная линия HEp‑2 эпи-
дермоидной карциномы человека (ООО БиолоТ, Россия). 



МОСКВА, 20–23 НОЯБРЯ 2019 г. 217

Гены & Клетки  XIV, Приложение, 2019

Оценка кинетики пролиферативной активности кле-
точной линии HEp-2  под воздействием 5.8SrRNA-11-
фрагмента в концентрации 1000 нг и 2000 нг проводи-
лась на  приборе xCELLigence RTCA DP  Analyzer (ACEA 
Biosciences, Inc., США). Клеточная линия HEp-2  была 
рассажена в  лунки планшета прибора плотностью 
6,0×103  кл./лунка. Определение клеточного индекса 
(КИ), как показателя интенсивности роста клеток, выпол-
няли в режиме реального времени в течение 9 часов.

Через 4,5  часа наблюдений КИ  в  контрольной про-
бе составил 0,52±0,05  у. е., что превысило показатели 
в  опытных пробах на  38,46% (0,32±0,03  у. е., р<0,05, 
df=14) в группе с концентрацией 1000 нг и на 46,15% 
(0,28±0,02 у. е., р<0,01, df=14) в группе с концентрацией 
2000  нг  соответственно. Через 9  часов эксперимента 
КИ  (1,15±0,16  у. е.) в  контрольной пробе практически 
одинаково превышал показатели в  экспериментальных 
пробах с  5.8SrRNA-11-фрагментом в  концентрации 
1000 нг (0,59±0,07 у. е., р<0,008, df=14) и с 5.8SrRNA-
11-фрагментом в концентрации 2000 нг (0,59±0,05 у. е., 
р<0,007, df=14).

Таким образом, в  ходе наших исследований было вы-
явлено ингибирующее действие 5.8SrRNA-11-фрагмента 
на пролиферативную активность клеточной линии HEp-2.

Возможности лечения дегенеративно-
дистрофических заболеваний 
коленного сустава при помощи 
стромально-васкулярной фракции 
из жировой ткани

Иван Александрович Смышляев, Сергей 
Ильсуверович Гильфанов, Илья Игоревич 
Еремин, Андрей Алекссевич Пулин, 
Ильмира Ренатовна Гильмутдинова

ФГБУ ЦКБ с поликлиникой УДП РФ, Москва, Россия

smyshlyaev89@yandex.ru

За период с 2015 по 2018 на клинических базах, где 
проводилось исследование было пролечено 48  паци-
ентов в  соответствии с  протоколом исследования. При 
классификации степени ОА  использовалась классифи-
кация по  рентгенологическим признакам Kellgren and 
Lawrence.

Результаты. Ни у одного больного не было выявлено 
нежелательных явлений или нежелательных реакций.

При проведении физикального осмотра отмечалась 
положительная динамика по  следующим параметрам: 
степень отека в области коленного сустава, окружность 
бедра, боль при пальпации области коленного сустава, 
оцененная по ВАШ.

При проведении УЗИ коленного сустава отмечалось 
снижение объема избыточной внутрисуставной жидко-
сти и уменьшение толщины синовиальной оболочки ко-
ленного сустава.

При проведении МРТ отмечалось увеличение толщи-
ны хрящевой ткани на нагружаемой поверхности мыщел-
ков бедренной и  большеберцовой костей, уменьшение 
площади хондральных дефектов, заполнение дефектов 
тканью по качеству МР-сигнала сопоставимой с хряще-
вой, уменьшение объема костной ткани, находящейся 
в состоянии трабекулярного отека.

При оценке данных опросных шкал отмечалось ста-
тистически-значимое улучшение функции коленного 
сустава по KSS и KOOS, начиная со 2 визита. Также от-
мечалось статистически-значимое качество жизни, оце-
ненное по SF-36 после введения СВФ.

Выводы. Применение стромально-васкулярной 
фракция из  жировой ткани приводит к  восстановле-
нию хондральных дефектов на  нагружаемых поверхно-
стях мыщелков бедренной и  большеберцовой костей, 
и  способствует покрытию поверхности дефекта тка-
нью по  качеству МР-сигнала сопоставимой с  хрящевой 
у 100% пациентов с ОА 1 и 2 степени и у 50% пациентов 
с ОА 3 степени. Также СВФ увеличивает толщину сустав-
ного хряща по периферии очага хондрального дефекта.

Применение внутрисуставной инъекции СВФ у  па-
циентов с  ОА  разных степеней оказывает выраженный 
терапевтический эффект в  течение всего периода на-
блюдения (отмечается снижение болевого синдрома, 
увеличение окружности бедра, улучшение функции ко-
ленного сустава.

СВФ способнf оказывать противовоспалительный 
эффект на  коленный сустав. Это выражается в  умень-
шении болевого синдрома, уменьшении толщины сино-
виальной оболочки и объема внутрисуставной жидкости.

У  всех пациентов с  ОА  1  и  2  степени достигнут хо-
роший клинический эффект, не  зависимо от  состояния 
коленного сустава. У  пациентов с  ОА  3  степени выра-
женность терапевтического и регенеративного эффекта 
зависит от  индекса массы тела (BMI), степени субхон-
дрального склероза и деформации оси конечности.

Изучение влияния РГПУ 260 на рост 
нейритов в органотипической 
культуре нервной ткани в присутствии 
сыворотки крови больных 
спинальной мышечной атрофии 
2 типа
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Введение: ранее был выявлен нейритингибирую-
щий эффект сыворотки крови больных спинальной мы-
шечной атрофией (СМА) 2  типа в  органотипической 
культуре нервной ткани. Цель исследования: изучение 
влияния РГПУ 260  на  процесс ингибирования роста 
нейритов, в  эксперименте с  органотипической культуре 
нервной ткани в  присутствие сыворотки крови больных 
СМА 2  типа. Материалы и  методы: 1600  сенсорных 
ганглиев 10–12-дневных куриных эмбрионов, культи-
вируемых в  чашках Петри на  подложках из  коллагена 
в  СО2-инкубаторе («Sanyo», Япония) в  течение 3  суток 
при 36,5°С  и  5% СО2. Контрольные эксплантаты куль-
тивировали в  питательной среде стандартного состава. 
900 ганглиев — культуральная среда и сыворотка крови 
больных СМА 2  типа (n=12); 700  — ганглиев сыворот-
ка крови больных СМА 2  типа и  РГПУ 260 (мефебут : 
L-аргинина гидрохлорид, 1 : 1) (10–5  М). Для визуали-
зации объектов использовали микроскоп AxiostarPlus 
(Carl Zeiss, Германия). Полученные изображения ана-
лизировали с  помощью программы ImageJ. Работа 
выполнена на  оборудовании ЦКП «Конфокальная 
микроскопия». Для количественной оценки роста экс-
плантатов спинальных ганглиев применяли морфоме-
трический метод. Индекс площади (ИП) рассчитывали 
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как отношение площади зоны роста эксплантата к  ис-
ходной площади. Контрольное значение ИП  принимали 
за  100%. Статистическую обработку результатов про-
водили с  помощью t-критерия Стъюдента. Результаты 
и обсуждение: сыворотка крови 12 больных СМА 2 типа 
была исследована в  широком диапазоне разведений 
(1:100–1:2). В разведениях 1:2, 1:10, 1:50, 1:70 сыво-
ротка больных полностью блокировала рост нейритов 
сенсорных ганглиев. Индекс площади исследуемых экс-
плантатов был ниже контрольных значений в  среднем 
на 25%. При дальнейшем разведении сыворотка крови 
на рост нейритов не влияла. Культивирование сенсорных 
ганглиев в среде, содержащей плазму пациентов со СМА 
2 типа (1:70) и РГПУ 260 (мефебут: L-аргинина гидрох-
лорид,1:1) (10–5  М) устраняло нейритингибирующий 
эффект плазмы. Индекс площади экспериментальных 
эксплантатов практически не  отличался от  контрольно-
го значения. Полученные результаты свидетельствуют 
о  том, что РГПУ 260  оказывает нейротрофотропное 
влияние на сенсорные ганглии, усиливая рост нейритов 
в  присутствии сыворотки крови больных СМА. Выводы: 
выявленное нейротрофотропное действие РГПУ 260, 
в  серии экспериментов в  органотипической культуре 
нервной ткани в  присутствии сыворотки крови больных 
СМА 2 типа, по нашему мнению, связано с влиянием это-
го препарата на синтез эндотелиальной NO-синтазы.

Сравнительный анализ диаметров 
мезенхимных стволовых клеток 
костного мозга кролика на разных 
пассажах культивирования
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Размер клетки является важным параметром при 
введении стволовых клеток в  кровеносное русло, вли-
яющим на  эффективность терапии. Известно, что при 
длительном культивировании in  vitro и  многократном 
пассировании с  целью увеличения количества клеток 
могут происходить некоторые функциональные и морфо-
логические изменения клеточных характеристик, в част-
ности, морфометрические. Поэтому необходимы досто-
верные знания о размерах клеток на разных пассажах.

Цель данной работы состояла в  анализе популяции 
(первичной культуры) мезенхимных стволовых клеток 
(МСК) костного мозга кролика в процессе пассирования 
in vitro по показателю — диаметр клетки.

Материалы и  методы. В  работе использовали 
МСК костного мозга, выделенные из  конечностей но-
ворожденного кролика породы Шиншилла (питомник 
«Рапполово») 2, 5  и  11  пассажей. Морфометрические 
параметры (количество клеток с  определенным диаме-
тром) получали с  помощью автоматического счетчика 
клеток ТС20тм (Bio-Rad, США) и программного пакета.

Результаты. Было выявлено, что на  2  пассаже 
культивирования первичной культуры МСК диаметр 
жизнеспособных клеток варьировал от  10  до  29  мкм. 
Большинство клеток (67%) было сосредоточено в интер-
вале от  15  до  24  мкм. Средний размер клеток состав-
лял 19,8 мкм. Больше всего было представлено клеток 
диаметром 20  мкм (13%). Анализ популяции клеток 
5  пассажа показал, что морфометрические показатели 

изменились. Так, верхняя граница диапазона распре-
деления клеток по  диаметрам снизилась до  26  мкм, 
основная доля (65%) популяции приходилась на  клетки 
диаметром от 12 до 20 мкм, средний размер составлял 
18,45  мкм. Больше всего в  популяции присутствовало 
клеток диаметром 14  мкм (17,6%). При дальнейшем 
пассировании (11 пассаж) произошло расширение диа-
пазона размеров клеток от 10 до 29 мкм, средний диа-
метр составил 20,4  мкм. Основная часть клеток (72%) 
находилась в размерном ряду от 16 до 26 мкм. Больше 
всего встречалось клеток диаметром 24 мкм (17%).

Анализ распределения диаметров МСК на  разных 
пассажах показал, что наиболее гомогенной по  разме-
рам является популяция клеток 5  пассажа. Кроме того, 
эти клетки показывали наименьший средний диаметр 
клетки в популяции. Однако следует учитывать возмож-
ные индивидуальные особенности клеточных параме-
тров для каждого образца. Поэтому рекомендуется про-
водить тестирование клеточной популяции в  процессе 
пассирования по распределению диаметров клеток в по-
пуляции для определения оптимального пассажа, пригод-
ного для использования в терапевтических целях.

Модификация нановолокон 
поликапролактона для широкого 
спектра задач регенеративной 
медицины

Анастасия Соловьева, Светлана Михайловна 
Мирошниченко, Антон Михайлович Манахов

НИИКЭЛ — филиал Института цитологии и генетики 
СО РАН, Новосибирск, Россия

solovey_ao@mail.ru

Поликапролактон (PCL)  — синтетический полимер, 
используемый для получения материалов медицинского 
назначения. Методом электроспининга получают PCL на-
новолокна со структурой внеклеточного матрикса (ВКМ). 
PCL нановолокна (PCLref) являются супергидрофобными 
и  биологически инертными, что значительно осложняет 
адгезию клеток и  негативно влияет на  их  дальнейшую 
судьбу. Одной из перспективных стратегий создания био-
совместимой поверхности PCLref является осаждение 
COOH функциональных групп методом холодной плаз-
менной полимеризации.

В данной работе мы оценили эффективность форми-
рования слоя -COOH групп на поверхности PCLref (PCL-
COOH), что позволило физиологически связывать белки 
без потери их  функциональной активности. В  качестве 
белковых молекул использовали плазму, обогащенную 
тромбоцитами (PRP). Ковалентное связывание PRP к по-
верхности нановолокон продлевало действие белковых 
молекул. Наличие образования пептидных связей под-
тверждено ATR-FTIR и  XPS анализами. Показано, что 
модификация поверхности СООН группами ускоряет ско-
рость распластывания фибробластов (24 часа по срав-
нению с  3  сутками на  PCLref). Дополнительная моди-
фикация нановолокон PRP (PCL-COOH-PRP) приводит 
к нормальному распластыванию клеток за 2 часа. Через 
3 суток количество апоптозных фибробластов на PCLref 
достигало 31±3,4%. Модификация COOH группами по-
вышает биосовместимость PCLref, снижая количество 
апоптозных клеток до  14±2,3%. Ковалентное присо-
единение PRP способствует физиологичному росту кле-
ток с  минимальным количеством погибших (3±0,65%), 
а  также активной пролиферации (12,4±1,6% против 
6,2±1,2% на  PCL-ref). Выживание и  пролиферация 
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на  PCLref происходила только в  островках клеточной 
плотности, что связано с активной секрецией фибробла-
стами ВКМ компонентов. На PCL-COOH-PRP клетки рас-
полагались равномерно, общее количество более 7 раз 
превышало PCLref на  7  сутки. Был отмечен различный 
характер адгезии, распластывания и пролиферации ме-
зенхимальных стромальных клеток (МСК) на  исследуе-
мых материалах, что связано с преобладающей секреци-
ей трофических факторов.

Таким образом, плазменная полимеризация 
СООН группами PCL нановолокон и  последующее 
связывание белков положительно влияет на  адге-
зию и  дальнейшее функционирование клеток. Ионное 
связывание PRP в  2  раза менее эффективное, чем ко-
валентное. Исследование демонстрирует широкий по-
тенциал плазменной модификации для задач регенера-
тивной медицины.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского Научного Фонда (грант № 18-75-10057).

Разработка новой методики 
получения дермального 
внеклеточного матрикса
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С.В. Очаповского», Краснодар, Россия;
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Несмотря на  достижения современной хирургии 
в  лечении повреждений кожных покровов актуальным 
остается поиск новых методов для более быстрого и эф-
фективного заживления ран. Тканевая инженерия, не-
сомненно, представляет интерес для разработки таких 
технологий.

Цель данной работы состояла в  определении опти-
мального протокола получения децеллюляризированно-
го дермального матрикса для последующей разработки 
тканеинженерной кожи.

Материалы и  методы. Экспериментальным жи-
вотным был 1  поросенок породы Ландрас. После пред-
варительной обработки кожи дерматомом забирали 
образцы толщиной 0,3  см. В  работе проводили срав-
нительный анализ 2  протоколов децеллюляризации: 
протокол № 1 на основе применения тритон Х100 и де-
зоксихолата, протокол № 2  только на  основе дезокси-
холата. Всего циклов обработки по  2  протоколам было 
5 с общей продолжительностью проведения децеллюля-
ризации в  течение 40  часов. Ацеллюлярные матриксы 
после обработки были исследованы следующим обра-
зом: гистологический анализ, количественное опреде-
ление содержания ДНК во  влажной ткани. Далее была 
проведена статическая рецеллюляризация матриксов 

фибробластами дермы свиньи. После чего матриксы 
были исследованы на цитотоксичность с помощью ХТТ-
теста и теста на дифференциальное окрашивание живых 
и погибших клеток.

Результаты: Проведенный сравнительный анализ 
двух протоколов децеллюляризации дермы свиной кожи 
показал, что оба протокола эффективно удаляют клетки 
и  ядерный материал. Количественный анализ показал, 
что содержание ДНК в  децеллюляризированной дер-
ме снижалось до  19,8% (65,4  нг/мг  ткани) и  12,1% 
(40,1  нг/мг  ткани) по  протоколу № 1  и  № 2  соответ-
ственно. Культивированные клетки сохраняли свою жиз-
неспособность на обоих полученных матриксах в течение 
72 часов. ХТТ-тест выявил в обоих опытных образцах жи-
вые, метаболически активные клетки. Однако жизнеспо-
собность клеток оказалась выше на матриксе, децеллю-
ляризированном по протоколу № 1. Дифференциальное 
окрашивание живых и  мертвых клеток показало, что 
80±10% клеток оставались жизнеспособными на  ма-
триксе № 1 и 55±10% на матриксе № 2.

Заключение. Полученные результаты позволили 
нам считать более перспективным для последующего 
изучения и проведения исследований in vivo именно ком-
бинированный протокол на  основе применения Тритон 
Х100 и дезоксихолата натрия.

Работа выполнена при поддержке комплексной НИР 
«Клеточные механизмы регенерации интраторакальных 
органов и  тканей. Разработка тканеинженерных кон-
струкций с использованием биологических и синтетиче-
ских каркасов».
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Лечение патологических изменений внутрисуставно-
го гиалинового хряща представляет трудноразрешимую 
задачу для ортопедии, а проблема полного восстановле-
ния активной жизнедеятельности у пациентов с локаль-
ными хрящевыми дефектами на  сегодняшний день  — 
одна из труднейших задач для врачей-реабилитогологов, 
лечебной физкультуры и спортивной медицины.

Этиологочески выделяют два непосредственно 
предрасполагающих фактора: рассекающий остеохон-
дрит и  трансхондральные переломы. Частота встре-
чаемости рассекающего остеохондрита мыщелков 
бедренных костей, или болезни Кёнига, среди всех за-
болеваний коленного сустава достигает 2%. Патология 
распространена в  основном в  возрастных группах 
11–13  и  20–40  лет. Исследования биомеханических 
нарушений аппарата коленного сустава доказали, что 
понижение прочности хрящевой ткани может быть 
следствием гормональных, обменных нарушений, пере-
несенного острого и хронического остеоатрита.

Произведённый систематический обзор гистологиче-
ских краткосрочных результатов после таких операций, 
как изолированные артроскопические лаваж сустава, 
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дебридмент суставной поверхности, абразия суставного 
хряща, туннелизация и  микрофрактурирование субхон-
дральной кости показал формирование функционально 
несостоятельной фиброзной ткани в зоне повреждения.

Целью научного исследования, проводимом на  базе 
ФБГУ НИИР им.  В.А. Насоновой стало улучшение каче-
ства жизни пациентов с  дефектами гиалинового хряща 
нагружаемой зоны мыщелков бедра коленного сустава. 
В ходе работы были сформированы следующие задачи.

•	 Определить разрешающие способности диагно-
стики суставных дефектов коленного сустава 
с  применением параклинических методов (УЗИ, 
рентгеновское исследование, МРТ).

•	 Разработать технологию мини-доступа в  колен-
ный сустав для проведения хондропластики ко-
ленного сустава по методу AMIC (индуцированный 
мембранный аутологичный хондрогенез).

•	 Разработать технологию лечебно-диагностиче-
ской артроскопии у пациентв с суставными дефек-
тами в кленном суставе.

•	 Сравнить клиническийе результаты методов 
шкал-опросников в короткие и средние сроки по-
сле операции.

В результате были созданы алгоритмы мини-доступа 
и  санационной артроскопии в  коленный сустав, неза-
висимо от  локализации повреждения (латеральный или 
медиальный мыщелок бедра), получены и статистически 
проанализированны результаты клинического анкети-
рования, показавшие стойкую положительную динамику 
функциональных показателей.

Негистоновые белки 
HmgB1 и HmgB2 в хроматине 
эмбриональных стволовых клеток 
мыши

Татьяна Юрьевна Старкова, Антон 
Владимирович Беляев, Сергей Вячеславович 
Пономарцев, Алексей Николаевич Томилин

Лаборатория Молекулярной биологии стволовых 
клеток, ФГБУН Институт цитологии РАН, Санкт-
Петербург, Россия

t.starkova@incras.ru

Целью данной работы является исследование роли 
негистоновых белков HmgB1  и  HmgB2  в  изменениях 
структурно-функциональных параметров хроматина ЭСК 
мыши в процессах дифференцировки.

Актуальность исследования в контексте применения 
ЭСК в  медицинской практике обусловлена необходимо-
стью дополнения и систематизирования сведений о роли 
данных белков в  хроматине ЭСК вследствие выявлен-
ной зависимости (литературные данные) скорости про-
лиферации ЭСК, роста злокачественных образований, 
распространения метастаз и протекания большей части 
молекулярных механизмов хронического воспаления 
и заживления от уровня экспрессии и, возможно, статуса 
пост-трансляционных модификаций HmgB1 и HmgB2.

В  рамках поставленных целей нами была соз-
дана (методами молекулярного клонирования 
и  CRISPR/Cas9  технологии) линейка нокаутных 
по  HmgB1  и  HmgB2  ЭСК мыши. Показано, что 
CRISPR/Cas9-опосредованный нокаут генов HmgB1, 
HmgB2  и  HmgB1;HmgB2  одновременно оказыва-
ет влияние на  фенотип ЭСК, но  не  приводит к  потере 
их жизнеспособности. С помощью тератом и направлен-
ной дифференцировки in  vitro мы  также показали, что 

нокаут генов HmgB1, HmgB2  и  HmgB1;HmgB2  не  ока-
зывает существенного влияние на  саму способность 
дифференцироваться во  все три зародышевых лист-
ка. Однако, в  случае дифференцировки ЭСК нокаут-
ных по  HmgB2  и  HmgB1;HmgB2  клеток при переходе 
из наивного (до имплантации) в праймированное (пост-
имплантационное) состояние плюрипотентности in  vitro 
наблюдаются задержка дифференцировки и  массовая 
гибель клеток на 5–6 сутки после ее запуска.

С помощью FT(ICR)MS нами выявлены функционально 
значимые различия в  статусе пост-трансляционных мо-
дификаций HmgB1  дифференцированных и  ЭСК мыши, 
в частности AсК2 и deAcK81 (ЭСК), что, согласно литера-
турным данным, приводит к потере способности изгибать 
ДНК при связывании и, вероятно, должно повлечь за со-
бой изменение функциональной нагрузки HmgB1 в хрома-
тине ЭСК. С целью исследования биологической роли дан-
ных модификаций методами молекулярного клонирования 
(точечный мутагенез) и  CRISPR/Cas9-опосредованного 
нокина генов в настоящее время ведется работа по созда-
нию клеточных линий с мутантной формой белка.

Полученные в ходе выполнения работы сведения по-
могут лучше понять и, следовательно, контролировать 
процессы дифференцировки ЭСК и тем самым, ускорят 
внедрение плюрипотентных стволовых клеток в  практи-
ческую медицину.

Гранты. Работа выполнена на базе ФГБУН ИНЦ РАН 
при финансовой поддержке Российского фонда фунда-
ментальных исследований (РФФИ 18-04-01199).

MyoD-индуцированная 
трансдифференцировка дермальных 
фибробластов с мутацией в гене 
DYSF, рассматриваемая как тест-
система для скрининга препаратов 
дисферлинопатии
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Дисферлинопатии возникают в  связи с  мутациями 
в  гене DYSF, которые вызывают дефицит дисферлина 
в сарколемме. Воспалительная клеточная инфильтрация 
может быть характерной чертой дисферлинопатии, груп-
пы мышечных дистрофий, наследуемых по  аутосомно-
рецессивному типу. В первую очередь при данном забо-
левании поражаются мышцы конечностей, бедер и плеч, 
что приводит к  прогрессирующему нарушению ходьбы. 
Эффективного лечения для этих заболеваний пока нет. 
Поиск подхода генной терапии мышечных дистрофий 
требует соответствующей модели заболевания in  vitro. 
Поскольку получение биопсии мышц от пациентов с та-
ким орфанным заболеванием для выделения и культиви-
рования клеток в лаборатории достаточно затруднительно 
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или вообще невозможно, нами была разработана тест-
система на основе дермальных фибробластов пациента 
с  дисферлинопатией. В  нашем исследовании мы  взяли 
дермальные фибробласты, выделенные из  дермальной 
ткани пациента с  дисферлинопатией (мутация в  гене 
DYSF, экзон 26). Фибробласты пациента были иммор-
тализованы. Используя наработанный лентивирус LV-
TRE-VP64-human-MyoD-T2A-dsRedExpress2  с  тетраци-
клин-индуцибельным промотором (Tet-ON) клетки были 
генетически модифицированы и  отселектированы для 
осуществления миогенной дифференцировки. В резуль-
тате, после получения чистой популяции клеток и индук-
ции экспрессии генов доксициклином с использованием 
инвертированного микроскопа AxioOberver.Z1  наблю-
дали слияние клеток и  образование миофибриллярных 
структур. Для анализа эффективности миогенной диф-
ференцировки был проведен Вестерн-блоттинг, который 
выявил положительную реакцию с  моноклональными 
антителами к белку MyoD (sc-377460), размер бэнда со-
ответствовал ожидаемому размеру белка MyoD (45 кДа). 
Затем, с целью анализа присутствия мРНК дисферлина 
в модифицированных миобластах была проведена ПЦР 
в  реальном времени, которая выявила небольшую экс-
прессию дисферлина в  экспериментальных образцах. 
Полученную MyoD-индуцированную клеточную линию ми-
областов можно использовать в качестве тест-системы 
для новых подходов к терапии дисферлинопатий.

Работа поддержана Программой повышения конку-
рентоспособности КФУ.
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активации гена дисферлина
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Дисферлинопатии  — группа мышечных дистрофий 
с аутосомно-рецессивным типом наследования, возника-
ющие вследствие мутаций в гене дисферлина человека. 
Белок дисферлин (англ. Dysferlin, DYSF) играет ключевую 
роль в  восстановлении сарколеммы при ее  поврежде-
нии. Синтез дефектного белка приводит к  нарушению 
репаративных процессов в  мышечной ткани и  последу-
ющей атрофии. Разнообразные исследования направ-
лены на  лечение этого наследственного заболевания, 
однако дисферлинопатия остается неизлечимой на дан-
ный момент. Одной из основных причин низкой эффек-
тивности методов лечения является отсутствие модели, 
наиболее точно воспроизводящей патологические про-
цессы заболевания. Модели на основе животных широ-
ко используются, но  ввиду значительных генетических 
различий они не способны в полной мере воспроизвести 

все особенности развития болезни в сравнении с чело-
веком. Перспективным способом лечения дисферли-
нопатии в  настоящее время является генная терапия 
и модельные системы, основанные на клеточных линиях 
человека, экспрессирующих дисферлин, которые пред-
ставляют интерес для тестирования новых генно-тера-
певтических препаратов. Целью нашей работы было 
создание тест-системы с  использованием технологии 
CRISPR-Cas9  SAM in  vitro для разработки и  скрининга 
препаратов для лечения дисферлинопатии. Активацию 
транскрипции мРНК гена DYSF в клетках HEK293A осу-
ществляли с использованием полученных рекомбинант-
ных лентивирусов, кодирующих факторы транскрипции 
MS2-P65-HSF1, dCas9-VP64 и специфическую гидовую 
РНК дисферлина. Селекцию успешно трансдуцирован-
ных клеток проводили рядом антибиотиков (зеоцин, бла-
стицидин, гигромицин), специфичных соответственно 
каждому лентивирусу, с целью получения чистой популя-
ции инфицированных клеток. Экспрессия белка дисфер-
лина была подтверждена с помощью вестерн-блоттинга. 
Клеточная линия HEK293A с экспрессией дисферлина, 
полученная путем транскрипционной активации гена 
DYSF с  использованием системы CRISPR-Cas9  SAM, 
может быть использована в дальнейших исследованиях 
терапевтического подхода путем редактирования РНК 
и ДНК клеток, а также для скрининга лекарственных пре-
паратов при лечении дисферлинопатий человека.

Работа поддержана Программой повышения конку-
рентоспособности КФУ.
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стромальных клеток жировой ткани 
пациентов с морбидным ожирением 
и наличием/отсутствием сахарного 
диабета 2 типа
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Введение. Ожирение и  сахарный диабет 2  типа 
(СД2Т) в  современной медицине являются ведущими 
причинами смертности населения. Особую роль в  раз-
витии инсулиновой резистентности (ИР), которая явля-
ется основным молекулярным проявлением СД2Т, игра-
ет нарушение бежевой дифференцировки адипоцитов 
и их термогенной активности. Целью данной работы было 
изучить термогенный потенциал мезенхимных стромаль-
ных клеток жировой ткани (МСК ЖТ) пациентов с ожире-
нием и наличием/отсутствием СД2Т.
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Методы. В  работу были включены пациенты с  дли-
тельным (>15 лет) и морбидным (ИМТ>35кг/м2) ожире-
нием, а также наличием/отсутствием СД2Т. Оценивали 
клиническую характеристику пациентов и  оценивали 
инсулиновую чувствительность пациентов, после чего 
проводили забор подкожной жировой ткани и  выделе-
ние МСК ЖТ  с  последующей бежевой адипоцитарной 
дифференцировкой в  присутствии трийодтиронина 
и  изопротеренола. Эффективность дифференцировки 
оценивали с  помощью оценки уровня мРНК маркеров 
бежевого жира (UCP-1, PGC1a, GLUT4, FABP4), а также 
уровня белка UCP-1. Уровень общих и митохондриальных 
АФК в бежевых адипоцитах оценивали с помощью кра-
сителей DCFDA и  MitoSOX соответственно. Активность 
липолиза и  дыхательной цепи оценивали с  помощью 
оценки уровня мРНК ATP5B, COX4I1, ACC, LCAD, а так-
же фосфорилирований ACC и  HSL. Оценку глюкозного 
метаболизма бежевых адипоцитов проводили с  помо-
щью исследования инсулин-стимулируемого захвата 
[3H]-2-дезоксиглюкозы.

Результаты. В  ходе работы мы  продемонстрирова-
ли, что МСК ЖТ пациентов с СД2Т обладают сниженной 
способностью к  формированию бежевых адипоцитов. 
Нарушение бежевой дифференцировки сопряжено с неиз-
менным общим уровнем АФК, но с повышенным уровнем 
роста митохондриальных АФК в ходе бежевой дифферен-
цировки в адипоцитах пациентов с СД2Т. В обеих группах 
состояние липолиза было одинаковым, однако экспрессия 
генов дыхательной цепи была в 2 раза снижена у пациен-
тов с СД2Т. Оценка инсулин-стимулируемого захвата глю-
козы продемонстрировала повышение базального захва-
та глюкозы у адипоцитов пациентов с СД2Т.

Заключение. Полученные результаты продемон-
стрировали сниженный потенциал к  бежевой адипо-
генной дифференцировке МСК ЖТ  пациентов с  СД2Т. 
По-видимому, нарушение бежевой адипогенной диффе-
ренцировки МСК ЖТ адипоцитов пациентов с СД2Т при-
водит к  нарушениям функции митохондрий полученных 
бежевых адипоцитов.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ 
№ 17-15-01435.

Эффективность трансплантации 
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Введение. Патологические процессы, развивающи-
еся в результате травм спинного мозга, часто приводят 
к образованию кист, формирование которых препятству-
ет регенерации спинного мозга и  проведению нервных 

импульсов. Существующие хирургические и медикамен-
тозные методы лечения не  позволяют в  полной мере 
добиться выздоровления пациентов. Одним из перспек-
тивных направлений в этой области является клеточная 
терапия. Значительные эффекты на регенерацию спин-
ного мозга показали обкладочные клетки обонятельной 
выстилки носа. Однако использование данных клеток 
оставалось неизученным при терапии посттравматиче-
ских кист спинного мозга.

Цель. Оценить эффективность трансплантации об-
кладочных клеток обонятельной выстилки человека 
и крыс при посттравматических кистах спинного мозга.

Материал и  методы. В  исследовании были исполь-
зованы образцы обонятельной выстилки, полученные 
из верхних носовых ходов от 30 пациентов при плановом 
хирургическом вмешательстве в Отделении пластической 
хирургии УКБ № 1 и 30 образцов обонятельной выстилки 
крыс линии Wistar. Выживаемость обкладочных клеток 
в кистах оценивали по выявлению PKH-26 меченых клеток. 
Образование кисты подтверждали методом МРТ через 
4  недели после операции. Трансплантацию обкладочных 
клеток крыс и человека проводили в полость кисты в коли-
честве 750 тысяч клеток (n = 10) и 1,5 миллионов клеток 
(n  = 10) в  25  мкл среды DMEM/F12(1:1). Контрольной 
группе (n=12) вводили то же количество среды без клеток. 
В течение 4 недель после трансплантации оценивали вос-
становление подвижности задних конечностей крыс, ис-
пользуя 21-балльную шкалу открытого поля (ВВВ).

Результаты. Было впервые установлено, что обкла-
дочные клетки человека и крыс выживают в кистах в тече-
ние 4 недель. В данной работе впервые были определены 
необходимые количества обкладочных клеток человека 
и крыс, при трансплантации которых наблюдается улучше-
ние двигательной подвижности задних конечностей крыс.

Выводы. Выявленная эффективность аллогенной 
и ксеногенной трансплантации обкладочных клеток по-
зволяет предположить, что применение аутологичных 
обкладочных клеток пациентов с  кистами спинного 
мозга будет также эффективно при лечении этих паци-
ентов, что особенно важно для персонализированной 
медицины будущего.

Работа была поддержана грантом РНФ 17-15-
01133: Изучение терапевтического эффекта нейраль-
ных стволовых/ прогениторных и  обкладочных клеток 
обонятельной выстилки носа при экспериментальной 
травме спинного мозга.
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Формирование сосудов играет важную роль в  про-
цессе эмбрионального развития, при регенерации тка-
ней и при злокачественных новообразованиях. Эндоглин, 
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маркерный белок эндотелия сосудов, входит в  состав 
рецепторного комплекса TGF-β и участвует в различных 
этапах ангиогенеза: пролиферации, миграции и адгезии 
эндотелиоцитов.

Целью работы являлось сравнение действия двух 
моноклональных антител (МКАТ, 2С8  и  4Е4) к  различ-
ным эпитопам эндоглина человека на адгезию, миграцию 
и на формирование капилляро-подобных структур клетка-
ми эндотелия перевиваемой линии EA.hy926 и первичных 
культур клеток эндотелия пупочных канатиков (HUVEC).

Методами ОТПЦР и проточной цитометрии показано, 
что транскрипционная активность гена Eng и  экспрес-
сия мембранной формы белка в  клетках HUVEC были 
выше, чем в  эндотелиальных клетках линии EA.hy926. 
Снижение уровня O2 при культивировании клеток с 20% 
до  2% приводило к  увеличению экспрессии эндогли-
на. Экспрессия адгезионных молекул CD49e, CD54, 
CD144  и  CD146  на  поверхности клеток HUVEC также 
была выше, чем на клетках EA.hy926.

В  культурах клеток HUVEC наблюдали торможение 
миграции клеток в тесте закрытия раны в клеточном мо-
нослое при добавлении МКАТ 4Е4. Оба антитела вызы-
вали замедление миграции клеток при культивировании 
в условиях гипоксии или при добавлении в среду TGF-β1. 
Торможение миграции клеток EA.hy926 в присутствии обо-
их МКАТ было отмечено только при добавлении TGF-β1.

В отличие от клеток EA.hy926, оба МКАТ к эндоглину 
вызывали уменьшение распластывания клеток HUVEC 
на поверхности, покрытой фибронектином. Тем не менее, 
добавление МКАТ 4Е4 также вызывали изменения адге-
зионных свойств клеток EA.hy926. В  присутствии этого 
антитела происходило увеличение числа моноцитоподоб-
ных клеток U937, прикрепившихся к монослою эндотелия.

Нами были получены данные, свидетельствующие 
о наличии влияния обоих МКАТ к эндоглину на формиро-
вание капилляро-подобных структур в матригеле клетка-
ми EA.hy926 и HUVEC.

Проведенные исследования позволяют заключить, 
что оба МКАТ вызывают функциональные изменения 
в  культурах эндотелиальных клеток, однако их  влияние 
не идентично. Также наши результаты свидетельствуют 
о том, что эффекты МКАТ оказываются более выражен-
ными при проведении экспериментов на первичных куль-
турах клеток эндотелия HUVEC, что может быть связано 
с более высокими уровнями экспрессии эндоглина и ад-
гезионных молекул этих клеток.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РНФ № 17-15-01230.

Клоны NK-клеток c фенотипом 
CD57+NKG2C+ обладают лучшей 
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Мария Алексеевна Стрельцова, Софья 
Алексеевна Ерохина, Полина Андреевна 
Кобызева, Анна Александровна Бойко, 
Елена Ивановна Коваленко

Институт биоорганической химии 
им. М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова, Москва, 
Россия

mstreltsova@mail.ru

Цитомегаловирусная инфекция (HCMV) способству-
ет формированию в  организме человека особой суб-
популяции адаптивных NK-клеток, которые отличаются 

от  обычных NK-клеток рядом функциональных свойств, 
в  частности, повышенной антитело-зависимой клеточ-
ной цитотоксичностью. Cубпопуляция ассоциированных 
с  HCMV адаптивных NK-клеток характеризуется фено-
типом CD56dimCD57+NKG2A–NKG2C+CD16bright. В  дан-
ной работе мы  изучили различия между NK-клетками 
NKG2C– и  NKG2C+ по  эффективности клонирования, 
а  также по  выживаемости и  продолжительности жизни 
клональнах культур in vitro. NK-клетки выделяли путем от-
рицательной магнитной сепарации периферических мо-
нонуклеаров, полученных от HCMV-серопозитивных здо-
ровых доноров. Шесть коллекций клонов NK-клеток были 
получены путем сортировки единичных клеток в  96-лу-
ночный планшет. Для стимуляции использовали среду 
NK-MAСS, дополненную 100 ед./мл IL-2, и модифициро-
ванные фидерные клетки K562-mbIL21. Были получены 
клоны из  субпопуляций CD57–NKG2C–, CD57–NKG2C+, 
CD57+NKG2C– and CD57+NKG2C+. Не  было выявле-
но отличий в  эффективности клонирования NK-клеток 
NKG2C– и  NKG2C+. Общее количество клеток в  клоне 
в клональных культурах из субпопуляций NKG2C+ в боль-
шинстве коллекций было выше, чем в клонах, полученных 
из  NKG2C–-субпопуляций. Различия в  доле выживших 
клонов через 7  недель культивирования от  общего ко-
личества клонов, оказались меньше для клонов, полу-
ченных из  клеток CD57–NKG2C– и  CD57–NKG2C+ (41% 
и 57%, соответственно), чем для клонов из субпопуляций 
CD57+NKG2C– и  CD57+NKG2C+ (23% и  66%, соответ-
ственно). Выживаемость клонов из субпопуляций CD57–

NKG2C– через 5–8 недель оказалась выше, чем в клонах 
из CD57+NKG2C–. Такие же различия были получены и для 
клонов из субпопуляций CD57–NKG2C+ и CD57+NKG2C+. 
Продолжительность жизни была выше в клонах, получен-
ных из NK-клеток NKG2C+, и достигала 13 и более недель. 
Однако, хорошо пролиферирующие клоны «адаптивных» 
NK-клеток наблюдались не у всех доноров, даже при оди-
наковой пропорции NK-клеток NKG2C+. Таким образом, 
экспрессия NKG2C связана с  лучшей пролиферацией 
и более высокой выживаемостью клонов NK-клеток в от-
вет на стимуляцию IL-2/K562-mbIL21.

Работа выполнена при поддержке Российского 
Научного Фонда, грант № 19-15-00439.
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При инфекции цитомегаловируса в  перифериче-
ской крови человека во  многих случаях наблюдает-
ся экспансия так называемых адаптивных NK-клеток 
с  фенотипом CD57+NKG2C+. Ряд свойств этой субпо-
пуляции, связанных с  эпигенетической перестройкой, 
позволяет их  рассматривать как перспективных аген-
тов противоопухолевой иммунотерапии. С  целью опре-
делить гетерогенность NK-клеток NKG2C+и  их  отличие 
от  клеток NKG2C–в  ответе на  активирующий стимул 
в  данной работе был проведен фенотипический анализ 
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клональных культур, полученных из  соответствующиих 
субпопуляций CD57+. NK-клетки были выделены из  пе-
риферических мононуклеаров здоровых доноров с  по-
мощью магнитной сепарации. Стимуляцию проводили 
IL-2  с  использованием облученных фидерных клеток 
K562-mbIL21. С  помощью клеточной сортировки было 
получено 6  коллекций клонов из  NK-клеток CD57+, 
CD57+NKG2C–и  CD57+NKG2C+. Анализ фенотипа полу-
ченных культур был выполнен через 5 недель культиви-
рования с помощью проточной цитометрии. Процентное 
содержание клеток, экспрессирующих маркер терми-
нальной дифференцировки CD57, в  клонах, получен-
ных из  субпопуляции CD57+, составляло 56.4 ± 8.7% 
(среднее ± SE). В то же время, доля CD57+-клеток отли-
чалась в  клонах, полученных из  NK-клеток, различных 
по экспрессии NKG2C, составляя 43.2 ± 15.7% и 75.3 ± 
9.3% для субпопуляций CD57+NKG2C–и  CD57+NKG2C+, 
соответственно. Более того, в  75% клонов, полученных 
из  клеток CD57+NKG2C+, все клетки в  культурах были 
CD57-позитивными. Интересно, что плотность поверх-
ностной экспрессии активационного маркера HLA-
DR  была выше в  клетках клонов, происходящих из  суб-
популяции CD57+NKG2C+, по  сравнению с  клонами 
из субпопуляции CD57+NKG2C–, хотя не все клетки кло-
нов экспрессировали этот маркер. При этом, плотность 
поверхностной экспрессии CD16  в  этих клонах снижа-
лась, что может быть связано с более интенсивной про-
лиферацией CD57+NKG2C+-NK-клеток в  ответ на  дан-
ный тип стимуляции. Приблизительно половина клонов 
из  субпопуляции CD57+NKG2C– были полностью нега-
тивными по KIR2DL2/DL3, тогда как только 18% клонов, 
полученных из субпопуляции CD57+NKG2C+, не экспрес-
сировало эти ингибирующие рецепторы. Таким образом, 
большая часть клональных культур, полученных из  кле-
ток CD57+NKG2C+, сохраняла такие фенотипические 
характеристики адаптивных NK-клеток, как экспрессию 
CD57  и  KIR2DL2/DL3, обладала более высоким стату-
сом активации, но  более низким уровнем рецепторов 
антитело-зависимой цитотоксичности CD16.

Работа выполнена при поддержке Российского науч-
ного фонда, грант № 19-15-00439.
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Для исследования репаративного нейрогенеза в моз-
жечке молоди симы были выбраны следующие молеку-
лярные маркёры: для характеристики процессов про-
лиферации  — PCNA и  BrdU; глиогенеза и  радиальной 
глии — GFAP и GS , CBS — фермент синтеза сероводоро-
да, нейродифференциации — HuCD. Нестин и виментин 
использовали для анализа распределения нейрональных 
клеток-предшественников. TUNEL анализ применялся 
для идентификации апоптозных элементов с  помощью 
маркирования терминальной деоксинуклеотидил транс-
феразы. Путём прокалывания черепа рыбы тонкой иглой 
наносили рану глубиной в 1 мм в тело мозжечка. После 

повреждения возрастало число TUNEL+ плотных апоп-
тозных телец, представляющих собой финальные стадии 
крупнозернистой конденсации хроматина и апоптотиче-
ской деградации клеток. Число GS+ клеток увеличива-
лось и мы полагаем, что GS может маркировать как глу-
тамат-эргические нейроны, содержащие GS  в  качестве 
фермента, метаболизирующего глутамат, так и астроци-
топодобные клетки, осуществляющие детоксикацию глу-
тамата, захваченного из  межклеточного пространства. 
После повреждения происходила реактивация конститу-
тивных пролиферативных зон с последующей трансфор-
мацией в  реактивные нейрогенные ниши, содержащие 
PCNA+, BrdU+, нестин+, виментин+ клетки. Возможно, мел-
кие клетки-предшественники фенотипически соответ-
ствуют популяциям нейрональных стволовых клеток, чья 
пролиферативная активность значительно увеличивает-
ся в случае травмы. Максимальная пролиферативная ак-
тивность нейрогенных ниш и высокая концентрация CBS+ 
клеток в этих областях предполагает, что H2S участвует 
в регуляции пролиферативной активности. В районе ней-
рогенных ниш выявлялись GFAP+ волокна радиальной 
глии, в дорсальной матричной зоне (ДМЗ) они формиро-
вали разнонаправлено ориентированные пучки. По этим 
волокнам клетки из  активированных нейрогенных ниш 
и ДМЗ мигрируют к месту нанесения травмы, восстанав-
ливая поврежденную ткань. Наиболее крупным образо-
ванием, содержащим пролиферирующие PCNA+, BrdU+, 
нестин+, виментин+ клетки, была ДМЗ. Вероятно, после 
повреждения мозжечка зоны пролиферации производят, 
в  основном, HuCD+ нейроны, ускоряется нейрональная 
дифференциация клеток, которые интегрируются в зре-
лые нейронные сети. В ходе репаративного нейрогенеза 
поврежденные клетки уничтожаются путем апоптоза, 
нейтрализуются эффекты нейровоспаления, начинается 
активная пролиферация, глиогенез и ускоренная диффе-
ренциация новых клеток, которые мигрируют к месту по-
вреждения, восстанавливая ткань.
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В  настоящее время наблюдается рост числа забо-
леваний с патологией кровеносных сосудов. Различные 
типы васкулярных эндотелиальных и  гладкомышечных 
клеток используются в  качестве модельных систем для 
изучения ряда заболеваний и считаются перспективным 
источником для регенеративной медицины.

Серьезным препятствием для применения любого 
типа делящихся клеток в  лечении заболеваний чело-
века является риск того, что после введения в  орга-
низм пациента они могут образовать опухоли. Поэтому 
важной задачей является исследование возможности 
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использования клеток человека, в  которых инактивиро-
вана способность к митозу.

В этой связи целью данной работы является исследо-
вание регенеративного потенциала митотически инакти-
вированных эндотелиальных и гладкомышечных клеток, 
выделенных из отходного послеоперационного материа-
ла кардиальных эксплантов человека.

В  результате выполнения работы создана методи-
ка получения митотически инактивированных паци-
ент-специфических васкулярных клеток из  материала 
кардиальных эксплантов человека. Показано, что, не-
смотря на инактивацию пролиферации, эндотелиальные 
и  гладкомышечные клетки демонстрируют жизнеспо-
собность на  уровне более 92%. Полученные клетки со-
храняют свои морфофункциональные свойства in  vitro: 
в эндотелиальных клетках сохраняются факторы CD31, 
vWF и  способность нарабатывать компоненты меж-
клеточного матрикса: коллаген 4  типа, фибронектин. 
Гладкомышечные клетки позитивны по α-актину гладких 
мышц, тяжелой цепи гладкомышечного миозина, на-
рабатывают эластин; эндотелиальные клетки также со-
храняют способность формировать капилляроподобные 
структуры в  матригеле. Клеточные популяции митоти-
чески инактивированных эндотелиальных и  гладкомы-
шечных клеток демонстрируют высокий ангиогенный 
потенциал in vivo на модели иммунодефицитных мышей 
SCID. В составе тканеинженерных конструкций из поли-
капролактона и  хитозана клетки сохраняют специфиче-
ские поверхностные антигены и способность к наработке 
межклеточного матрикса.

Таким образом, митотически инактивированные васку-
лярные клетки человека потенциально могут быть примене-
ны для разработки методов терапевтического ангиогенеза 
в лечении ишемических поражений, а также для получения 
клеточно-заселенных тканеинженерных конструкций, при-
годных для сосудистой хирургии. Разработанные в  ходе 
реализации проекта методы могут быть применены для 
создания биомедицинского клеточного продукта.

Работа поддержана Программой фундаментальных 
исследований Президиума РАН.
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Введение. Данные о  воздействии соединений редко-
земельных элементов (РЗЭ) на культуры клеток разнятся. 
Описаны как стимуляция пролиферации, так и  индукция 
апоптоза. В ряде случаев эффект дозозависимый, в дру-
гих наблюдается гормезис. Естественно, часть данных 
явлений может зависеть от условий проведения экспери-
мента и выбранного клеточного типа. Тем не менее, интер-
претация эффекта как правило сводится к индукции моле-
кулярных ответов на блокировку РЗЭ кальций-зависимых 

систем клетки, а другие события, возникающие при попа-
дании растворимых соединений РЗЭ в питательную среду 
остаются без внимания. Так, известно, что при добавле-
нии хлоридов лантаноидов к питательной среде в концен-
трации, превышающей десятки микромолей, происходит 
образование нерастворимых микрочастиц фосфатов 
лантаноидов, среда обедняется свободными фосфатами. 
Возможно, воздействие РЗЭ на клетки более объективно 
изучать в безфосфорных условиях, хотя такая постановка 
эксперимента и ограничивает исследователя относитель-
но короткими экспозициями.

Материалы и  методы. Было изучено воздействие 
изотонического раствора, содержащего Nd3+ в  концен-
трации 50mM на клетки двух типов: фибробласты стро-
мы роговицы и клеточная линия А549. После промывки 
0,9% раствором NaCl клетки экспонировали в указанном 
растворе лантаноида от 30 сек. до 24 ч, после чего снова 
промывали 0,9% раствором NaCl и возвращали в пита-
тельную среду.

Результаты. Было обнаружено, что после экспозиции 
до 30 мин. жизнепособность клеток обоих типов не отлича-
ется от интактных контролей (сохраняется пролифератив-
ная, миграционная, митохондриальная, кальцеиновая ак-
тивность, проницаемость мембран не изменяется). После 
1 ч экспозиции в культурах наблюдались дегенеративные 
изменения, а  после 24  ч  экспозиции клетки утрачивали 
признаки жизнеспособности. При этом непосредственно 
во время экспозиции в клетках визуально не выявлялись 
динамические процессы (митоз и движение митохондрий), 
однако уже после промывки они возобновлялись.

Выводы. Было показано, что летального эффекта 
на клетки от кратковременного воздействия достаточно 
высоких концентраций РЗЭ в безфосфорных растворах 
не наблюдается, а часть наблюдений, описанных ранее, 
может быть обусловлена алиментарным недостатком 
свободных фосфатов в окружении клетки. Таким обра-
зом, необходимо с  осторожностью интерпретировать 
цитотоксические эффекты РЗЭ. При помещении клетки 
в раствор РЗЭ наблюдается обратимая остановка дина-
мических процессов, что может быть прим.мо в иссле-
дованиях гипобиоза.

Изучение клеточных пластов 
в условиях нарушенного 
минерального баланса для 
моделирования патогенеза 
кератоконуса и других заболеваний 
роговицы
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Введение. Ранее показана вовлеченность микроэле-
ментов халькофильной группы Cu, Zn  и  Fe, в  патогенез 
кератоконуса (КК) и рецидивирующей эрозии роговицы 
(РЭР). Вероятно, деструктивный эффект обеднения ткани 
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этими элементами реализуется через нарушение актив-
ности ферментов, метаболизирующих коллаген, в  том 
числе LOX и MMP, и оксидативного стресса, вызванного 
нарушением работы СОД.

Отсутствие адекватной животной модели КК, делает 
актуальным использование клеточных моделей, в  том 
числе тканеподобных структур, которые позволяют 
работать с  человеческим материалом и  дают возмож-
ность контролировать микроэлементный состав клеточ-
ного окружения.

Изучению клеточной системы в условиях дефицита 
цинка и  меди посвящено не  так много работ, вероят-
но это отчасти связано с  отсутствием общепринятых 
подходов к  селективному удалению этих элементов 
из  «стандартной» культуральной среды сложного со-
става. Однако некоторые наработки в этой области все 
же имеются. Взяв за основу способ обеднения двухва-
лентными ионами биологических сред ионообменной 
смолой, мы  показали возможность значительного се-
лективного обеднения FBS одним из  целевых элемен-
тов и протестировали возможность роста кератоцитов 
на  полученной среде, сравнив биомеханические свой-
ства клеточных пластов выращенных в стандартных ус-
ловиях и в условиях дефицита цинка.

Материалы и методы. Клетки стромы роговицы че-
ловека 3 пассажа, в концентрации 300 тыс/см2, культи-
вировали на среде, содержащей 10% FBS, в контрольных 
образцах — интактной, в опытных — пропущенной через 
колонку с  ионообменной смолой Chelex-100. Заверка 
содержания микроэлементов проводилась методом IСP-
MS. Биомеханические свойства полученных клеточных 
пластов анализировали на атомно-силовом микроскопе.

Результаты. Представленным способом нам уда-
лось добиться снижения концентрации цинка в  10  раз 
по сравнению с исходной. Культивированные в обеднен-
ной среде клеточный пласты демонстрируют более высо-
кий показатель жесткости чем контрольные образцы, что 
подтверждает тезис о  том, что баланс микроэлементов 
в ткани роговицы может играть ведущую роль в патоге-
незе КК. Кроме того, среда обедненная по цинку может 
быть компонентом модельной системы для изучения 
РЭР, т. к. в ней будет снижена активность MMP.

Работа выполнена в  рамках НИР «Инновационные 
подходы к изучению патогенеза, диагностике и хирурги-
ческому лечению заболеваний хрусталика и  роговицы 
на основе морфологического, ультраструктурного и био-
механического анализа» № 0511-2019-0009.
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хирургии
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Введение. В  настоящее время самым распростра-
ненным скаффолдом, применяемым в тканевой инжене-
рии, является коллаген, что обусловлено его слабой ан-
тигенностью и  резорбируемостью в  тканях реципиента. 
В  офтальмологии коллагеновые матриксы используют 
в  качестве субконъюнктивальных и  интрасклеральных 
дренажей для профилактики избыточного рубцевания 
сформированных при антиглаукомных операциях путей 

оттока внутриглазной жидкости. Перспективным явля-
ется применение тканеинженерных конструкций, засе-
ленных клетками активно препятствующими фибрози-
рованию, например, коллагеновый матрикс, заселенный 
МСК. Поэтому оценка биосовместимости потенциальных 
материалов и клеток для таких конструкций остается ак-
туальной задачей.

Цель: оценить в  эксперименте in  vitro биосовмести-
мость с  клетками лимба роговицы человека различных 
матриксов на основе коллагена (гемостатической колла-
геновой губки и офтальмологического дренажа iGen).

Материалы и  методы. Фрагменты гемостатиче-
ской коллагеновой губки и  дренажа iGen размерами 
2×2×2 мм заселяли клетками лимба роговицы человека 
4 пассажа, в концентрации 30 тыс./мл. Культивирование 
проводили на  среде DMEM, содержащей 10% феталь-
ной бычьей сыворотки и  смесь антибиотиков/ антими-
котиков (100 ЕД/мл пенициллина, 100 мкг/мл стрепто-
мицина) при 37оС в  атмосфере 5% СО2. Визуализацию 
осуществляли на  инвертированном флуоресцентном 
микроскопе через 1 и 7 суток после засева при окраске 
Calcein AM и Hoechst 33342.

Результаты. Через 1  сутки культивирования опре-
деляются единичные клетки в глубоких слоях гемостати-
ческой губки и дренажа iGen. Клетки имеют характерное 
веретеновидное строение, распластываются по  поверх-
ности матрикса и  стремятся к  адгезии к  коллагеновым 
волокнам. К 7 суткам культивирования отмечается зна-
чительное увеличение количества клеток, формирующих 
сетчатую структуру, выстилающую внутреннюю и наруж-
ную поверхности матриксов. Клетки имеют вытянутую ве-
ретеновидную форму и овальное ядро. Во многих клетках 
можно отметить наличие двух ядер. Практически отсут-
ствуют погибшие клетки. Распределение клеток являет-
ся равномерным и не отличается между разными типами 
исследованных матриксов.

Выводы. Полученные результаты свидетельствуют 
о  высокой биосовместимости с  клетками лимба рого-
вицы человека гемостатической губки и  дренажа iGen 
и  их  низкой цитотоксичности, что предполагает воз-
можность их  использования в  качестве носителя для 
создания тканеинженерных конструкций прим.мых 
в офтальмохирургии.

К характеристике внеклеточных 
везикул плюрипотентных стволовых 
клеток человека
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Алексеевна Сазонова1, Александр Михайлович 
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Исследования механизмов, регулирующих участие 
стволовых клеток человека в обеспечении регенерацион-
ных способностей тканей, открывают широкие перспек-
тивы их  применения в  регенерационной биомедицине. 
Известно, что регенерация ткани может осуществлять-
ся не  только за  счет прямой дифференцировки плюри-
потентных стволовых клеток в  нужном направлении, 
но и за счет их участия в специфической регуляции репа-
рационных процессов. В связи с этим, большой практи-
ческий интерес представляет изучение компонентов па-
ракринной секреции стволовых клеток, обеспечивающих 
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межклеточную коммуникацию и способных регулировать 
морфофункциональное состояние клеток. Одними из та-
ких паракринных регуляторных компонентов стволовых 
клеток являются секретируемые ими внеклеточные ве-
зикулы, представляющие собой мембранные замкну-
тые цитоплазматические фрагменты и  содержащие 
различный набор белков, липидов, нуклеиновых кислот. 
Сопоставление компонентов везикул и самих стволовых 
клеток может указывать на  регуляторный аспект пара-
кринной функции клеток.

В данной работе мы сопоставили наличие ряда клю-
чевых характеристических факторов в  эмбриональных 
стволовых клетках человека (ЭСК) и во внеклеточных ве-
зикулах, полученных в ходе их культивирования.

В работе были использованы ЭСК человека линии hES-
MK05  любезно предоставленные чл.-корр. РАН, д. б. н. 
М.A. Лагарьковой (ФНКЦ ФХМ ФМБА). Клетки культиви-
ровали по  стандартной методике, используя в  качестве 
подложки матригель. Внеклеточные везикулы выделяли 
из среды культивирования ЭСК методом последователь-
ного центрифугирования и  ультрацентрифугирования 
по стандартной методике. Концентрация везикул состав-
ляла в среднем 4,6×1011 част./мл, 80% детектируемых 
частиц лежат в  диапазоне размеров от  50  до  200  нм, 
что свидетельствует о  присутствии в  препаратах как 
экзосом, так и микровезикул. Результаты просвечиваю-
щей электронной микроскопии подтверждают наличие 
частиц, по  морфологии соответствующим везикулам. 
Проведенный нами молекулярно-генетический анализ 
(метод ПЦР в реальном времени) показал наличие мРНК 
генов  — основных маркеров плюрипотентности (Oct4, 
Sox2, Nanog, Lin 28) в  самих ЭСК человека линии hES-
MK05 и в их внеклеточных везикулах.

Таким образом, выявленная идентичность пара-
кринного компонента ЭСК может указывать на  то, что 
при сохранении плюрипотентного статуса клеток меж-
клеточные коммуникации направлены на  поддержание 
плюрипотентности.

Актуальные вопросы гармонизации 
и развития терминов, применяемых 
в области биомедицины

Елизавета Рафаэлевна Сурина, Жанна 
Алексеевна Акопян, Ляля Адыгамовна Габбасова
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Биомедицина, возникшая на  стыке фундаменталь-
ных, преимущественно естественных наук, определяет 
новое направление в развитии медицины высоких техно-
логий. Принятие Конвенции о защите прав и достоинства 
человека в  связи с  применением достижений биологии 
и  медицины («Конвенции Овьедо») в  1997  году можно 
считать началом эпохи биомедицины. Количество пу-
бликаций в  этой области с  каждым годом значительно 
возрастает, и  на  данный момент составляет уже около 
50000 источников по базе данных PubMed. Тем не ме-
нее, вопросы гармонизации и  развития общих и  специ-
альных терминов, применяемых в области биомедицины, 
остаются актуальными.

Нами был проведён анализ ряда ключевых между-
народных и  российских законов и  нормативных актов 
в области биоэтики и биомедицины, а также ряд руко-
водств, рекомендаций, учебников, справочных изданий 
(глоссариев) и  научных статей. Было определено со-
временное состояние российского и  международного 

законодательства в  области биомедицины, и  разра-
ботан алгоритм формирования понятийного аппарата 
в  области биомедицины. В  результате были выделе-
ны термины, связанные с  биоэтикой и  биомедициной, 
в  виде понятий и  устойчивых выражений. Был сделан 
перевод англоязычных терминов с учётом сложившей-
ся практики их применения в научных публикациях, для 
каждого термина было найдено определение и  под-
готовлена сопроводительная статья. На  основании 
собранного материала было составлено справочное 
издание  — «Справочник международных терминов, 
применяемых в  области биомедицины», содержащий 
как русско-английскую часть с толкованиями, так и анг-
ло-русский терминологический словарь. Данный спра-
вочник (глоссарий) может быть использован как при 
работе со  специальной литературой, так и  в  качестве 
самостоятельного руководства по биомедицине.

Выполнено в  рамках государственно-
го задания Московского университета (ЦИТИС 
АААА-А16-116122810207-1).
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Лимб является нишей стволовых клеток роговицы 
и содержит как эпителиальные (LESCs), так и стромаль-
ные стволовые клетки (CSSCs). Поиск новых оптималь-
ных условий выделения и  культивирования стволовых 
клеток лимба является базой для создания новых кле-
точных продуктов, используемых в  лечении дефицита 
лимбальных стволовых клеток.

Цель работы: характеристика стволовых клеток лим-
ба при различных методах выделения и культивирования. 
Лимбальные стволовые клетки получали из области лим-
ба энуклеированных по  плановым медицинским показа-
ниям глаз. Лимбальный графт отмывали, измельчали. 
Выделение клеток производили двумя методами: фер-
ментативным и эксплантом. При ферментативном методе 
выделения клеток, лимб обрабатывали 0,05% раствором 
коллагеназы. Клетки культивтровали в стандартных усло-
виях в полной среде DMEM/F12. После третьего пассажа 
проводили фенотипирование клеток и дифференцировку 
в  адипогенном и  остеогенном направлениях. При выде-
лении клеток лимба методом экспланта в  качестве фи-
дера использовали силиковысушенную амниотическую 
мембрану (АМ). Фрагменты лимба на АМ культивировали 
в стандартных условиях в полной среде CECBM (Corneal 
Epithelial Cell Basal Medium). После закрытия большей 
части поверхности АМ, адгезированные клетки снима-
ли и  фенотипировали. Морфологию клеток оценивали 
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с  помощью микроскопов Axio Observer и  электронного. 
Фенотип клеток определяли на  проточном цитофлуори-
метре. Статистическую обработку результатов проводи-
ли при помощи программы «Statistica 10,0». Полученная 
ферментативным методом культура первые сутки отли-
чалась гетерогенностью клеток. К 2–3 пассажу культура 
была представлена, преимущественно, фибробластопо-
добными клетками. Данные клетки обладали способно-
стью к цитодифференцировке в адипогенном и остеоген-
ном направлениях, большинство клеток экспрессировали 
маркеры ММСК (CD90+/CD73+/CD105+/CD34–/CD45–

) и меньшее количество — маркеры эпителиальных клеток. 
При выделении клеток методом экспланта на 3–5 сутки 
были отмечены очаги миграции клеток. Клетки первичной 
культуры имели эпителиоподобную форму, хорошо адге-
зировались к поверхности АМ, экспрессировали маркеры 
эпителиальных клеток (CK19+/p63α+/ABCG2

+) и  не  нес-
ли маркеров ММСК. По  данным электронной микроско-
пии клетки формировали 4–5 слоев на поверхности АМ. 
Таким образом, на основании морфологии клеток, резуль-
татов фенотипирования и цитодифференцировки, можно 
сделать заключение, что клетки, выделенные фермен-
тативным методом, являются преимущественно CSSCs, 
а методом экспланта — LESCs.

Стратегические и тактические 
вопросы разработки, производства, 
маркетинга и применения 
биомедицинских клеточных 
продуктов в России

Юрий Владимирович Суханов1, Павел Михайлович 
Соколов2, Игорь Михайлович Абашин3

1 � Институт биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН, 
Москва, Россия;

2 � ЗАО Акрус, Москва, Россия;
3 � ООО Акрус БиоМед, Москва, Россия

yuri.sukhanov@gmail.com

Выбор актуальных для медицины и  имеющих 
в  то  же  время рыночный потенциал биомедицинских 
клеточных продуктов (БМКП) для потенциального произ-
водителя представляет серьезную проблему. В медицин-
ском и социальном аспекте, наиболее интересны БМКП 
для лечения онкологических заболеваний (доля в общем 
числе клинических исследований клеточных продуктов 
почти 50%), сердечно-сосудистых заболеваний (11%), 
критических состояний (9%), дисфункций ЦНС (8%), 
коррекции диабета (5%) и  восстановления кожных по-
кровов (5%). Однако нужно принимать во внимание и ре-
ализуемость, достаточную технологическую зрелость 
разработок  — в  этом отношении показателен перечень 
разрешенных для клинического применения клеточных 
продуктов: половина из них предназначена для лечения 
повреждений кожных покровов и для применения в трав-
матологии и  ортопедии. Хотя рынок средств лечения 
хронических ран (в т. ч. ожогов) достаточно развит и на-
сыщен, он достаточно динамичен. Консорциум в составе 
ИБР РАН им.  Н.К. Кольцова, МГУ им.  М.И. Ломоносова, 
ПИМУ и  ЗАО Акрус с  2017  года осуществляют проект 
создания промышленного производства БМКП. За  два 
с  небольшим года проведены доклинические исследо-
вания двух эквивалентов кожи, разработана все техно-
логическая, медицинская и  нормативная документация, 
необходимая для подачи заявления на  государствен-
ную регистрацию, спроектирована и  строится произ-
водственная площадка, проведена подготовка к  началу 

КИ 1 и 2 фаз. Доклинические исследования, проведен-
ные в  полном объеме, требуемом 180  ФЗ  и  «GTP», об-
наружили, вместе с  тем, при хороших результатах, 
проблемы, связанные с  неполной адекватностью моде-
лирования заболеваний на  животных, принципами «до-
зирования» БМКП. Основным вопросом при разработке 
протокола КИ  БМКП является вопрос о  выборе «пре-
парата сравнения» и  сопряжения дизайна с  доклиниче-
скими исследованиями. Основным риском КИ является 
не  получение доказательств значительно большей эф-
фективности БМКП, при экономической приемлемости 
вероятной разницы в  цене. Важным аспектов является 
и  организация логистики таким образом, чтобы такой 
недостаток БМКП, как короткий срок годности, компен-
сировался его эффективностью, простотой применения, 
большими безопасностью и комфортом для пациента.

В рамках ФЦП «Исследования и разработки по при-
оритетным направлениям развития но-технологического 
комплекса России на  2014–2020  годы» по  теме 
«Разработка технологии производства, хранения и  при-
менения биомедицинских клеточных продуктов для ле-
чения ран» СОГЛАШЕНИЕ № 14.610.21.0012  УИР 
RFMEFI61017X0012.

Телоциты — интерстициальные 
стволовые клетки мезенхимального 
происхождения
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Викторовна Самсонова3, Андрей 
Львович Черняев3, Александр Иванович 
Щеголев2, Роман Андреевич Серов1
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им А.Н. Бакулева» Минздрава России, Москва, 
Россия;

2 � ФГБУ «НМИЦ акушерства, гинекологии 
и перинатологии им. В.И. Кулакова» Минздрава 
России, Москва, Россия;

3 � ФГБУ «НИИ Пульмонологии» ФМБА России, 
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Телоциты (ТЦ) — интерстициальные стволовые клетки 
мезенхимального происхождения, характерным морфо-
логическим признаком которых являются тонкие протя-
женные отростки.

Цель исследования: выявить ТЦ  в  миокарде желу-
дочков детей, определить их ультраструктурные и имму-
ногистохимические особенности.

Материалы и  методы. На  ультраструктурном 
уровне проанализированы биоптаты миокарда право-
го желудочка 42  детей с  тетрадой Фалло (3–33  мес.). 
Содержание ТЦ  определено на  ультратонких сре-
зах (×4800) с  использованием полуколичественной 
6-балльной шкалы. Для иммуногистохимического ис-
следования использованы моноклональных антитела 
к  C-kit, CD34, CD44, виментину. Выявлены маркеры 
пролиферации и  кардиомиогенной дифференцировки 
Ki67  и  саркомерный α-актин. Результаты проанализи-
рованы с использованием методов непараметрической 
статистики (коэффициент Спирмена).

Результаты. ТЦ миокарда детей формируют сеть во-
круг кардиомиоцитов, мелких и крупных интрамуральных 
сосудов, нервных волокон. Диаметр ТЦ  на  уровне ядра 
составляет 1,2–5,0 мкм, диаметр отростков ТЦ — около 
0,1 мкм с локальными расширениями до 0,21–1,17 мкм. 
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Ядро ТЦ  окружает небольшой слой цитоплазмы, в  кото-
рой располагаются цистерны гранулярного эндоплазма-
тического ретикулума, митохондрии, структуры аппарата 
Гольджи, лизосомы, промежуточные филаменты, центрио-
ли, что свидетельствуют о синтетической и пролифератив-
ной активности этих клеток. Обнаружены контакты отрост-
ков ТЦ с макрофагами и стволовыми клетками миокарда. 
ТЦ осуществляют паракринное воздействие на окружаю-
щие их клетки. Содержание ТЦ больше в незрелом мио-
карде желудочков с незавершенной сборкой миофибрилл 
в  кардиомиоцитах (r=0,39; p=0,014), где в  интерстици-
альном пространстве сохранена пролиферативная актив-
ность мелких Ki67+/a-Sarc actin+ клеток-предшественниц 
кардиомиоцитов (r=0,39; p=0,026). ТЦ демонстрируют им-
муногистохимические признаки стволовых клеток (C-kit+), 
гематопоэтических стволовых клеток (CD34+), соедини-
тельно-тканных клеток (виментин+) и  гематопоэтических, 
фибробластных и  глиальных клеток (СD44+). Поскольку 
ни  один из  антигенов не  является специфическим, для 
идентификации ТЦ на гистологическом уровне необходи-
мо учитывать форму и  размеры клеток, их  локализацию 
в интерстициальном пространстве.

Локализация и  ультраструктурные характеристики 
ТЦ предполагают их участие в дифференцировке стволо-
вых клеток, неоангиогенезе и координации деятельности 
всех компонентов интерстиция.

Клетки неокортекса, помещенные 
в желатиновый гидрогелевый 
кондуит, стимулируют 
восстановление периферического 
нерва

Кирилл Константинович Сухинич1, Эрдэм 
Баирович Дашинимаев1, 2, Екатерина 
Андреевна Воротеляк1–3, Мария 
Анатольевна Александрова1, 3
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РАН, Москва, Россия;

2 � ФГБОУ ВО «Российский национальный 
исследовательский медицинский университет 
им. Н.И. Пирогова» Министерства здравоохранения 
Российской Федерации, Москва, Россия;

3 � ФГБОУ ВО Московский государственный 
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Травмы периферических нервов широко распро-
странены и  могут приводить к  длительной потере тру-
доспособности с  высокой частотой инвалидизации. 
Методы микрохирургии позволяют восстановить нерв 
при повреждениях небольшой протяженности. При зна-
чительных повреждениях применяется трансплантация 
аутологических нервов, требующая хирургического вме-
шательства, часто приводящего к потере чувствительно-
сти тканей, а также к осложнениям из-за образования руб-
ца и дегенерации пересаженного нерва. В связи с этим, 
необходим поиск альтернативных подходов, в частности, 
таких как клеточная терапия в сочетании с биоинженер-
ными конструкциями для соединения поврежденного не-
рва (кондуитов). В данной работе, для соединения пере-
резанного периферического нерва, разработали кондуит 
из желатинового гидрогеля, в который помещали клетки 
коры и спинного мозга эмбрионов мышей.

В  экспериментах использовали мышей C57Bl/6 
и  трансгенных мышей C57BL/6-Tg  (ACTB-EGFP) 
1Osb/J  (JacksonLaboratories, BarHarbor, Maine, USA). 

В  кондуиты из  желатинового гидрогеля, соединяющие 
перерезанный нерв, инъецировали фрагменты коры или 
спинного мозга от эмбрионов Э19.5 и Э14.5 EGFP мы-
шей. Через 2, 5  и  8  недель после операции оценивали 
восстановление двигательной функции с  помощью ин-
тегрального показателя функции седалищного нерва 
(Sciatic function index, SFI), затем проводили гистологиче-
ское и иммуногистохимическое (ИГХ) исследование.

Через 8  недель после операции гистологическое 
исследование выявило, что выжили только клетки 
коры, но не клетки спинного мозга. ИГХ исследование 
показало, что некоторые клетки были положительны 
к нейрональным маркерам NF и NeuN, остальные диф-
ференцировались в  глиальном направлении и  были 
положительны к GFAP и S100β. Анализ функциональ-
ного восстановления не  показал значимых различий 
на сроках 2 и 5 недель после операции, однако через 
8  недель была зафиксирована достоверная разница 
между группой с кортикальным трансплантатом и кон-
трольной группой.

Таким образом, желатиновый гидрогелевый кондуит, 
заполненный клетками фетального неокортекса, кото-
рые успешно выживают и дифференцируются, является 
адекватной биоинженерной конструкцией для регенера-
ции и функционального восстановления поврежденного 
периферического нерва.

Работа выполнена в  рамках госзадания ИБР РАН 
и  программы Президиума РАН «Инновационные раз-
работки в  биомедицине», проект «Разработка новой 
биомедицинской технологии лечения травмы перифе-
рических нервов».

Создание ксенографтной модели 
нейробластомы человека 
на иммунокомпетентных мышах
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Светлана Сергеевна Архипова, Светлана 
Анатольевна Софронова, Айсылу Илдаровна 
Муллагулова, Михаил Олегович Мавликеев, 
Валерия Владимировна Соловьева, 
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Микроокружение опухоли представляет собой дина-
мическую среду, состоящую из различных типов клеток, 
в  том числе и  мезенхимных стволовых клеток (МСК). 
Животные модели ксенографтов опухолей имеют важ-
ное значение при исследований процессов онкогенеза 
в  условиях in  vivo. Однако использование иммунодефи-
цитных мышей ограничены в  своей информативности 
из-за отсутствия иммунной системы у животных. Важное 
значение для роста и формирования опухоли оказывают 
клетки иммунной системы и МСК. Целью нашей работы 
являлось создание ксенографтной модели опухоли в теле 
иммунокомпетентной мыши путем подкожного введения 
генетически модифицированных клеток нейробластомы 
человека, экспресирующих биолюминесцентный белок 
люциферазы светлячка (SH-SY5Y-ffLuc). Полученные 
опухолевые модели будут использоваться для дальней-
ших исследований процессов онкогенеза и определения 
влияния МСК на опухолевый рост.

Генетическую модификацию SH-SY5Y проводи-
ли с  помощью рекомбинантного лентивируса LV-ffLuc. 
Для получения стабильной линии SH-SY5Y-ffLuc клетки 
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культивировали в  присутствии селективного антибио-
тика пуромицина (Sigma-Aldrich, США) в  концентрации 
1  мкг/мл, концентрация антибиотика определяли зара-
нее с  помощью MTS-теста в  различных концентрациях. 
Анализ биолюминесценции in  vitro оценивали добавле-
нием к  клеткам субстрата ONE-Glo™ Luciferase Assay 
System. Было отмечено, что SH-SY5Y-ffLuc сохраняли 
биолюминесцентные свойства в течение длительного пе-
риода времени. Ксенографтную модель получали путем 
подкожной инъекции SH-SY5Y-ffLuc (3×106) в  300  мкл 
суспензии Matrigel Matrix (1:1) 6-недельным самцам 
мышей C57BL/6. Для in  vivo визуализации через сут-
ки и  30  дней после введения SH-SY5Y-ffLuc, животным 
вводили внутрибрюшинно D-люциферин, растворен-
ный в  фосфатно-солевом буфере, в  дозе 150  мг/кг. 
Изображения получали спустя 3 мин после введения суб-
страта серийно, каждые 10 мин., в течение 30 мин., в ходе 
которой была отмечена стабильная биолюминесценция.

Таким образом, подкожная ксенотрансплантация опу-
холевых клеток нейробластомы человека иммунокомпе-
тентной мыши является удачной. Полученные нами дан-
ные могут способствовать дальнейшим исследованиями 
в  отношении разработки ксенографтной модели и  ис-
пользоваться для разработки системы скрининга при те-
стировании новых противоопухолевых средств.

Работа финансировалась грантом РФФИ 
№ 18-34-00738.

Разработка технологии создания 
биомедицинского клеточного 
продукта для лечения обморожений, 
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Андрей Александрович Темнов, Станислав 
Анатольевич Бирюков, Глеб Игоревич Фильков, 
Ангелина Владимировна Потапова, Александр 
Валерьевич Лисин, Елена Владимировна 
Горина, Валерий Владимирович Бояринцев, 
Александр Викторович Трофименко

Московский физико-технический институт 
(национальный исследовательский университет), 
Москва, Россия

aa-temnov@yandex.ru

Обморожения являются одними из наиболее часто 
встречающихся типов травм в  условиях холодного 
климата. Важнейшим повреждающим фактором при 
криотравме является синдром ишемии-реперфузии. 
Ишемически-реперфузионное повреждение (ИРП) яв-
ляется патологическим процессом, когда поврежде-
ние клеток обмороженного органа усиливается после 
восстановления кровотока к нему. Одной из наиболее 
привлекательных потенциальных стратегий лече-
ния ИРП является использование мезенхимальных 
стволовых клеток (МСК). Поскольку МСК широко ис-
пользуются для лечения патологий, связанных с син-
дромом ишемии-реперфузии, то, согласно нашей 
гипотезе, они могут помочь и при лечении обмороже-
ний, т. к. основную повреждающую роль при криотрав-
ме играет именно этот синдром.

В  данной работе мы  разработали протокол получе-
ния аллогенных МСК из красного костного мозга мыши 
и крысы, а также оценили их фенотип и подобрали опти-
мальные условия культивирования в условиях гипоксии. 
Как для мышиных, так и для крысиных популяций МСК, 
было показано методом проточной цитометрии, что бо-
лее 95% МСК экспрессируют CD105 и CD73. При этом 

популяция практически не  содержит CD45  и  CD34-
позитивных клеток (<1%).

На  следующем этапе мы  оценили влияние условий 
культивирования МСК при гипоксии (5% кислорода 
в атмосфере) и нормоксии (при 20% кислорода) на ско-
рость их  пролиферации. Для этого мы  сравнили полу-
ченные с  помощью цитометрии профили содержания 
ДНК в  МСК, культивируемых в  стандартных условиях, 
и  после их  помещения в  атмосферу с  пониженным со-
держанием кислорода. Было обнаружено, что при пере-
ходе из нормоксии в гипоксию происходило небольшое, 
но  достоверное увеличение числа клеток, находящихся 
в S и G2/M стадиях клеточного цикла, т. е. находящихся 
в процессе удвоения. Это говорит о том, что атмосфера 
с  пониженным содержанием кислорода является опти-
мальной для роста МСК. Этот вывод подтвердился ре-
зультатами эксперимента с колониеобразованием.

Таким образом, разработанные протоколы позволи-
ли получить чистые популяции МСК из  костного мозга 
мыши и крысы и поддерживать повышенную пролифера-
тивную активность на протяжении нескольких пассажей, 
что является необходимым условием биомедицинско-
го применения МСК для лечения различных патологий, 
включая ИРП при холодовой травме.

Работа выполнена при поддержке гранта в  фор-
ме субсидии по  соглашению от  28  ноября 2018  года 
№ 14.575.21.0179 (уникальный идентификатор 
проекта RFMEFI57518X0179), заключенное меж-
ду Министерством науки и  высшего образования 
РФ и Московским физико-техническим институтом.

Исследование структуры, 
механических и биологических 
свойств нановолокнистых 
материалов на основе коллагена
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Создание трехмерных структур, наделенных биоподоб-
ными свойствами, представляет значительный интерес 
для регенеративной медицины. Поведение клетки в орга-
низме определяется химическими и  морфологическими 
особенностями окружающей ее трехмерной сетки внекле-
точного матрикса (ВКМ). Одним из типов ВКМ являются 
базальные мембраны (БМ). БМ  обладают нановолокни-
стой структурой с размером пор от 33 до 131 нм и диаме-
тром волокон от 24 до 80 нм. Наиболее перспективным 
методом создания биомиметической структуры, подобной 
БМ, является электроформование. Методом электрофор-
мования из  растворов коллагена в  гексафторизопропа-
ноле и  уксусной кислоты при добавлении волокнообра-
зующей добавки ПЭО (полиэтиленоксид) с  различной 
молекулярной массой 1000–5000  кДа (концентрацией 
0,4–1,7%). получены нетканые материалы с  диаметром 
волокон от 100 нм до 3 мкм. Исследования методом кру-
гового дихроизма и  дифференциальной сканирующей 
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калориметрии свидетельствуют о  преимущественном 
сохранении тройной спирали коллагена в изготовленных 
материалах. Для сохранения волокнистой структуры кол-
лагена в водных средах проведена его сшивка генипином 
в среде изопропиловый спирт: фосфатный буфер в отно-
шении 75:25 при концентрации генипина 1, 0,1 и 0,01%. 
Проведено сравнение механического поведения сшитых 
коллагеновых материалов в физиологическом диапазоне 
нагрузок с некоторыми типами нативных тканей. Сшитые 
волокнистые материалы не  обладают цитотоксично-
стью, способствуют адгезии и  пролиферации клеток. 
Фибробласты активно распространяются по поверхности 
всех протестированных материалов. Полученные резуль-
таты показали, что заселение клетками материалов на ос-
нове коллагена происходит интенсивнее, чем материалов, 
полученных из  денатурированного коллагена (желатина) 
и коллаген-желатиновой смеси.

Работа выполнена благодаря финансовой под-
держке Российского фонда фундаментальных иссле-
дований и  Правительства города Москвы, грант РФФИ 
19-33-70071 мол_а_мос.

Исследование остеоиндуктивного 
эффекта сочетания рост-факторов 
BMP-2, PDGF и VEGF в материале 
на основе деминерализованного 
костного матрикса
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В  процессе репарации костной травмы ключевое 
влияние оказывают проинфламаторные, ангиогенные 
и  остеогенные ростовые факторы, обеспечивающие ат-
тракцию, адгезию, пролиферацию, а также дифференци-
ровку клеток-предшественников в остеобластный фено-
тип. Актуальной проблемой регенеративной медицины 
является изучение координированной работы этих рост-
факторов в месте повреждения костной ткани, т. к. любое 
нарушение баланса молекулярного сигналинга может 
привести к  множественным осложнениям, несращению 
перелома и последующей инвалидизации пациентов.

Целью работы являлось in vitro и in vivo исследование 
остеоиндуктивного действия комбинации рекомбинант-
ных цитокинов BMP-2 (1  мкг/мл), PDGF (100  нг/мл) 
и VEGF (100 нг/мл). В качестве остеокондуктора исполь-
зовался авторский материал на  основе деминерализо-
ванного костного матрикса (ДКМ). Комплексный гисто-
логический, спектроскопический анализ и биоимиджинг 
образцов (Nikon Eclipse Ti-E, ПО NIS-Elements; TCS SP5, 
Leica MS) выполняли через 45 сут. подкожной импланта-
ции крысам стока Wistar. Все манипуляции с животны-
ми осуществлялись в соответствии с требованиями ISO 
10993 и одобрены этическим комитетом ИТЭБ РАН.

Было обнаружено, что несмотря на  дозозависимое 
увеличение активности щелочной фосфатазы in  vitro, 

использование VEGF как в монорежиме, так и в сочета-
нии с BMP-2 и (или) PDGF in vivo на ранних сроках регене-
рации крайне нежелательно, т. к. вызывает воспаление, 
стремительную резорбцию остеокондуктора и  подавле-
ние неоколлагенеза. BMP-2  и  PDGF по  отдельности де-
монстрировали положительные результаты по  таким 
параметрам, как синтез и  структуризация коллагена 
de novo, неоваскуляризация и физиологическая минера-
лизация ДКМ, однако использование комбинации цито-
кинов BMP-2 и PDGF в модели подкожной имплантации 
обеспечивало наиболее выраженный остеоиндуктивный 
эффект, выражающийся в  интенсивной репопуляции, 
активном образовании неоколлагеновых трабекуло-по-
добных структур и их физиологической остеогенной ми-
нерализации не  только ДКМ, но  и  новообразованного 
матрикса. В докладе подробнее обсуждаются использо-
ванные подходы и результаты.

Таким образом, можно заключить, что комбинация 
BMP-2  с  PDGF в  материалах на  основе ДКМ является 
наиболее эффективной и  может быть рекомендована 
для дальнейшего изучения в  области реконструктив-
ной хирургии костной ткани в  модели ортотопической 
имплантации.

Работа выполнена с  использованием приборной 
базы ЦКП ИТЭБ РАН и  поддержана Фондом содей-
ствия инновациям и  Советом по  грантам Президента 
РФ(СП-1275.2019.4).
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Одним из перспективных экспериментальных подхо-
дов в клеточной терапии трансплантационных реакций, 
таких как реакция отторжения и реакция трансплантат 
против хозяина, считается применение толерогенных 
дендритных клеток (ДК) и  получаемых с  их  помощью 
Treg и Tr1 клеток.

В  данной работе для получения FoxP3+ Treg кле-
ток и  IL-10+ Tr1  с  целью разработки эксперименталь-
ного подхода для угнетения трансплантационных 
реакций использовали ДК, трансфицированные ДНК-
конструкцией, кодирующей IL-10

Толерогенные ДК получали из костного мозга мышей 
C57Bl/6 в присутствии GM-CSF и IL-4 в течение 3 дней. 
Для стабилизации толерогенных свойств и  усиления 
толерогенной функции ДК  трансфицировали методом 
электропорации плазмидной ДНК-конструкцией, кодиру-
ющей IL-10. Полученные дендритные клетки проверяли 
на способность к индукции FoxP3+ Treg и IL-10+ Tr1 клеток 
при сокультивировании с аутологичными спленоцитами.

Дендритные клетки, полученные из  костного моз-
га мышей C57Bl/6  в  присутствии GM-CSF и  IL-4  по  3х 
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дневному протоколу, согласно экспрессии H2-b, 
CD80 и CD86, обладали незрелым фенотипом.

Далее ДК трансфицировали методом электропорации 
ДНК-конструкцией, кодирующей IL-10. Эффективность 
электропорации была проверена методом ИФА, с помо-
щью которого было показано, что при увеличении коли-
чества плазмидной ДНК, используемой для трансфекции 
увеличивалось и  количество IL-10  в  кондиционных сре-
дах от  трансфицированных ДК. Таким образом, транс-
фекция ДК методом элеткропорации протекала успешно.

ДК, подвергнутые электропорации, согласно экспрес-
сии CD80, CD86, CD83 и СD40 обладали более зрелым 
фенотипом по  сравнению с  неэлектропорированными 
клетками. При этом электропорация ДК именно IL-10 не-
сколько снижала эффект созревания по  сравнению 
с электропорацией контрольной плазмидой.

ДК, трансфицированные ДНК-конструкцией, кодиру-
ющей IL-10, были способны увеличивать относительное 
количество FoxP3+ Treg и  IL-10+ Tr1  клеток в  культурах 
аутологичных спленоцитов, по  сравнению со  спленоци-
тами, нестимулированными ДК и по сравнению со спле-
ноцитами, стимулированными ДК, трансфицированными 
контрольной плазмидой, что говорило о их способности 
выполнять толерогенную функцию.

Таким образом, ДК, трансфицированные ДНК-
конструкцией, кодирующей IL-10, приводят к  индукции 
Treg и Tr1 клеток и могут быть рекомендованы для даль-
нейших in vivo экспериментов с целью разработки подхо-
дов угнетения трансплантационных реакций.

Исследование выполнено за счет гранта Российского 
научного фонда (проект № 16-15-00086).
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регенерации in vivo
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Работа посвящена актуальной проблеме биологии 
развития — управлению процессами регенерации хими-
ческими и физическими факторами на примере регене-
рации плоских червей — планарий, опирающаяся на циф-
ровые технологии работы с живыми объектами.

Планарии являются классическим объектом для из-
учения процесса посттравматической регенерации, они 
способны восстанавливать любую часть тела, включая 
головной ганглий. Биотестирование проводится на мо-
дели регенерации головной части тела после декапи-
тации методом прижизненной цифров ой морфометрии 
(ПЦМ) с  использованием программы Plana 5.0  через 
72, 96 и  120  часов после перерезки на  одной и  той 
же группе планарий.

Метод ПЦМ базируется на  регистрации фотокон-
траста между старыми (пигментированными) и новыми 
(непокрытыми пигментом) частями тела регенериру-
ющих планарий. Для получения изображений плана-
рий применяется бинокулярный цифровой микроскоп 
Stemi 2000C (Zeiss). Определяется площадь проекции 

тела регенеранта и  его бластемы в  программе Plana 
5.0  путем полуавтоматического оконтуривания всего 
периметра ее тела.

Была изучена роль различных нейропептидов в про-
цессе регенерации в диапазоне 10–7–10–15 М. Сравнение 
действия нейропептидов на  регенерацию планарий вы-
явило: стимуляцию, торможение, а также отсутствие эф-
фекта. Стимуляторами регенерации планарий являются 
даларгин, аргинил-вазопрессин, пептидный морфоген 
гидры и соматостатин. Ингибитор регенерации — люли-
берин действовал в концентрациях до 10–15 М. Пептид — 
стимулятор роста растений также стимулировал регене-
рацию планарий в концентрациях до 10–12 М. Тем самым, 
был показан универсальный характер пептидной регуля-
ции регенерации животных и растений.

Физические факторы  — регуляторы регенерации. 
В  наших исследованиях была выявлена чувствитель-
ность процесса регенерации к действию миллиметрово-
го излучения, а также слабых и сверхслабых электромаг-
нитных полей в диапазоне от 50 мкТ до 100 наноТ. Было 
показано, что слабые комбинированные магнитные поля 
(КМП), настроенные на резонанс к ионам Са и К, способ-
ны регулировать регенерацию планарий.

Совместное действие химических и физических фак-
торов. Было показано, аддитивное действие химических 
и физических факторов на регенерацию. Эффекты серо-
тонина, мелатонина и ретиноевой кислоты на процесс ре-
генерации, могут быть усилены или ослаблены действи-
ем разнонаправленных слабых КМП.

Разработанный метод динамической цифровой мор-
фометрии позволяет объективно оценить влияние физи-
ческих и химических факторов на процесс регенерации 
у планарий

Применение 3D биодеградируемого 
скаффолда на основе 
высокомолекулярной гиалуроновой 
кислоты при реконструктивной 
терапии тяжелой ЧМТ

Ольга Павловна Тихобразова1, Мария Сергеевна 
Муравева1, Евгений Александрович Клюев1, Ольга 
Сергеевна Баскина1, Ирина Васильевна Мухина1, 2

1 � Приволжский исследовательский медицинский 
университет, Нижний Новгород, Россия;
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Проблема лечения последствий тяжелой черепно-
мозговой травмы, инсульта и  ряда других нейродеге-
неративных процессов является наиболее сложной 
и  социально значимой проблемой современной ме-
дицины, как в  России, так и  во  всем мире. Отсутствие 
на  сегодняшний день существенных успехов в  эффек-
тивности медикаментозной терапии, ограниченный ре-
генеративный потенциал головного мозга в отношении 
восстановления нервных клеток вызывают необходи-
мость разработки новых методов лечения ЧМТ. Одним 
из  наиболее перспективных методов терапии ЧМТ яв-
ляется трансплантация нейральных клеток на  основе 
3D носителей из  синтетических биодеградируемых 
материалов, а также разработка адекватных носителей 
для трансплантируемых клеток, которые бы  создавали 
определенное микроокружение при длительном процес-
се восстановления нейронных сетей и  поддерживали 
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дефект до  восстановления структуры ткани. В  настоя-
щее время считается, что такими носителями являют-
ся пористые гидрогели, позволяющие клеткам и  пита-
тельным веществам проникать в матрикс, а продуктам 
жизнедеятельности выводиться в  объем организма. 
Однако клинические и  экспериментальные эффекты 
трансплантации таких носителей, создающих подходя-
щую для регенерации тканей и  нейротрансплантации 
среду, изучены недостаточно. В представленной работе 
на модели открытой тяжелой ЧМТ мозга мышей линии 
С57BL/6 изучена способность 3D биодеградируемого 
скаффолда к восстановлению функций головного моз-
га. В качестве скаффолда использовали многофункци-
ональные гидрогелевые матриксы на основе высокомо-
лекулярной гиалуроновой кислоты, выполняющие роль 
носителя трансплантируемых клеток и  замещающего 
матрикс нервной ткани при проведении реконструк-
тивной терапии. Трансплантация скаффолда в  очаг 
повреждения через 7 суток после ЧМТ оказывала про-
текторное действия, уменьшая нарушения неврологиче-
ских и  двигательных функций животных. Наблюдалось 
оптимизирующее действие на  способность животных 
к  восстановлению функций гиппокамп зависимой кра-
тковременной памяти, а  также способствовало актуа-
лизации следов долговременной памяти в  отдаленном 
посттравматическом периоде. Анализ гистологиче-
ских исследований и  высокопольной МРТ показал до-
стоверное уменьшение объема очага повреждения. 
Поддержание объема мозга в  посттравматическом 
периоде за счет трансплантации скаффолда в течение 
первого месяца, предупреждало нарушение работы ней-
ронных сетей мозга, что обуславливает лучшее восста-
новление когнитивных и  рефлекторных функций ЦНС 
в отдаленном посттравматическом периоде.

Упругие гидрогелевые биоматериалы 
со сложной архитектурой для 
регенерации костной ткани
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Эрикович Дубров3, Наталья Владимировна 
Данилова3, Павел Георгиевич Мальков3
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В  работе рассмотрены аспекты создания материа-
лов для костной имплантации на основе деградируемых 
гидрогелей и фосфатов кальция с помощью 3D-печати. 
Подобная формулировка состава разрабатываемых био-
материалов обусловлена нативной костной тканью, кото-
рая содержит как органическую компоненту (коллаген), 
обеспечивающую упругость костей, так и  неорганиче-
скую составляющую (фосфаты кальция, преимуществен-
но представленные гидроксиапатитом ГАП), предающую 
костям необходимые прочностые характеристики.

В  качестве аналога коллагена нами предложены 
гидрогели на  основе акрилатных производных поли-
этиленгликоля (ПЭГ), которые обладают свойствами 

биосовместимости, биорезорбируемости, упругости 
и способности к набуханию в различных средах. Они мо-
гут быть получены в  результате реакций радикальной 
фотополимеризации, лежащей в основе стереолитогра-
фической 3D-печати. Метод 3D-печати в настоящее вре-
мя практически безальтернативно позволяет решить во-
просы персонализированного подхода во время лечения 
и создания остеокондуктивных материалов сложной по-
ристой архитектуры с оптимальным соотношением про-
ницаемости и прочности/упругости.

Для замены биорезистивного ГАП были предложе-
ны высокорезорбируемые слоистые фосфаты кальция 
(брушит и  октакальциевый фосфат), которые способны 
армировать гидрогелевые каркасы за счет пластинчатой 
морфологии частиц, а также доставлять физиологически 
активные белки в зону дефекта.

Полученные в ходе работы биокомпозиты гидрогель/
фосфат кальция были охарактеризованы рядом физи-
ко-химических, механических и  медико-биологических 
исследований, и  могут быть рекомендованы для даль-
нейших клинических испытаний по замещению сложных 
костных дефектов человека.

Работа выполнена при поддержке РНФ 17-79-
20427 с использованием оборудования, приобретенного 
за счет Программы развития Московского университета.
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со сложной архитектурой для 
регенерации костной ткани

Снежана Алексеевна Тихонова1, Павел 
Владимирович Евдокимов1, 2, Екатерина 
Сергеевна Новоселецкая3, Анастасия Юрьевна 
Ефименко3, Валерий Иванович Путляев1, 2

1 � Факультет наук о материалах, МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия;

2 � Химический факультет, МГУ им. М.В. Ломоносова, 
Москва, Россия;

3 � Факультет фундаментальной медицины, МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

kurbatova.snezhana@yandex.ru

На  данный момент наиболее перспективным на-
правлением в  костной имплантации является реге-
неративный подход. В  рамках данного подхода пред-
полагается создание так называемых конструкций 
тканевой инженерии, которые обеспечивают и поддер-
живают рост и регенерацию естественной костной тка-
ни самим организмом в процессе заживления дефекта. 
Наиболее перспективны в  данном направлении био-
резорбируемые керамические материалы на  основе 
фосфатов кальция (например, на  основе трикальций-
фосфата ТКФ Са3(РО4)2). В  то  же  время современная 
концепция биоимплантата подразумевает под собой 
не  только биосовместимость и  биорезорбируемость 
материала, но  и  наличие у  него остеокондуктивных 
свойств. Остеокондуктивность — это способность мате-
риала создавать условия для прорастания новообразу-
ющейся костной ткани, кровеносных сосудов и нервных 
волокон в объём имплантата, обеспечивать протекание 
необходимых биологических жидкостей а  также при-
крепление и дифференцировку клеток.

Понятие остеокондуктивности определяется прони-
цаемостью, которая необходима для прорастания на-
тивной кости и проникновения биологических жидкостей 
в  объем имплантата; площадью поверхности  — влияет 
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на скорость резорбции и остеогенеза; и шероховатостью 
поверхности, которая необходима для обеспечения адге-
зии и пролиферации костеобразующих клеток.

В данной работе рассматривается следующий под-
ход к повышению остеокондуктивных свойств матери-
ала: создание конструкций (скаффолдов) определен-
ной архитектуры с мультимодальным распределением 
пор, как минимум трёх уровней: 1) первая мода — си-
стема пор с каналами диаметром более 500 мкм (доля 
не менее 70% объёма); 2) вторая мода — система пор 
в  каркасе образца с  диаметром от  50  до  200  мкм 
(доля не  менее 15% объёма); 3) третья мода  — поры 
с диметром менее 10 мкм (доля не менее 2% объёма). 
Таким образом готовое изделие должно обладать по-
ристостью не менее 87%, что позволяет назвать такой 
материал ультрапористым. Первая мода пор задаётся 
путём стереолитографической 3D-печати; вторая  — 
методом удаляемых добавок; третья образуется в  ре-
зультате неполного спекания керамического каркаса 
материала.

Ультрапористые керамические материалы на  ос-
нове трикальцийфосфата, полученные в  рамках дан-
ной работы, биосовместимы, демонстрируют высокую 
остеокондуктивность, достаточную прочность и  способ-
ность к  резорбции и  могут применяться в  качестве ос-
новы для конструкций тканевой инженерии в  костной 
имплантации.

Работа выполнена при поддержке гранта № 18-79-
00256 Российского Научного Фонда.
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Историческое развитие биоматериалов для костной 
имплантации протекало через переход от  биоинертных 
материалов, целью которых было лишь замещение по-
врежденного участка кости, к  биоактивным керамиче-
ским материалам на основе фосфатов кальция, которые 
постепенно деградируют во  внутренней среде организ-
ма, замещаясь новообразующейся костной тканью.

Сейчас большинство исследований ведутся по  раз-
работке так называемых конструкций тканевой инже-
нерии  — материалов определенного состава и  со  спе-
циальной архитектурой, способных стимулировать 
биологический отклик со  стороны организма, регене-
рацию кости, прорастание кровеносных сосудов и нерв-
ных волокон в  имплантат. Помимо этого начинают по-
являться публикации, демонстрирующие возможность 

создания материалов, управляемых внешним полевым 
воздействием, «умных» материалов. В них под каким-ли-
бо внешним воздействием происходит специфический 
отклик, что позволяет стимулировать остеогенез и реге-
нерацию костной ткани.

С  точки зрения лучшей «совместимости» с  организ-
мом человека наиболее интересно воздействие внеш-
него магнитного поля. Применение материалов с  маг-
нитоэлектрическими свойствами (мультиферроиков) 
позволяет за  счет внешнего магнитного воздействия 
индуцировать возникновение в области дефекта локаль-
ного электрического поля, которое и  ускоряет процесс 
остеообразования.

Целью работы является разработка композитных 
имплантатов, активируемых внешним магнитным полем. 
Помимо основного требования биосовместимости в ма-
териале должны быть учтены следующие положения.

Матрикс материала должен обеспечивать его дегра-
дацию в организме; он может быть либо керамическим 
(наиболее перспективными считаются резорбируемые 
фосфаты кальция, такие как, например, трикальцийфос-
фат Са3(РО4)2), либо полимерным (гидрофильные поли-
меры (гидрогели)).

В  качестве магнитоактивного компонента, исходя 
из  требований максимальной эффективности и  мини-
мальной цитотоксичности, предложено использовать 
соединение-мультиферроик феррит висмута BiFeO3, 
а  также композитные мультиферроики, представляю-
щие собой магнитоэластик (феррит кобальта CoFe2O4) 
и  пьезоэлектрик (титанат бария BaTiO3, натрий-калие-
вый ниобат Na05K0.5NbO3),приведенные в  плотный ме-
ханический контакт.

Материалы, полученные в рамках данной работы, об-
ладают улучшенными остеоиндуктивными свойствами 
и могут рассматриваться как материалы нового (пятого) 
поколения биоматериалов для костной имплантации.

Работа выполнена при поддержке гранта № 19-19-
00587 Российского Научного Фонда.
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Плюрипотентные стволовые клетки, которым бу-
дет посвящен доклад, выдвинулись на  передний край 
клеточной биологии и, возможно, всей биомедицины 
в  связи с  широчайшими возможностями применения 
этих клеток для моделирования заболеваний и  тка-
незаместительной терапии у  человека. Уникальной 
особенностью этих клеток является способность 
к  cамоподдержанию и  дифференцировки во  все кле-
точные типы тканей взрослоиго организма (за  исклю-
чением двух внезародышевых клеточных типов — тро-
фэктодермы и первичной эндодермы). В докладе будет 
освещена история развития данного направления био-
логии, приведены результаты современных достиже-
ний в области плюрипотентных стволовых клеток. В до-
кладе будет также затронута важная тема, касающаяся 
приложения фундаментальных знаний о  плюрипотент-
ных стволовых клетках в практической медицине.

Проекты, представленные в  докладе, были поддер-
жаны грантами РНФ № 17-14-01407, РФФИ № 17-00-
00324  и  18-04-01199, Программой Президиума РАН 
ФИМТ.
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Электроспиннинг и структурная 
стабилизация коллагеновых 
матриксов для тканеинженерных 
конструкций

Екатерина Максимовна Трифанова1, Роман 
Александрович Акасов2, Алла Николаевна 
Генералова2, Александра Олеговна Мариянац1, 
Александр Георгиевич Савельев1, Анаставия 
Владимировна Сочилина1, 2, Евгений Валерьевич 
Хайдуков1, Владимир Карпович Попов1

1 � ИФТ ФНИЦ «Кристаллография и фотоника» РАН, 
Москва, Россия;

2 � Институт биоорганической химии 
им. М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, 
Москва, Россия

katikin@mail.ru

Тканеинженерные конструкции на  основе коллагена 
активно используются сегодня в биомедицинских иссле-
дованиях. Однако, эффективность их  применения огра-
ничена недостаточно высокими физико-механическими 
характеристиками и  структурной стабильностью в  куль-
туральных средах и  живом организме. Для улучшения 
физико-химических свойств коллагеновых матриксов 
могут применяться различные сшивающие агенты, та-
кие как генипин, глутаровый альдегид и другие. При этом, 
генипин являясь природным сшивающим агентом, об-
ладает заметно более низкой (по  сравнению с  другими 
соединениями) токсичностью, что и  делает его весьма 
перспективным для решения этой проблемы.

Цель работы: формирование высокопористых колла-
геновых пленочных матриксов методом электроспиннинга, 
их стабилизация с использованием генипина и тестирова-
ние в  культуре фибробластов in  vitro. Для этого коллаген 
смешивался с  гексафторизопропанолом и  генипином. 
Готовые матриксы выдерживали в 0,03 М генипина в эта-
ноле в течение 3, 6 и 14 суток при 37оС, после чего их про-
мывали в фосфатно-соляном буферном растворе в течение 
суток. Анализ матриксов методом сканирующей электрон-
ной микроскопии показало, что все исследованные образ-
цы сохранили свою волокнистую микроструктуру. По  дан-
ным механических испытаний на растяжение добавление 
генипина в  исходную композицию позволило увеличить 
механическую прочность образцов более, чем на порядок.

Для in vitro исследований матриксы помещали в лунки 
24-луночного планшета, покрытые агарозой. Суспензию 
человеческих фибробластов Bj-5ta добавляли к  матрик-
сам, после чего их инкубировали в течение 14 дней. Рост 
клеток наблюдали с помощью световой микроскопии, про-
лиферативного теста WST-1 и флуоресцентного окраши-
вания Кальцеином AM. Показано отсутствие цитотоксич-
ности всех образцов. Модификация исходной композиции 
с помощью генипина привела к умеренному повышению 
эффективности пролиферации клеток по  сравнению 
с контрольными образцами. Конфокальная микроскопия 
подтвердила выживаемость и  равномерное распределе-
ние клеток по поверхности матриксов.

Таким образом, нами разработан процесс синтеза 
коллагеновых пленочных матриксов методом электро-
спиннинга с  последующей структурной стабилизацией 
генипином. Изучены механические свойства матриксов, 
их цитотоксичность и цитосовместимость с целью даль-
нейшего использования в тканевой инженерии.

Работа выполнена при поддержке Министерства на-
уки и высшего образования в рамках выполнения работ 
по Государственному заданию ФНИЦ «Кристаллография 
и фотоника» РАН.

Дезорганизация ритмики процессов 
регенерации

Ирина Евгеньевна Трубицына, Заира 
Магомедовна Абдулатипова, Юлия Михайловна 
Орлова, Галина Григорьевна Варванина

ГБУЗ Московский клинический научный центр 
им. А.С. Логинова ДЗМ, Москва, Россия

ie.trubitsyna@gmail.com

Введение. Клетки и  межклеточная жидкость это 
информационно-коммуникационная система (ИКС), 
образованная сетью связанных между собой микро- 
и  макромолекул. Она принимает участие в  формиро-
вании высокоспециализированных структур, специ-
ализация и  молекулярный состав которых зависит 
от  комбинации биологически активных соединений 
(БАС). Комплекс клетки и межклеточный матрикс суще-
ствует самостоятельно, являясь саморегулируемой, са-
мовосстанавливающейся физиологической системой. 
Она инициирует процессы пролиферации и дифферен-
циации в месте повреждения. Поэтому изучение соста-
ва и  комбинации БАС, позволит раскрыть механизмы 
процессов пато- и саногенеза.

Цель. Установить динамику изменений концентрации 
БАС в процессе регенерации поврежденной ткани.

Материал и  методы. Использовали 55  белых крыс 
линии Wistar. У крыс повреждающим химическим мето-
дом воспроизводили язву желудка (ЯЖ), толстой кишки 
(ЯТК) и  панкреатита (П). В  экстрактах слизистой обо-
лочки и  сыворотке крови определяли концентрацию ги-
стамина, серотонина, ацетилхолина, IL-1, IL-4, T NF, IFN. 
Проводили морфологические исследования.

Результаты и  обсуждение. Патогенетические ме-
ханизмы формирования зоны повреждения имеют свои 
законы и этапы, которые четко определены комбинаци-
ей БАС. Используя экспериментальные исследования, 
мы  смогли проследить соотношение и  концентрацию 
БАС в  динамике. С  1сек. Значительно, но  кратковре-
менно повышается содержание гистамина (на  420%). 
Далее серотонина на 370%, одновременно возрастает 
концентрация IL-1, IFN и  TNF. Морфологически: сосу-
дистые нарушения, снижение кровотока при венозной 
гиперемии, некроз. Далее незначительно снижается 
концентрация серотонина и  провоспалительных цито-
кинов, повышается концентрация ацетилхолина и  IL-4. 
Любое нарушение динамики этих изменений (времен-
ное или количественное) обеспечивает затягивание 
фазы альтерации и запаздывание фазы пролиферации. 
Происходит нарушение отклика ИКС на восстановление 
жизнедеятельности и функциональной активности кле-
ток и начало фазы регенерации.

Заключение. Таким образом, как процессы альтера-
ции так и  регенерации имеют «свою» комбинацию БАС 
в определенные временные периоды. В результате этого 
происходит дезорганизация процессов пато- и саногене-
за повреждений.
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Влияние блокады р38 МАРК 
на окислительное фосфорилирование 
в культуре фибробластов

Ирина Сергеевна Трухан1, Наталья Николаевна 
Дремина1, Михаил Геннадьевич Шурыгин1, 
Ирина Александровна Шурыгина1, 2

1 � ФГБНУ Иркутский научный центр хирургии 
и травматологии, Иркутск, Россия;

2 � Сибирский государственный медицинский 
университет, Томск, Россия

shurygina@rambler.ru

Как установлено нами в предыдущих исследованиях, 
локальная блокада активности р38 МАРК существенно 
влияет на  формирование соединительной ткани в  зоне 
травматического повреждения, снижает привлечение 
прогениторных клеток фибробластического ряда в  зону 
формирования послеоперационного рубца, повышает 
фиброкластическую активность.

Цель исследования: определить влияние инги-
битора р38  на  окислительное фосфорилирование 
в фибробластах.

Эксперимент проведен на первичной культуре фибро-
бластов, выделенной из  сальника крысы линии Wistar. 
К клеткам 3 пассажа добавляли ингибитор р38 SB 203580 
(Tocris) в  различных концентрациях. Проводили прижиз-
ненное наблюдение за  морфологией клеточной культу-
ры в  течение суток при помощи BioStationCT Cell Culture 
Observation System Ver. 4.1  NIKON. Через сутки клет-
ки фиксировали и  проводили иммунофлюоресцентное 
окрашивание с  использованием первичных антител anti-
OxPhos Complex IV subunit I (Invitrogen).

Установлено, что ингибитор SB203580  резко повы-
шал окислительное фосфорилирование в фибробластах, 
причем наблюдаемый эффект являлся дозозависимым.

Адгезия и жизнеспособность 
фетальных фибробластов человека, 
культивируемых на 3D-печатном 
матриксе из поликапролактона

Виктор Васильевич Турчин1, Максим Витальевич 
Солопов1, Дмитрий Васильевич Жихарев4, Андрей 
Геннадиевич Попандопуло1, Валерий Викторович 
Бурховецкий2, Валентина Александровна 
Глазунова2, Эмиль Яковлевич Фисталь1, Михаил 
Сергеевич Кондрусь5, Андрей Леонидович Боряк3

1 � Институт неотложной и восстановительной 
хирургии им. В.К. Гусака, Донецк, Украина;

2 � ГУ «Донецкий физико-технический институт 
им. А.А. Галкина», Донецк, Украина;

3 � Республиканский травматологический центр, 
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Украина;
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Одним из  важных вопросов тканевой инженерии 
является применение искусственных материалов, в  ка-
честве тканевых матриксов, обладающих как соответ-
ствующими прочностными характеристиками, биосовме-
стимостью, так и биодеградируемостью. Среди подобных 
материалов поликапролактон (ПКЛ) является одним 
из наиболее перспективных. ПКЛ может быть использо-
ван при изготовлении тканевых матриксов различными 

методами, такими как электроспиннинг, 3D-печать и др. 
Данный материал активно применяется для протези-
рования костной ткани, изготовлении кожных и  сосуди-
стых тканевых эквивалентов. В  большинстве случаев, 
для успешного формирования тканевых эквивалентов 
важна адгезия клеточных компонентов с  матричным 
материалом. В  данной работе мы  оценивали способ-
ность адгезии фетальных фибробластов человека (ФФЧ) 
к ПКЛ-матриксу, полученному методом 3D-печати, а так-
же оценивали жизнеспособность адгезированных ФФЧ.

ПКЛ-матрикс был получен с  помощью 3D-печати 
методом послойной укладки полимера под разными 
углами в горизонтальной плоскости. Полученный много-
слойный блок размером 10×10×25 мм имел ячеистую 
структуру (толщина нити 150 мкм). На поверхность бло-
ка наносили 200  мкл клеточной суспензии в  концен-
трации 1 млн/мл в ростовой среде DMEM/F12 с 10% 
ФТС и  инкубировали в  течение 2  ч  в  СО2-инкубаторе 
при стандартных условиях. Затем блоки переносили 
в  ростовую среду для дальнейшего культивирования. 
Чтобы избежать миграции клеток, блоки располагали 
на вазелиновой подложке. В работе были использованы 
ФФЧ 5-го  пассажа. Жизнеспособность адгезирован-
ных ФФЧ оценивали методом с витальным красителем 
ресазурином в течение 4 дней. Срезы образцов для ми-
кроскопического исследования окрашивали по  методу 
Гимза. В качестве дополнительного метода визуализа-
ции адгезированных к матриксу клеток использовалась 
сканирующая электронная микроскопия.

Согласно полученным результатам, ФФЧ успешно ад-
гезировали к ПКЛ-матриксу. Уровень жизнеспособности 
линейно увеличивался, и на 4 день был более чем в 2 раза 
выше, по сравнению с первым днём культивирования.

В итоге исследования было подтверждено, что ПКЛ 
является перспективным материалом для использова-
ния в тканевой инженерии за счёт адгезивной поверх-
ности и  поддержания жизнеспособности клеточных 
культур человека.

Применение гематопоэтических 
стволовых клеток пуповинной крови

Ольга Владимировна Тюмина, 
Станислав Евгеньевич Волчков, 
Павел Анатольевич Овчинников

ГБУЗ СО «МЦ Династия», Самара, Россия

centr123@bk.ru

В  2003  г. в  Самаре впервые в  РФ  был зарегистри-
рован государственный банк пуповинной крови (ПК)  — 
ГБУЗ «Клинический центр клеточных технологий». 
Материалом исследования являются результаты практи-
ческого применения гематопоэтических стволовых кле-
ток ПК из Самарского банка с 2003–2019 гг.

Методы исследования: статистический, системного 
анализа, социологический.

Результаты. Самарский банк ПК  — единственный 
в  РФ, интегрированный в  Международный регистр до-
норов костного мозга и  банков ПК  BMDW (с  2012  г.). 
Самарский регистр — первый и единственный из РФ, по-
лучивший аккредитацию WMDA в 2016 г.

Из Самарского банка ПК за все время работы было 
передано для трансплантации 63 образца ПК для онко-
гематологических пациентов. Из них 31 — в российские 
трансплантационные центры (Москва, Санкт-Петербург, 
Екатеринбург) и 32 в зарубежные (ЮАР, Англия, Дания, 
Венгрия, Белоруссия, Норвегия, Австрия, Израиль, 
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Польша, Нидерланды, Австралия, Канада). Оценка ре-
зультатов трансплантации ПК проведена по полученным 
отчётам трансплантационных центров (25  пациентов). 
Подбор образцов ПК  осуществлялся по  результатам 
HLA-типирования по 3 локусам. Совместимость с реци-
пиентом 4 из 6 наблюдалась в 33,4% случаев, 5 из 6 — 
42,8%, 6 из 6 — 23,8%. Каждый образец ПК содержал 
не менее 150×107 ядросодержащих клеток, количество 
жизнеспособных CD34+-клеток не  менее 1,6×106, все 
образцы имели отрицательные результаты на  гемо-
трансмиссивные инфекции.

Наиболее частая патологией для трансплантации 
ГСК: острый лимфобластный лейкоз и  острый мие-
лобластный лейкоз. Реже встречающаяся патология: 
хронический миелобластный лейкоз, первичный имму-
нодефицит, ювенильный миеломоноцитарный лейкоз, 
миелодиспластический синдром, лимфома, первичный 
X-сцепленный лимфопролиферативный синдром, пер-
вичный семейный гемофагоцитарный лимфогистио-
цитоз, первичный иммунодефицит, синдром Вискотта-
Олдрича, синдром «голых» лимфоцитов. Возраст 
пациентов от  6  месяцев до  69  лет (средний возраст 
15+9 лет). Общая выживаемость после трансплантаций 
ПК  составила 72%, общая безрецидивная выживае-
мость — 56% (медиана наблюдения 365 дней).

Кроме того, из  Самарского банка ПК  за  последние 
5  лет увеличилась активация образцов ПК  для приме-
нения в других направлениях медицины: стоматологии — 
15 пациентов, хирургии (циррозы, атеросклероз сосудов 
НК) — 51, неврологии (ДЦП, аутизм) — 210 пациентов.

Выводы. Частота выдачи образцов ПК из Самарского 
банка ПК  для лечения онкогематологических паци-
ентов составила 0,75%, для целей регенеративной 
медицин — 2%.

Гетерологическая сенситизация α-1А-
адренорецепторов как механизм 
выбора дифференцировочной судьбы 
мезенхимных стромальных клеток

Петр Алексеевич Тюрин-Кузьмин, Анастасия 
Михайловна Иванова, Вадим Игоревич 
Чечехин, Александр Владимирович Балацкий, 
Вероника Юрьевна Сысоева, Полина 
Максимчик, Наталия Игоревна Калинина

МГУ им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

tyurinkuzmin.p@gmail.com

Ожирение и  метаболические болезни, ассоцииро-
ванные с  ним, приобрели в  последние десятилетия ха-
рактер пандемий. Увеличение объема жировой ткани 
может происходить за  счет гипертрофии адипоцитов, 
при которой увеличивается размер отдельных клеток 
из-за  накопления жировых капель. При этом форми-
руется нездоровый фенотип жировой ткани с высоким 
воспалительным фоном и слабой секреторной активно-
стью. Более здоровый механизм разрастания жировой 
ткани — гиперплазия — происходит за счет увеличения 
количества адипоцитов. При этом сценарии формирую-
щиеся адипоциты имеют здоровый фенотип и  активно 
секретируют гормоны жировой ткани адипокины. Новые 
адипоциты происходят в результате дифференцировки 
мезенхимных стволовых клеток (МСК). МСК в жировой 
ткани выполняют три ключевых группы функций. Во-
первых, дифференцировка в  адипоциты в  ходе гипер-
плазии. Во-вторых, формирование стромы для вновь 
образующихся клеток и  поддержание имеющегося 

матрикса. В  третьих, самообновление и  поддержание 
стволовости МСК. Баланс между этими процессами 
лежит в основе здорового функционирования жировой 
ткани и сохранения ее регенеративного потенциала.

Ранее мы обнаружили, что один из ключевых гормо-
нальных регуляторов МСК, норадреналин, запускает 
уникальный для клеток взрослого организма процесс ге-
терологической сенситизации. При действии на МСК но-
радреналина основные физиологические ответы опосре-
дуются β-адренорецепторами. Однако через 6 часов после 
первичного воздействия норадреналина в МСК экспрес-
сируется дополнительное количество функционально-
активных α1А-адренорецепторов, а  β-адренорецепторы 
подвергаются даун-регуляции. Это приводит к  тому, что 
на повторную обработку норадреналином МСК отвечают 
активацией α1А-адренорецепторов и  кальциевой сиг-
нализацией, а  не  через цАМФ-зависимый сигнальный 
каскад β-адренорецепторов. Такое переключение сигна-
лизации приводит, с одной стороны, к подавлению адипо-
генной дифференцировки МСК, с другой, к переходу кле-
ток на полностью анаэробный метаболизм и повышению 
синтетической функции клеток. Анаэробный гликолиз 
является одной из важнейших характеристик стволовых 
клеток, как здоровых, так и раковых, а синтетическая ак-
тивность МСК необходима для обновления и здорового 
разрастания жировой ткани.

Таким образом, мы  обнаружили в  МСК новый меха-
низм гетерологической сенситизации, который влияет 
на  метаболический статус клеток и  регулирует переход 
между дифференцировочным и  синтетическим феноти-
пами стволовой клетки.

Работа поддержана грантом РФФИ № 18-015-00421.

Создание клеточной платформы 
для исследования механизмов 
нейродегенерации с помощью 
генетически-кодируемых биосенсоров
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Увеличение средней продолжительности жизни при-
вело к тому, что заболевания нейродегенеративной груп-
пы стали встречаться чаще. Их основная особенность — 
неуклонная гибель клеток нервной системы, которая, 
в свою очередь, приводит к утрате специфических функ-
ций: когнитивных и двигательных. Несмотря на большое 
количество исследований, проведенных за  последние 
годы, не  были раскрыты точные механизмы развития 
нейродегенеративных заболеваний, так же как и не было 
разработано эффективных препаратов, способных отме-
нить или замедлить развитие патологии. Несмотря на то, 
что клинически, каждое нейродегенеративное заболе-
вание имеет свои специфические симптомы, на молеку-
лярном уровне, они все обладают схожими паттернами 
патологических процессов, которые приводят к  гибели 
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нейронов. Развитие технологий получения индуцирован-
ных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК), редакти-
рования генома с помощью CRISPR/Cas9 и направлен-
ной дифференцировки in vitro привело к появлению новой 
тенденции в биомедицине: моделированию заболеваний 
на линиях ИПСК. Одним из способов исследования инте-
ресующих процессов на  подобной модели являются ге-
нетически-кодируемые биосенсоры, которые позволяют 
в режиме реального времени регистрировать молекулы-
мессенджеры, метаболиты и активность ферментов.

В  данной работе была разработана платформа 
на  основе стволовых клеток, предназначенная для ис-
следования клеточных процессов, вовлеченных в нейро-
дегенерацию: окислительный стресс, апоптоз и  стресс 
эндоплазматического ретикулума.

Был создан набор плазмидных донорных векторов 
для CRISPR-опосредованной встройки последователь-
ностей биосенсоров в  геном. Применение системы 
CRISPR/Cas9  в  данном случае позволило произвести 
направленную встройку данных последовательностей 
в  так называемый «safe-harbor» локус AAVS1  и  избе-
жать негативных последствий случайных интеграций по-
следовательностей. Кроме того, из мононуклеаров пери-
ферической крови больного БАС были получены ИПСК. 
На  их  основе, используя CRISPR/Cas9  в  форме рибо-
нуклеопротеиновых комплексов и  донорные плазмиды, 
было получено 5 трансгенных линий ИПСК со встройкой 
последовательностей разных биосенсоров под контро-
лем доксициклин-зависимого промотора. То  же  самое 
было сделано на основе условно-здоровой контрольной 
линии ИПСК. Было показано, что элементы биосенсоров 
функционально активны и способны продуцировать флу-
оресцентный сигнал в ответ на специфические стимулы.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
№ 18-34-00440.

Влияние низких доз рентгеновского 
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Введение. На протяжении всей жизни человек посто-
янно подвергается воздействию низких доз радиационно-
го излучения, как фонового, так и в рамках медицинской 
диагностики и лечения, от свалок радиоактивных отходов, 
в ходе профессиональной деятельности и во время авиа-
перелетов. Однако, не смотря на постоянно увеличиваю-
щиеся количество источников низкодозового излучения, 
на  сегодняшний день остаётся не  изученным воздей-
ствие низких доз радиации на аспекты жизнедеятельно-
сти человека, в частности, на стволовые клетки.

Цель: изучить влияние низких доз рентгеновского из-
лучения на мезенхимальные стволовые клетки (МСК) че-
ловека из различных источников для оценки отдаленных 
последствий in vitro.

Результаты: на ранних и поздних этапах культивиро-
вания было обнаружено изменение уровней поверхност-
ных антигенов CD73 (экто-5’-нуклеотидаза) и  CD105 
(эндоглин), однако эти изменения были различными для 
МСК из различных типов тканей, а эффекты дозы 80 мГр 
отличались от эффектов доз 250 и 1000мГр, линейная 
зависимость доза-эффект в большинстве случаев не на-
блюдалась. Наибольшая стабильность уровней поверх-
ностных антигенов после облучения была отмечена для 
МСК слизистой ткани десны, на основании этого данный 
тип МСК был выбран для дальнейших исследований. 
Было показано, что при длительном культивировании 
пролиферативная активность МСК слизистой ткани дес-
ны, облученных в  дозе 50мГр, сравнима с  группой кон-
троля, в  то  время как дозы 100  и  250  мГр демонстри-
ровали ее снижение. Далее оценка эффектов низких доз 
радиации была сфокусирована на  «эффекте свидете-
ля». Необлученные МСК демонстрировали существен-
ное снижение ПА при культивировании в кондиционной 
среде с  клеток, получивших дозу облучения 1000  мГр, 
а  также ее  повышение при культивировании в  конди-
ционной среде клеток, получивших дозы облучения 50, 
100 и 250 мГр. Отмечена «адаптивность» клеток, пред-
варительно облученных в дозе 250 мГр, к угнетающему 
пролиферацию действию кондиционной среды клеток, 
получивших дозу облучения 1000 мГр.

Заключение: было показано, что эффекты одних 
и  тех же  доз могут быть различными для МСК из  раз-
личных типов тканей, а  также эффекты доз 50, 80, 
100 и 250 мГр отличаются от эффектов дозы 1000 мГр. 
Кондиционные среды облученных клеток оказывают воз-
действие как на  облученные, так и  не  облученные МСК 
(«эффект свидетеля»). В случае культивирования в кон-
диционных средах предварительно облученных МСК от-
мечен адаптивный ответ.

Оценка влияния структурированной 
диоксидной пленки на формирование 
фибробластами фиброзной капсулы 
при имплантации материала
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Владимировна Губаева1, Сергей Леопольдович 
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Титановый сплав марки ВТ1-0  является одним 
из  наиболее часто используемых материалов для из-
готовления дентальных имплантатов. Остеоинтеграция 
имплантата во  многом определяется характером про-
текания репаративных процессов после имплантации 
и формирования контакта между поверхностью метал-
ла и  костной тканью. Для улучшения контакта с  клет-
ками костной ткани поверхность имплантата может 
быть подвергнута различным видам физической или 
химической модификации, одним из которых является 
формирование структурированной пленки из  нанотру-
бок, образованных диоксидом титана. Пленка из  на-
нотрубок повышает уровень адгезии и  пролиферации 
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остеобластов. В  то  же  время, модификация поверхно-
сти может оказать стимулирующее влияние на  актив-
ность фибробластов при репарации после импланта-
ции и, соответственно, способствовать образованию 
фиброзной капсулы вокруг имплантата, что, в  свою 
очередь, повысит риск его отторжения.

Нами была оценена функциональная активность фи-
бробластов на  поверхности титана с  необработанной 
поверхностью и  с  поверхностью, покрытой структури-
рованной пленкой из  диоксидных нанотрубок. Уровень 
пролиферативной и секреторной активности фибробла-
стов на обоих типах поверхности существенно не разли-
чался. Также не было выявлено значительных различий 
в  уровне секреции проколлагена I  клетками на  иссле-
дованных поверхностях, а  также в  количестве откла-
дываемого на обработанном и необработанном титане 
коллагена (составляющего основу фиброзной капсулы). 
В то же время, на поверхности с оксидной пленкой от-
мечен значительно более высокий уровень отложения 
неколлагеновых сывороточных белков. Достоверных 
различий в  количестве выделяемых фибробластами 
провоспалительных цитокинов не  отмечено, за  исклю-
чением хемокина CXCL8, уровень секреции которого 
на  поверхности с  нанотрубчатой оксидной пленкой 
выше, чем на необработанной.

Таким образом, проведенные исследования не  вы-
явили повышенной активности фибробластов при 
контакте с  титановой поверхностью, покрытой слоем 
диоксидных нанотрубок, которая могла бы привести к из-
быточному отложению коллагена на  поверхности им-
плантата и к формированию вокруг него фиброзной кап-
сулы. Более высокий уровень отложения неколлагеновых 
белков на  обработанном титане может способствовать 
адгезии остеобластов. В то же время, повышенный уро-
вень секреции хемокина CXCL8 фибробластами на тита-
не с  оксидной пленкой может являться причиной более 
интенсивной воспалительной реакции при имплантации 
материала с обработанной поверхностью.

Кальцийфосфатная керамика 
из синтетических порошков для 
биомедицинских применений
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Важным направлением современного медицинского 
материаловедения является разработка кальцийфос-
фатных материалов для восстановления поврежденных 
костных тканей. Фосфаты кальция используют в  меди-
цинской практике с середины прошлого века, что связа-
но с их химическим и фазовым подобием костной ткани 
человека. Помимо биосовместимости, такие материалы 
должны резорбироваться в  организме со  скоростью, 
сравнимой с образованием новой костной ткани.

Цель работы заключалась в разработке нового спо-
соба получения керамических кальцийфосфатных мате-
риалов для медицинских применений.

С  использованием механохимической активации 
из лактата кальция пентагидрата Ca(C3H5O3)2×5Н2О·и ги-
дрофосфата аммония (NH4)2HPO4  при мольном соот-
ношении Са/Р  для исходных солей 1; 1,5  и  1,67  были 
получены порошки фосфатов кальция. Фазовый состав 
полученных порошков после синтеза и сушки был пред-
ставлен дикальцийфосфатом дигидратом СаНРО4×2Н2О, 
аморфным фосфатом кальция Са3(РО4)2×хН2О и гидрок-
сиапатитом кальция Са10(РО4)6(ОН)2 соответственно.

Для исследования термической эволюции фазового 
состава и  микроструктуры образцы подвергали терми-
ческой обработке при различных температурах в интер-
вале 700–1100°С. После обжига при 1100°С фазовый 
состав керамики был представлен β-пирофосфатом 
кальция β-Са2Р2О7, витлокитом β-Са3(РО4)2 и оксиапати-
том кальция Са10(РО4)6О, соответственно.

В  экспериментах in  vitro для оценки биосовместимо-
сти полученных кальцийфосфатных керамических мате-
риалах использовали культуру первичных клеток DPSC 
32 на 5 пассаже, выделенных из пульпы зуба третьего мо-
ляра. Для исследования пролиферативной активности кле-
ток на поверхности полученных керамических материалов 
была использована трансгенная культура клеток DPSC, 
несущая ген флуоресцентного зеленого белка (GFP-DPSC).

Результатам тестирования in  vitro свидетельствуют 
о том, что полученные кальцийфосфатные керамические 
материалы поддерживают адгезию и  распластывание 
субстратзависимых клеток человека и  могут быть при-
знаны биосовместимыми.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 18-29-11079.

Композиционные материалы 
из гидроксиапатита 
и поливинилпирролидона для 
медицины
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Фосфаты кальция (ФК) являются основным не-
органическим компонентом костной и  зубной ткани. 
Известно, что проведение синтеза ФК в присутствии по-
лимеров (коллаген, желатин, крахмал, хитозан и др.) при-
водит к формированию нанокристаллов ФК с контроли-
руемыми размером и морфологией. На основании такого 
подхода могут быть получены композиты полимер — на-
нокристаллы ФК in situ, без операции смешения компо-
нентов, подобно тому, как это происходит в  организме 
в процессе ремоделирования костной ткани.

Для синтеза порошков композитов ГА с ПВП использо-
вались водные растворы нитрата кальция, гидрофосфата 
аммония и поливинилпирролидона. Осаждение фосфатов 
кальция проводили при комнатной температуре (20–25 
°С) при рН  11,5  в  соответствии с  уравнением: 10Ca2+ + 
6HPO4

2– + 8NH3 ⋅ H2О = Ca10(PO4)6(OH)2 + 8NH4
+ + 6H2О.
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Для получения композитов ГА/ПВП синтез прово-
дили в растворах ПВП концентрации 2,76; 5,52 и 11 г/
моль. Для регулирования кислотности использовали 
10% водный раствор аммиака. Согласно данным РФА, 
композиты ГА-ПВП после синтеза являются рентгено-
аморфными. В  результате термической обработки при 
400°С  происходит формирование апатитовой струк-
туры. По  результатам ПЭМ выяснено, что при отжиге 
композитов при 400°C образуются небольшие агломе-
раты, состоящие из отдельных кристаллических частиц 
ГА, в результате чего размер частиц (по данным ПЭМ) 
несколько больше ОКР. С  применением метода фото-
индуцированного ЭПР установлено наличие взаимодей-
ствия между ГА и ПВП.

Исследование цитотоксичности материалов прово-
дили с использованием вытяжек из материалов соглас-
но требованиям ГОСТ Р  ИСО 10993.5-15  на  культуре 
фибробластов линии NCTCclone L929 с помощью МТТ-
теста. Вытяжки из  материалов ГА  и  ПВП не  оказывали 
угнетающего действия на фиборобласты.

Однако при посеве на поверхность исследуемых ма-
териалов мезенхимальных стромальных клеток челове-
ка DPSC (метод прямого контакта) установили значимые 
различия с контролем, что, по-видимому связано с высо-
кой степенью гидрофильности ПВП.

Локальная доставка пирфенидона для 
контроля периимплантного фиброза: 
эксперимент in vivo
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Введение. Иммунный ответ организма на  им-
плантацию нерезорбируемых биоматериалов приво-
дит к  фиброзу, рубцеванию тканей вокруг имплантата. 
Периимплантный фиброз склонен к прогрессированию 
и  манифестируется клинически через месяцы и  годы 
после первичной операции. Механизмы хронически 
текущей реакции на  инородное тело слабо изучены. 
В  представленном исследовании, мы  разработали мо-
дель контролируемо индуцируемого периимплантного 
фиброза и  прим.ли  антифибротический препарат пир-
фенидон для его контроля.

Методы. Круглые скаффолды из  полилактида 
(10 мм × 1 мм, n=36) были приготовлены методом поверх-
ностного селективного лазерного спекания и  исполь-
зовались как индукторы фиброза. Экспериментальные 
скаффолды (n=12) были нагружены пирфенидоном 
(500 мкг). После имплантации скаффолдов в группе по-
ложительного контроля (n=12) проводился подкожный 

укол раствора пирфенидона (500  мкг) в  участок им-
плантации. Скаффолды были имплантированы в кожные 
карманы ушей лабораторных кроликов на 30 и 60 суток. 
Аутопсийные материалы исследовались гистологиче-
ским и иммуногистохимическим методами.

Результаты. Локальная доставка пирфенидона при-
вела к  снижению зрелости и  толщины соединитель-
нотканной капсулы вокруг имплантата, ингибировала 
трансдифференцировку фибробластов в миофибробла-
сты и  привела к  изменению иммунофенотипа клеток 
инородных тел, характерному для реполяризации ма-
крофагов из  профибротического М2  типа в  провоспа-
лительный М1 тип. Материал нагруженного пирфенидо-
ном имплантата был в большей степени резорбирован, 
а  окружающие ткани васкуляризировались артериями 
малого и среднего калибров.

Обсуждение. Локальная доставка пирфенидона при-
вела к выраженным изменениям клеточного и матрикс-
ного состава в участке имплантации. Антифиброическая 
профилактика изменила иммунофенотипы фибробла-
стов и макрофагов и нормализовала объем и архитекто-
нику внеклеточного матрикса.

Покрытия на основе октакальций 
фосфата для костных имплантатов
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Миронович Баринов, Владимир Сергеевич Комлев
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Несмотря на  значительный прогресс в  области им-
плантационной хирургии, нередки случаи послеопераци-
онных осложнений, вызванных ограниченной биологиче-
ской активностью и  низкой интегрируемостью костных 
имплантатов. Топография и химия поверхности имплан-
тата играют важную роль в  процессе его интеграции 
в организме, особенно на ранних стадиях имплантации. 
Шероховатость поверхности имплантата является од-
ним из наиболее важных параметров, влияющих на осте-
оинтеграцию. Она влияет на адсорбцию белков, адгезию, 
пролиферацию и  распространение клеток. Основным 
методом поверхностной модификации является форми-
рование биоактивного слоя, в  частности биоактивных 
фосфатов кальция. Существуют различные подходы 
к формированию покрытий, такие как метод химического 
осаждения, плазменная обработка, методы магнетрон-
ного распыления, однако метод осаждения является наи-
менее энергоемким и наиболее приемлемым. Такое фор-
мирование покрытия близко к процессам, происходящим 
в организме при формировании костной ткани.

Целью работы является разработка метода создания 
покрытий на  основе октакальций фосфата (ОКФ, Ca8H2 
(PO4)6 H 5H2O) из специальных химически активных бу-
ферных растворов на  керамических материалах путем 
перекристаллизации материала исходного имплантата. 
Буферный химически активный раствор содержит высо-
кую концентрацию фосфат-ионов (PO4

2–) и ацетат-ионов 
(CH3COO–). Исходный имплантат на  основе гидроксиа-
патита (ГА, Ca10(PO4)6(ОН)2) либо α- или β-модификаций 
трикальцийфосфата (ТКФ, Ca3(PO4)2) погружают в  бу-
ферный раствор и  за  счет перекристаллизации через 
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промежуточную фазу дикальцийфосфат дигидрата 
(ДКФД, CaHPO4×2H2O) формируется ОКФ. Данный про-
цесс протекает по  эпитаксиальному механизму. Кроме 
того, кристаллы исходная керамика служит не  только 
предшественником, но и источником ионов кальция для 
образования кристаллов ОКФ.

Разработана термодинамическая модель форми-
рования покрытий на основе ДКФД и ОКФ и выявлены 
оптимальные условия формирования низкотемператур-
ных фосфатов кальция (состав, концентрация буферного 
раствора, температура, pH и время процесса).

Работа выполнена при поддержке Российского фон-
да фундаментальных исследований (грант РФФИ 18-33-
20258  мол_а_вед). Доступ к  электронной базе данных 
научных публикаций получен в рамках государственного 
задания № 075–00746–19–00.

Эффективность клеточной терапии 
язвенного колита с позиций 
регенераторного воздействия 
на нишу стволовой клетки слизистой 
оболочки толстой кишки
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Регенерация слизистой оболочки толстой кишки 
(СОТК) зависит от пролиферативной активности стволо-
вых клеток крипт и микроокружением. Патогенетические 
механизмы неспецифического язвенного колита (НЯК) 
связаны с  иммунологическими нарушениями, а  потому 
применение МСК КМ  являются в  определенной мере 
обоснованны ввиду их иммуномодулирующих, иммуносу-
прессивных и трофических эффектов.

Трансплантируемые мезенхимальные стволовые 
клетки аутогенного костного мозга (МСК КМ), получен-
ные в процессе 4–5 недельного культивирования, транс-
плантировали внутривенно, однократно, в  количестве 
120×106 клеток в 200 мл физиологического раствора.

Методика. Гистологические, светооптические и элек-
тронномикроскопические исследования 106  биоптатов 
СОТК были взяты у  15  больных НЯК до  и  после транс-
плантации МСК и проанализированы с современных по-
зиций «ниши стволовой клетки» и  механизмов участия 
МСК в регуляции регенераторных процессов. Полутонкие 
срезы окрашивались по C. Humphrey и F. Pittman (1974). 
Наблюдение и  съемку ультратонких срезов проводили 
на электронном микроскопе Libra 120 (C. Zeiss).

Несмотря на сохранение язвенных дефектов покров-
ного эпителия (2–3 балла) , однократная трансплантация 
МСК через 6  месяцев положительно влияла навоспа-
ление (с  2–3  до  1–2  баллов по  K. Geboes) и  плотности 
(с 2–3 до 1 балла) воспалительной инфильтрации, вос-
становление структуры покровного эпителия и  эпите-
лия крипт СОТК. Наблюдалась пролиферация эндоте-
лия кровеносных капилляров и  терминальных нервных 
окончаний в  собственной пластинке СОТК. Отмечены 
ультраструктурные признаки снижения функциональной 
активности плазматических клеток, высокая фагоци-
тарная и секреторная активность макрофагов, имевших 
плотные контакты с  лимфоцитами и  плазмоцитами, по-
всеместное расположение телоцитов в  собственном 
слое СОТК. Увеличилось количество крипт с  высокой 
пролиферативной активностью и  дифференцировкой 

шеечного эпителия и качественная перестройка структу-
ры покровного эпителия, увеличение бокаловидных кле-
ток и  восстановление микроворсинок щеточной каемки 
и межклеточных связей цилиндрических клеток.

Таким образом, МСК КМ запустили механизмы регу-
ляции всех систем, расположенных в стромальной ткани, 
окружающей покровный и железистый компоненты «ре-
генераторной ниши» СОТК. Структурно-функциональные 
изменения иммуннокомпетентной, микроциркуляторной, 
нейротрофной, клеточных и  внеклеточных компонентов 
соединительнотканной систем сыграли позитивную роль 
в пролиферации покровного эпителия.

Восстановление стенки кишечника 
крысы в модели циркулярного 
дефекта с применением фиброин-
содержащего скаффолда
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Повреждение стенок кишечника в  результате травм 
и  патологических изменений различной этиологии при-
водит к нарушению его функционирования и другим тя-
желым последствиям  — вплоть до  летального исхода. 
Восстановление целостности или замещение утрачен-
ных участков органов желудочно-кишечного тракта мо-
жет быть достигнуто с применением биорезорбируемых 
конструкций. В  данной работе была оценена перспек-
тивность использования для этой цели фиброин-содер-
жащих скаффолдов в  виде трубок, сформированных 
с  применением фотополимеризации на  основе мета-
крилированных производных фиброина шелка тутового 
шелкопряда Bombyx mori и желатина.

Исследование проводили в модели циркулярного де-
фекта тощей кишки крысы: фрагмент скаффолда в виде 
трубки имплантировали в  просвет рассеченного органа 
таким образом, чтобы между приводящим и отводящим 
краями кишки оставался зазор протяженностью 3  мм. 
Состояние органов ЖКТ оценивали визуально, а  про-
хождение процессов регенерации в  области поврежде-
ния изучали с  использованием гистологических техник. 
Через 1  неделю после операции имплантат не  был об-
наружен, а  на  месте дефекта была сформирована гра-
нуляционная ткань с  выраженной сетью кровеносных 
сосудов. Иммуногистохимический анализ препаратов, 
полученных через 2  недели после начала эксперимен-
та, выявил наличие большого количества фибробласто-
подобных клеток, экспрессирующих гладкомышечный 
α-актин. Такой фенотип характерен для субпопуляций 
клеток, участвующих в ремоделировании внеклеточного 
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матрикса и обеспечивающих контракцию тканей. Через 
4  недели после операции в  области повреждения на-
блюдалось восстановление всех структурных и  функци-
ональных элементов стенки кишечника: слизистой, под-
слизистой и  серозной оболочек, а  также слоя гладких 
мышц. При этом в области дефекта через 4 недели еще 
наблюдались участки мышечного слоя протяженностью 
менее 1,5  мм, представленные нерегулярными мышеч-
ными волокнами. Полное восстановление стенки орга-
на, в  том числе двух слоев гладких мышц (продольного 
и  циркулярного) было показано через 8  недель после 
формирования дефекта. Кроме того, выявлялись под-
слизистые и мышечные нервные сплетения кишечника.

Таким образом, скаффолд на  основе метакрилиро-
ванных производных фиброина и желатина обеспечива-
ет герметичность органа на  ранних этапах заживления 
в модели циркулярного дефекта и стимулирует процессы 
регенерации, что приводило к восстановлению его струк-
турной целостности.

Работа выполнена при поддержке РФФИ (проект 
№ 18-34-00875).

Длинная некодирующая РНК MORRBID 
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Длинные некодирующие РНК (днРНК) это РНК дли-
ной более 200 нуклеотидов, которые не кодируют в сво-
ей последовательности белок и составляют наиболее об-
ширную часть транскрибируемого генома. днРНК имеют 
множество функций в  различных клеточных процессах, 
таких как ремоделирование хроматина, транскрипция, 
сплайсинг, трансляция и  т. д. Некоторые днРНК имеют 
несколько транскриптов, которые могут обладать тка-
неспецифичностью или выполнять различные функции 
в зависимости от условий. днРНК MORRBID регулирует 
продолжительность жизни нейтрофильных гранулоцитов 
и эозинофильных гранулоцитов посредством транскрип-
ционной регуляции гена, Bcl2l11, находящегося в непо-
средственном геномном окружении днРНК MORRBID 
(Kotzin et  al, Nature 2016). В  нашей работе мы  де-
монстрируем, что ингибирование экспрессии днРНК 
MORRBID приводит к стагнации клеточного цикла на ста-
дии перехода G2/M. Анализ протеома клеток с понижен-
ной экспрессией гена MORRBID показал значительное 
снижение экспрессии белков, вовлеченных в  процес-
синг пре-мРНК, включая белки, принадлежащие к группе 
hnRNP, и  несколько белков, являющихся составляющи-
ми U1 и U2 белковых сплайснг комплексов. Мы показали 
методом РНК пулдаун анализа, что MORRBID напрямую 
взаимодействует с белками, участвующими в регуляции 
пре-мРНК процессинга. Также, транскриптомный ана-
лиз продемонстрировал многочисленные изменения 
альтернативного сплайсирования в  клетах с  нокдауном 
MORRBID. Таким образом, было обнаружено, что днРНК 
MORRBID может быть вовлечена в  регуляцию созрева-
ния пре-мРНК и регуляцию сплайсинга в гепатоцитах.

Проблемы и перспективы создания 
материалов для 3D биопечати

Анна Филимонова, Евстратова Екатерина, 
Петр Шегай, Юлия Елисеева

ФГБУ «Национальный медицинский 
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Министерства здравоохранения РФ, Обнинск, 
Россия
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Прогресс в разработке новых материалов для биочер-
нил в 3D-биопечати не может обойтись без трудностей. 
Основная цель разработок состоит в том, чтобы миними-
зировать потерю использованных клеток, улучшить меж-
клеточные взаимодействия и  механические свойства 
ткани, попытаться васкуляризовать крупные тканевые 
конструкции и  изучить дополнительные соединения для 
поддержки 3D биопечатных конструкций.

Гидрогели являются наиболее удобной разновид-
ностью материала для поддержки клеток, однако су-
ществуют некоторые особенности, связанные с  биопе-
чатью. Гидрогели не  содержат специфических белков 
межклеточного матрикса для конкретных типов клетки. 
Клеточная микросреда, которую создают гидрогели, 
может значительно отличаться от  нативных тканей. 
Гидрогели разлагаются намного медленнее in  vitro 
из-за  недостатка ферментов, ответной реакции и  от-
сутствия кровотока. Тем не  менее, гидрогели разра-
батываются так, чтобы они деградировали in  vivo син-
хронно по  отношению к  формированию новых тканей. 
Гидрогели инкапсулируют и  удерживают клетки, огра-
ничивая их  взаимодействие, однако трудно достичь 
высокой плотности клеток. Концентрация гидрогелей 
играет важную роль, поскольку повышенная концентра-
ция улучшает механические свойства, но ограничивает 
биологическую активность. Более жесткие гидрогели 
требуют более высокого уровня давления для экструзии 
или образования капель. Однако высокая концентрация 
гидрогеля снижает подвижность клеток, что приводит 
к ограниченной пролиферации клеток. Другим важным 
недостатком является токсичность, наличие радиаци-
онных продуктов, которые могут быть вредными для 
клеток. Также к  важным ограничениям использования 
гидрогелей можно отнести их нестабильность.

Будущее создания материалов для 3D-биопечати 
должно привести к  решениям, которые укрепят ме-
ханические свойства для стабилизации конструкций 
и обеспечат биологическую активность клеток. Эти со-
единения должны позволить лучше взаимодейство-
вать клеткам и создать среду для новых функциональ-
ных тканей, которые будут хорошо васкуляризованы. 
Вышеупомянутые проблемы являются одними из суще-
ственных причин, из-за которых исследователи еще да-
леки от биопечати функциональных органов клинически 
значимого размера. Однако на сегодняшний день раз-
работанные материалы биочернил и  процессы биопе-
чати на пике развития, и 3D-биопечать будет ключевой 
технологией будущей тканевой инженерии, регенера-
тивной терапии и фармацевтики.
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Анализ взаимодействия 
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с Т-лимфоцитами человека in vitro
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Внеклеточные везикулы (ВВ) опухолевых клеток 
благодаря способности сливаться с  клетками-реци-
пиентами посредством эндоцитоза и  высвобождать 
свое содержимое в  цитоплазму клетки-реципиента 
рассматриваются как перспективный вектор для целе-
вой доставки различных противоопухолевых агентов. 
Выделенные из  опухолевых клеток ВВ  несут на  по-
верхности те же антигены, что и родительские клетки, 
таким образом, являясь перспективным источником 
опухолевых антигенов для их  презентации клеткам 
иммунной системы. Благодаря вышеописанным свой-
ствам ВВ  опухолевых клеток могут быть использова-
ны для разработки терапевтических вакцин для лече-
ния онкологических заболеваний. Целью настоящей 
работы явилось проанализировать взаимодействие 
ВВ клеток карциномы толстой кишки с Т-лимфоцитами 
человека in vitro.

Материалы и  методы. ВВ  были получены из  кле-
точной линии карциномы толстой кишки HCT 116 
(ATCC® CCL-247 ™). Мононуклеарные клетки из пери-
ферической крови (МКПК) выделяли путем центрифу-
гирования в  градиенте плотности фиколла (1,077  г/
см3). Далее к  МКПК, культивируемым в  среде RPMI 
с  добавлением 10% сыворотки крови плодов коровы, 
добавляли ВВ в концентрации 20 мкг/мл. В качестве 
контроля использовали МКПК без добавления ВВ. 
Совместное культивирование МКПК и  ВВ  проводили 
в течение 3 суток, после чего МКПК окрашивали с по-
мощью следующих антител к  CD3, CD4, CD8a, CD38, 
CD56, CD107a, содержащих флуоресцентную мет-
ку (все Biolegend, США). Результаты анализировали 
с  помощью проточной цитофлуориметрии на  приборе 
FACS Aria III (BD  Biosciences), с  использованием про-
граммного обеспечения FACSDiva. Взаимодействие 
ВВ и МКПК исследовано с помощью лазерной конфо-
кальной микроскопии.

Результаты и  их  обсуждение. Нами показано, 
что при совместном культивировании ВВ  клеток HCT 
116 способны сливаться с МКПК, что приводит к их ак-
тивному взаимодействию. С  помощью проточной ци-
тофлуориметрии показано, что добавление ВВ  кле-
ток HCT 116  к  МКПК увеличивает количество CD3+ 
Т-лимфоцитов на  5% по  сравнению с  контрольными 
клетками без добавления ВВ. При этом не было отмече-
но статистически значимых различий в  составе других 
исследуемых популяций.

Таким образом, благодаря способности представ-
лять опухолевые антигены клеткам иммунной системы 
ВВ  опухолевых клеток являются перспективным объек-
том для разработки новых методов терапии онкологиче-
ских заболеваний. Однако необходимы дальнейшие ис-
следования в данной области для изучения механизмов 
взаимодействия ВВ  с  иммунными клетками и  возмож-
ных путей регуляции иммунного ответа.

Сравнительный транскриптомный 
анализ микроРНК и их мРНК-мишеней 
в мозге крыс под действием 
нейропептида семакс в условиях 
экспериментальной ишемии
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Ишемический инсульт занимает одно из  первых 
мест в  структуре общей смертности населения России. 
Изучение молекулярных механизмов повреждения, 
а  также разработка новых стратегий, направленных 
на лечение или предотвращение этого заболевания, от-
носятся к числу важнейших задач современной медици-
ны. В настоящее время убедительно показано, что в от-
вете на патологическое воздействие участвуют как РНК, 
кодирующие белок (мРНК), так и различные типы некоди-
рующих РНК, к числу которых относятся микроРНК. В на-
стоящем исследовании применение транскриптомного 
анализа с использованием транзиторной окклюзии сред-
ней мозговой артерии (tMCAO) у крыс позволило нам су-
щественно детализировать механизмы действия нейро-
пептидного препарата семакс, уже многие годы широко 
используемого в неврологической практике, в том числе 
при лечении ишемического инсульта и его последствий.

Для изучения механизмов нейропротективного эф-
фекта семакса с  помощью метода RNA-Seq проведен 
сравнительный анализ уровня мРНК и микроРНК в от-
делах мозга крыс, подвергнутых tMCAО, получавших се-
макс или физиологический раствор. Под воздействием 
семакса в мозге крыс с ишемией более чем в 1,5 раза 
(padj<0,05) изменилась экспрессия 139  микроРНК. 
С использованием биоинформатического анализа баз 
данных mirdb, mirtarbase и  diana для большинства 
из  них обнаружены мРНК-мишени. Функциональная 
аннотация данных мРНК-мишеней позволила выявить 
78  сигнальных путей, связанных с  воспалением и  им-
мунным ответом, с  клеточной пролиферацией и  гибе-
лью, с  функционированием трофических факторов, 
а также с нейросигнализацией.

Анализ содержания мРНК-мишеней, показал, что 
в условиях tMCAO под действием семакса по сравнению 
с контрольной группой более чем в 1,5 раза (padj<0,05) 
изменился уровень 80  из  них (45  мРНК увеличили, 
а  35  — снизили свой уровень). Ассоциативный анализ 
показал, что мРНК-мишени, увеличившие свой уровень, 
главным образом связаны с  каталитической и  рецеп-
торной активностью и  с  функционированием ионных 
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каналов, при этом мРНК-мишени, снизившие свой уро-
вень, связаны преимущественно с  активностью фак-
торов роста, гормонов, транскрипционных факторов, 
с каталитической активностью, а также с функциями ор-
ганизации цитоскелета.

Таким образом, полученные результаты могут ука-
зывать на  участие микроРНК в  регулировании экс-
прессии генов  — возможных потенциальных мишеней 
воздействия пептидного препарата семакс в  условиях 
ишемии-реперфузии.

Работа выполнена при поддержке Российского науч-
ного фонда (19-14-00268).
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Черепно-мозговая травма (ЧМТ) является одной 
из основной причины смертности и инвалидности в мире. 
Несмотря на значительный успех современной терапии 
ЧМТ, эффективное лечение, направленное на сдержива-
ние гибели нейронов, для более структурного и функцио-
нального восстановления ткани мозга, отсутствует.

Разработано большое количество эксперименталь-
ных моделей ЧМТ на животных для проведения доклини-
ческих испытаний новых методов лечения. Одной из наи-
более распространенных моделей ЧМТ является модель 
контролируемого коркового повреждения. Для этой мо-
дели необходимо ударное устройство, которое подводит-
ся к неповрежденной твердой мозговой оболочке и нано-
сит удар с заранее заданными параметрами и глубиной. 
Преимуществом данного метода является возможность 
контролировать тяжесть ЧМТ. Другая модель жидкостно-
перкуссионой травмы мозга наносится путем быстрого 
введения солевого раствора под давлением в мозговую 
оболочку с помощью краниотомии. Этот тип травмы вы-
зывает физиологические реакции и  морфологические 
изменения, схожие с  повреждениями головного мозга 
в клинике. В модели ЧМТ с ударным ускорением исполь-
зуют пистолет с невыпадающим затвором, калиброван-
ный маятник или сброшенный вес. Серьёзность травм 
этого типа модели можно регулировать, изменяя мас-
су груза или расстояние падения. В  отличие от  травмы 
с ударным ускорением, модель травмы с вращательным 
ускорением использует угловое ускорение головы живот-
ного, что вызвает деформацию мозговой ткани.

Применение выше описанных моделей наиболее 
целесообразно на  крупных лабораторных животных, 
например на мини-пигах. Наибольшим преимуществом 
крупных животных является сходство с  человеческим 
мозгом. Гиренцефалическая морфология позволя-
ет глубже исследовать проявления травмы в  глубине 
борозд. Большой размер животного и  относитель-
но высокий объём белого вещества особенно цен-
ны при исследованиях с  использованием методов 

нейровизуализации и  мониторинге сердечно-сосуди-
стой системы. В  отличие от  грызунов без тенториума, 
у  крупных животных более выражены повышение вну-
тричерепное давление и отёк. Кроме того, объём спин-
номозговой жидкости у грызунов незначителен, что за-
трудняет её анализ. Долгая продолжительность жизни 
и сходство в процессах нейрорегенерации с человеком 
делают крупных животных более эффективными для 
изучения долгосрочных последствий травм. Таким об-
разом, использование адекватной модели ЧМТ и круп-
ных лабораторных животных позволит повысить транс-
ляционный потенциал доклинических испытаний.

Использование крупных 
лабораторных животных для 
моделирования инсульта

Иван Викторович Фраучи1, Сергей Александрович 
Обыденнов1, Фарид Вагизович Баширов1, 
Ильфат Фаридович Галяутдинов1, Дарья 
Алексеевна Назарова1, Эмиль Ильнурович 
Бариев1, Леонид Алексеевич Новиченков1, 
Кирилл Андреевич Жаббаров1, Гареева Регина 
Рустэмовна1, Михаил Самуилович Левин2

1 � Казанский государственный медицинский 
университет, Казань, Россия;
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Модели инсульта на  грызунах широко применяются 
в  доклинических исследованиях поскольку использо-
вание мелких лабораторных животных в  эксперименте 
имеет ряд преимуществ, таких как стоимость, не сложное 
предоперационное и послеоперационной ведение и нали-
чие достаточно большого количества поведенческих те-
стов для грызунов. На сегодняшний день эффективность 
разнообразных терапевтических подходов к лечению ин-
сульта была доказана на моделях у животных в доклини-
ческих исследованиях, но  дальнейшие внедрение таких 
препаратов в клинику потерпело неудачу. Одной из важ-
нейших причин этих неудач являются большие отличия 
между мелкими лабораторными животными и  людьми 
в  отношении физиологических и  патофизиологических 
характеристик. Сужение разрыва между моделями ин-
сульта на  мелких животных и  человеческим инсультом 
для повышение трансляционного потенциала доклиниче-
ских испытаний нейропротекторных препаратов является 
актуальным вопросом в регенеративной медицине.

Крупные животные схожи с  человеком по  поведен-
ческим характеристикам, сопутствующим осложнениям, 
факторам риска цереброваскулярных заболеваний, ана-
томическому строению мозга и  кровеносных сосудов. 
В  частности, их  физиологические особенности, такие 
как сосудистая реакция, воспалительный ответ и восста-
новление после инсульта, близки к  таковым у  человека. 
Подобно людям, большинство крупных животных имеют 
гиренцефальный мозг и  более развитую кору головного 
мозга, а  так как белое вещество и  серое вещество про-
являют различную чувствительность к  ишемии головно-
го мозга, результаты, полученные на  крупных животных, 
больше напоминают инсульт у  человека. Приборы, ис-
пользуемые в клинической практике для контроля физио-
логических параметров, таких как давление крови, частота 
сердечных сокращений и  дыхание, могут быть примене-
ны для крупных животных. К тому же крупные животные 
имеют большой объем крови, что делает возможным 
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повторные рутинные анализы крови, обеспечивая более 
точный контроль физиологических параметров при моде-
лировании на животных. Наконец, использование крупных 
животных более благоприятно для мониторинга безопас-
ности лекарственных средств из-за  их  физиологических 
характеристик, которые очень схожи с человеческими.

Использование крупных лабораторных животных при 
моделировании инсульта, как ожидается, сузит разрыв 
между клиническими и  доклиническими испытаниями, 
тем самым повышая трансляционный потенциал дости-
жений фундаментальных исследований инсульта.

Экспериментальное моделирование 
регенерации слизистой оболочки 
при перемещенном в желудок 
демукозтрованном трансплантате

Иван Викторович Фраучи, Фарид Вагизович 
Баширов, Сергей Александрович Обыденнов, 
Ильфат Фаридович Галяутдинов, Кирилл 
Андреевич Жаббаров, Эмиль Ильнурович Бариев, 
Леонид Алексеевич Новиченков, Гареева Регина 
Рустэмовна1, Дарья Алексеевна Назарова

Казанский государственный медицинский 
университет, Казань, Россия
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Способы стимуляции регенерации слизистой оболочки 
желудка и кишечника все еще остаются открытыми вопро-
сами в регенеративной медицине, и использование адек-
ватной модели на  животных повысит качество доклини-
ческих испытаний новых методов терапии, направленных 
на  лечение заболеваний желудочно-кишечного тракта. 
В  данном исследовании мы  проводили эксперименталь-
ные оперативные вмешательства с  использованием са-
мок мини-пигов, возрастом 6 месяцев (n=6). Под ингаляци-
онным наркозом проводили лапаротомию. Резецировали 
участок тощей кишки длиной 5–6 см с сохранением пита-
ющих этот участок брыжеечных сосудов. Резецированный 
участок рассекали по противобрыжеечному краю и удаля-
ли слизистую оболочку в его пределах. Непрерывность ки-
шечной трубки восстанавливали наложением анастомоза. 
На передней стенке желудка рассекали желудочную стен-
ку с  образованием дефекта размером 5×6  см, который 
закрывали вшиванием демукозированного кишечного 
трансплантата. Лапаротомную рану ушивали. Удаление 
слизистой оболочки проводили на  разную глубину. При 
поверхностной демукозации кишечного трансплантата 
удаляли только ворсинки, а часть собственного слоя сли-
зистой с криптами оставались на трансплантате. При глу-
бокой демукозации удаляли всю толщу собственного слоя 
слизистой до tunica muscularis mucosae. Через 6 месяцев 
животных выводили из  опыта и  проводили гистологиче-
ское исследование транплантатов.

При глубокой демукозации на  трансплантате фор-
мировалась слизистоая оболочка, не  отличающаяся 
от  слизистой окружающего отдела желудка, покрытая 
однослойным железистым эпителием. Собственная 
пластинка слизистой хорошо развита, в  ней располо-
жены железы, в  которых удается идентифицировать 
главные и  париетальные гландулоциты. При проведе-
нии поверхностной демукозации, на  трансплантате 
восстанавливается слизистая оболочка, характерная 
для тощей кишки, содержащая хорошо выраженные 
ворсинки и крипты в собственной пластинке слизистой 
и  покрытая каемчатым эпителием с  большим количе-
ством бокаловидных клеток.

Важно отметить, что источником посттравматической 
регенерации слизистой оболочки может быть, как непо-
вреждённый эпителий, окружающий демукозированный 
участок (при глубокой демукозации), так и  оставленные 
в зоне демукозации эпителиальные клетки (при поверх-
ностной демукозации). Также при глубокой демукозации, 
подслизистая основа кишечного лоскута не препятству-
ет развитию на ней желудочной слизистой оболочки.

Иммунный ответ лабораторных 
животных (CBF мышей) 
на бактериофаг семейства Podoviridae 
при различных типах его введения

Татьяна Семеновна Хабалова, Ирина Петровна 
Иванова, Эрика Александровна Кащенко

Лаборатория клеточных биотехнологий, ФГБНУ 
НИИ фундаментальной и клинической иммунологии, 
Новосибирск, Россия

khabalovat@gmail.com

В  настоящее время накоплены многочисленные 
данные, свидетельствующие о  влиянии микробиоты ки-
шечника на  жизненно важные процессы, протекающие 
в организме животных и человека, и о связи состава ми-
кробиоты с  развитием ряда патологических состояний. 
Изучение влияния потенциальных регуляторов микро-
биома (бактериофагов) на  иммунную систему являлось 
основной задачей нашего исследования. Очищенный 
препарат потенциально-терапевтического протейного 
бактериофага PM16 (полученный в  Институте химиче-
ской биологии и  фундаментальной медицины СО  РАН, 
V.V. Morozova et  al., 2016) был использован для иссле-
дования его иммуногенности in vivo при различных спо-
собах введения мышам линии СBF. Бактериофаг в  ко-
личестве 1мкл/мышь, разведенный в  200  мкл 0,9% 
NaCl, вводили три раза с интервалом в три недели. Всего 
было сформировано 4 группы по 10 мышей в зависимо-
сти от способа введения: № 1 — внутривенное введение 
в  хвостовую вену; № 2  — внутрибрюшинное введение; 
№ 3  — введение per os; № 4  — контроль  — интактные 
мыши. Через две недели после последней вакцинации 
был произведен забор сыворотки, перитонеальных ма-
крофагов. Перитонеальные макрофаги в  концентра-
ции 200  тыс./мл  помещали в  культуральные флаконы 
на  2  часа для прилипания; затем культуральную среду 
удаляли и  прилипшие клетки культивировали в  бес-
сывороточной среде в  течение 48  часов. Собранные 
супернатанты замораживали и  далее использовали 
для определения содержания индуцируемой nitric oxide 
synthase (INOS) методом ELISA (Cusabio Biotech Co, Cat 
CSB-E08326m). В сыворотке крови экспериментальных 
мышей определяли концентрацию IFN-gamma и IL-4.

Результаты показали, что концентрация провос-
палительного IFNy зависит от  способа введения: при 
внутривенном введении, концентрация IFNy снижена 
по сравнению с контролем (p=0,005), а при внутрибрю-
шинном введении  — повышена по  сравнению с  кон-
тролем (p=0,02). Также было отмечено, что введение 
бактериофага per os приводит к достоверно значимому 
увеличению продукции противовоспалительного ци-
токина IL-4 (р=0,01). Эти изменения свидетельствуют 
об  активации Т-клеточного звена иммунитета. Влияния 
введения фага на  продукцию INOS перитонеальными 
макрофагами в перечисленных группах мышей не обна-
ружено, что свидетельствует об отсутствии активации не-
специфического звена иммунитета.
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Сравнительная характеристика 
содержания Т-клеток памяти 
и Т-регуляторных клеток при 
трансплантации мезенхимальных 
стромальных клеток и полученных 
из них внеклеточных везикул 
в модели почечной недостаточности 
мышей
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Александровна Кащенко, Галина 
Викторовна Селедцова
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Новосибирск, Россия

khabalovat@gmail.com

В ряде работ по изучению мезенхимальных стромаль-
ных клеток (МСК) при почечной недостаточности было 
показано, что имеющееся регенераторное действие этих 
клеток не  обусловлено процессами дифференцировки 
клеток и  их  хомингом. Кроме того, недавние исследо-
вания установили, что терапевтический эффект МСК 
и внеклеточных везикул во многом имеет сопоставимый 
характер. Однако наличие и описание иммунорегулятор-
ных свойств внеклеточных везикул, присущих МСК пока 
остаётся неизученным. Таким образом, целью нашей 
работы было исследование воздействия МСК и получен-
ных из них внеклеточных везикул на параметры клеточ-
ного иммунитета у  мышей с  индуцированной почечной 
недостаточностью. В качестве модели была использова-
на глицерол-индуцированная почечная недостаточность, 
обладающая смешанным (ишемическим, токсическим, 
ретенционным) воздействием на  почки, с  преимуще-
ственным поражением эпителия проксимальных каналь-
цев. Мезенхимальные стволовые клетки были получены 
из  костного мозга сингенных мышей CBA методом ад-
гезии к  культуральному пластику. В  качестве неспец-
ифического контроля использовали клеточную линию 
фибробластов L929 (кариотип Н-2b). Для получения 
внеклеточных везикул клетки подвергали апоптозу в ус-
ловиях депривации кислорода и в бессывороточной сре-
де в течение 1 суток. Как клетки, так и внеклеточные ве-
зикулы вводили внутривенно. Эффекты применения как 
мезенхимальных стволовых клеток, так и  внеклеточных 
везикул практически не  отличались. Зарегистрирована 
тенденция к  спонтанному снижению содержания 
CD4+CD44+CD62L+, CD8+CD44+CD62L+- Т-клеток памя-
ти, а  также прироста регуляторных CD4+CD25+FoxP3+ 
Т-клеток при использовании как клеток, так и внеклеточ-
ных везикул. Природа используемых клеток и полученных 
из них внеклеточных везикул не оказывала существенно-
го значения на конечный результат экспериментов.

Старение тканеспецифичных 
стволовых клеток in situ — причины, 
механизмы, следствия

Александр Викторович Халявкин

Институт биохимической физики РАН и ФИЦ 
«Информатика и Управление» РАН, Москва, Россия
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Внутритканевые стволовые клетки во  многом ответ-
ственны за поддержание функциональной и структурной 
целостности организма. Они до конца жизни обновляют 
органы и  ткани при физиологической и  репаративной 

регенерации. Но  с  возрастом эти процессы постепенно 
угасают из-за уменьшения пула стволовых клеток и сни-
жения активности оставшихся. Ряд авторов предполага-
ет, что причина этого в неизбежном, как они думают, ста-
рении стволовых клеток in situ. Поэтому, пытаясь этому 
противостоять, адепты современной регенеративной ме-
дицины вводят в организм пожилого реципиента допол-
нительное количество соответствующим образом под-
готовленных стволовых клеток и их продуктов. По другой 
точке зрения количественное и  качественное угасание 
стволового пула не является неизбежным. Поэтому сле-
дует пытаться вмешаться в функционирование сигналь-
ных путей, регулирующих активность пула стволовых 
клеток in situ. Недавно о смене парадигмы и перспектив-
ности именно такого подхода заявил в интервью и прези-
дент Национального общества регенеративной медици-
ны академик В.А. Ткачук. В биогеронтологии, изучающей 
причины и механизмы старения, накоплено много данных 
в пользу именно такого подхода. Во-первых, можно счи-
тать доказанным отсутствие у стволовых клеток лимита 
Хейфлика на  предел клеточных делений. Естественно 
при условии блока их выхода в дифференцировку. В про-
тивном случае они дозревают до  конечного «продукта» 
(нейрона, эритроцита и  т. п.), не  предназначенного для 
делений (так называемая самоубийственная дифферен-
цировка  — в  формулировке И.Л. Черткова). Во-вторых, 
стволовые клетки, в отличие от в значительной степени 
автономных опухолевых, находятся под управлением ре-
гуляторных систем организма и  полностью подчинены 
его нуждам. Их пул и активность всецело зависят от те-
кущих требований, которые предъявляет организму окру-
жающая среда. В  организме система управления и  ре-
гулирования этими процессами достаточно устойчива 
в широком диапазоне значений сигналов среды. Но вы-
ход за пределы диапазона устойчивости управления, свя-
занный с определенным сенсорным голодом и образом 
жизни, приводит к  постоянному снижению, как количе-
ства, так и  активности стволовых клеток. Это снижение 
во многом обратимо при возврате в устойчивый режим 
функционирования. Поэтому изучение управления коли-
чественными и качественными параметрами стволовых 
клеток in situ может оказаться одним из важных направ-
лений в разработке здоровьесберегающих технологий.

Подробнее этот подход изложен на  https://www.
researchgate.net/profile/Alexander_Khalyavkin.

Один из возможных механизмов 
формирования асимметричных 
делений стволовых клеток на примере 
образования вертикальных делений 
полустволовых базальных клеток 
интерфолликулярного эпидермиса

Александр Викторович Халявкин

Институт биохимической физики РАН и ФИЦ 
«Информатика и Управление» РАН, Москва, Россия
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Известно, что стволовые клетки способны делить-
ся как симметрично, так и  асимметрично. В  первом 
случае в  результате деления возникает пара равно-
ценных стволовых клеток, а  во  втором  — стволовая 
клетка и клетка, приступающая к терминальной диффе-
ренцировке. Механизм выбора стволовой клеткой меж-
ду симметричным и  асимметричным делением до  кон-
ца неясен. На  наш взгляд прояснению ситуации может 
способствовать анализ феноменологии возникновения 
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симметричных и  асимметричных делений среди полу-
стволовых клеток базального слоя интерфолликулярных 
участков эпидермиса. Основное отличие этих клеток 
от фолликулярных стволовых базалоцитов только в том, 
что интерфолликулярные базалоциты специализирова-
ны к дифференцировке в одном направлении — только 
в плоские клетки роговых чешуек. При этом как стволо-
вые, так и полустволовые клетки, не ушедшие в диффе-
ренцировку, потенциально способны к неограниченному 
размножению, поддерживая численность своего пула. 
Согласно данным литературы, изначально все деления 
базалоцитов симметричны. При этом известно, что адге-
зия к дермо-эпидермальной границе у базалоцитов, на-
ходящихся в разных стадиях цикла клеточного деления, 
существенно больше, чем у  базалоцитов, находящихся 
в пролиферативном покое. Поэтому симметричное деле-
ние пролиферирующих полустволовых базальных клеток 
интерфолликулярного эпидермиса создает в  нем опре-
деленное популяционное давление. Клеткам становится 
тесно в их нише, и это давление приводит к вытеснению 
некоторых клеток из  базального слоя. Он  всегда одно-
слойный, в отличие от многослойных шиповатого, зерни-
стого, зеркального и рогового слоев. Потому что утрата 
контакта с дермо-эпидермальной границей служит триг-
гером старта процесса дифференцировки. При этом 
в  дифференцировку вытесняются базалоциты, находя-
щиеся в пролиферативном покое, поскольку их адгезия 
к  дермо-эпидермальной границе значительно меньше, 
чем у пролиферирующих базалоцитов. Ситуативное по-
вышение митотической активности эпидермиса приво-
дит к  положению, когда количество клеток базального 
слоя, находящихся в пролиферативном покое, резко па-
дает. Нарастающее популяционное давление приводит 
к  тому, что часть пролиферирующих клеток вынуждена 
менять ориентацию с  горизонтальной (когда оба обра-
зующихся ядра еще не поделившейся клетки находятся 
в базальном слое) на вертикальную (когда одно ядро на-
ходится над другим). После окончания деления полуство-
ловой клетки в такой ориентации, только одна из дочер-
них клеток утрачивает контакт с подложкой и приступает 
к дифференцировке.

Регенеративная медицина и ситуации 
«последней надежды»: моральные 
и правовые проблемы

Светлана Анатольевна Хмелевская

МГУ им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

xmelevsk@mail.ru

Регенеративная медицина находится на  переднем 
крае науки, а  это значит, что целый ряд разрабатывае-
мых в  ней способов лечения болезней еще не  получил 
легальный статус разрешенных в клинической практике. 
Но  для пациентов, находящихся в  ситуации «последней 
надежды», когда традиционные методы лечения не  эф-
фективны, а болезнь прогрессирует, создавая реальную 
угрозу жизни (ситуации «serious сonditions»), возможно, 
что именно среди экспериментальных методов будут те, 
которые предотвратят данную угрозу.

Ситуация «последней надежды» обостряет спектр 
этических и  правовых проблем (среди них: мошенни-
чество, когда под вывеской регенеративной медицины 
сомнительными структурами предлагаются «чудодей-
ственные средства»; формирование  — целенаправ-
ленное или спонтанное  — завышенных ожиданий 
от достижений регенеративной медицины, что создает 

ситуацию «ложной надежды»; проведение исследова-
ний повышенного риска на  пациентах, находящихся 
в анализируемой ситуации и пр.).

Применяя новые методы лечения регенеративной ме-
дицины, исследователь/врач, не  имея злонамеренного 
умысла, может оказаться вне правового «поля» по ряду 
причин: во-первых, регенеративная медицина развива-
ется так быстро, что право не успевает дать адекватную 
юридическую оценку ее новым достижениям; во-вторых, 
существует правовой механизм, касающийся прове-
дения научных исследований на  людях, который не  де-
лает исключений для ситуаций «последней надежды»; 
в-третьих, увлеченность исследователя научным поис-
ком может привести к  недооценке рисков для жизни 
и здоровья пациента, что в дальнейшем чревато судеб-
ными разбирательствами и  возможным привлечением 
к юридической ответственности.

В  целях разрешения обозначенных проблем целе-
сообразно: 1) закрепить нормами права условия обо-
снованного медицинского риска (наличие реальной 
угрозы жизни пациента вследствие его заболевания; 
неэффективность традиционных методов лечения при 
наличии других  — экспериментальных эффективных 
методов лечения, устраняющих данную угрозу и пр.); 2) 
сформулировать правовое решение вопроса о  приме-
нении методов регенеративной медицины в  ситуации 
«serious сonditions», например, как это реализовано 
в  Руководстве «Expedited Programs for Regenerative 
Medicine Therapies for Serious Conditions» (Health 
Department of  the U.S, 2019), в  котором прописаны 
«serious сonditions» (метастатический рак, запущенные 
формы возрастной макулярной дегенерации и пр.), а так-
же алгоритм ускоренного получения легального одобре-
ния на использование метода лечения или лекарства.

Сравнительный транскриптомный 
анализ иммунных маркеров, 
экспрессирумых в мезенхимных 
стволовых клетках, выделенных 
из печени пациентов с циррозом 
и фиброзом
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Иммуномодулирующие свойства мезенхимных ство-
ловых клеток (МСК), выделенных из  различных ткане-
вых источников, известны давно. Иммуномодуляция 
осуществляется мезенхимными клетками как за  счет 
паракринных механизмов, так и за счет экспрессии или 
отсутствия экспрессии ряда иммунных маркеров на по-
верхности МСК. Мы  провели сравнительный транс-
криптомный анализ экспрессии иммунных маркеров, 
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которые потенциально могут опосредовать иммуно-
модулирующие свойства мезенхимных стволовых 
клеток, выделенных из  биоптатов печени пациентов 
с  фиброзом и  циррозом. Исходя из  иммунофенотипа 
печеночных МСК, можно предположить, что эти клет-
ки обладают иммуносупрессивными свойствами, как 
и  большинство МСК, полученных из  других источни-
ков. Отсутствие экспрессии MHC II  класса на  поверх-
ности печеночных МСК свидетельствует о том, что эти 
клетки являются низкоиммуногенными. С  другой сто-
роны, эти клетки, на  высоком уровне экспрессируют 
человеческие лейкоцитарные антигены (HLA) A, B  и  C, 
и β2-микроглобулин, и, следовательно, могут быть ми-
шенью для цитотоксических Т-клеток. Исходя из наших 
данных, печеночные МСК не экспрессируют костимуля-
торных молекул (CD80, CD86 и др.) и иных белков, кото-
рые могут индуцировать иммунный ответ. Печеночные 
МСК экспрессируют такие регуляторные молекулы, как 
CD46 и CD55, участвующие в инактивации белков C3b 
и  C4b комплемента, и  CD59, блокирующий белок ком-
племента C9, что может свидетельствовать о  наличии 
в  этих клетках защитного механизма от  системы ком-
племента. Кроме того, печеночные МСК на  значитель-
ном уровне экспрессируют CD112, который проявляет 
дуалистичную функцию по отношению к Т-клеткам. В за-
висимости от  рецептора, с  которым связывается этот 
белок, может происходить активация или ингибирование 
Т-клеточного ответа. Печеночные МСК экспрессируют 
PD-L1 (CD274), лиганд, который при взаимодействии 
с рецептором (PD1), приводит к ингибированию иммун-
ного ответа. Уровни экспрессии CD55  и  CD274  были 
выше в клетках, выделенных из фиброзной печени, что 
может свидетельствовать о  более высоких иммуносу-
прессивных свойствах этих МСК по сравнению с МСК, 
выделенными из цирротической печени.

Работа выполнена в  рамках Программы фундамен-
тальных научных исследований государственных ака-
демий наук на  2013–2020  г. и  при поддержке гранта 
РФФИ № 18-29-01029.

Лимбальные стволовые клетки, 
полученные из плюрипотентных 
стволовых клеток, как компонент 
тканеинженерной конструкции 
роговицы
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В  настоящее время для целого ряда офтальмологи-
ческих патологий не  существует оптимальных методов 
лечения, что приводит к низкой эффективности терапии 
и  росту инвалидизации пациентов. Поэтому встает во-
прос о  разработке альтернативных подходов к  иссле-
дованию заболеваний и их терапии. Одним из наиболее 
перспективных направлений в этой области представля-
ются клеточные технологии.

При различных патологиях переднего отрезка глаз-
ного яблока часто развивается синдром лимбальной не-
достаточности, возникающий в  результате дисфункции, 
повреждения или гибели лимбальных стволовых клеток 

(ЛСК), которые обеспечивают обновление и  восстанов-
ление эпителия роговицы. Существуют различные подхо-
ды для лечения синдрома лимбальной недостаточности 
и восстановления целостности роговицы, однако не всег-
да удается добиться восстановления поврежденных тка-
ней при помощи традиционных методов, поэтому встает 
вопрос о  разработке клеточных продуктов, способных 
компенсировать потерю функциональности ЛСК и  на-
правленных на восстановление целостности роговицы.

При разработке тканеинженерных конструкций для 
восстановления функциональности лимба и  роговицы 
рассматриваются различные источники клеточного ком-
понента. В настоящее время, наиболее подходящим кле-
точным компонентом таких конструкций считают ЛСК, 
однако целый ряд сложностей при получении аутологич-
ного материала и острая нехватка донорского материала 
накладывают ограничения на  их  применение в  регене-
ративной медицине. Одним из наиболее перспективных 
источников клеточного материала представляются инду-
цированные плюрипотентные стволовые клетки (ИПК), 
направленные в дифференцировку по типу ЛСК. ЛСК, по-
лученные из  ИПК, могут открыть новые перспективные 
подходы не  только в  регенеративной офтальмологии, 
но и при создании различных моделей офтальмологиче-
ских патологий и разработке тест-систем.

ЛСК были получены из  ИПК человека в  бессыво-
роточных условиях, без использования ксеногенных 
компонентов, что является важным условием примене-
ния клеточных продуктов в  регенеративной медицине. 
Полученная популяция была охарактеризована по основ-
ным стволовым маркерам и маркерам дифференциров-
ки, а также показана возможность создания тканеинже-
нерных конструкций с использованием ЛСК из ИПК.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке РФФИ в  рамках научного проекта № 19-34-
90146. Acknowledgments: The reported study was funded 
by RFBR, project number 19-34-90146.

Методы неинвазивной ультразвуковой 
визуализации высокого разрешения 
для оценки качества получаемых 
матриксов и анализа процессов 
их биоразложения
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В связи с бурным развитием и внедрением регенера-
тивной медицины в рутинную медицинскую практику, воз-
никает существенная потребность в  разработке новых 
полимерных материалов, которые бы позволили решить 
широкий спектр задач по  восстановлению поврежден-
ных и  утраченных органов. Особой задачей здесь явля-
ется прогнозирование возможного поведения матрикса 
и  влияния его физических свойств на  пролиферацию 
и  миграцию клеток в  зависимости от  типа формования 
и  используемого полимера. Для решения этой задачи 
перспективным является метод неинвазивной ультра-
звуковой визуализации высокого разрешения. Данная 
методика позволяет не  только в  значительной степени 
снизить трудоемкость анализа полученных образцов 
матриксов, но  и  обеспечивает высокую достоверность 
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информации о внутреннем строении и физических свой-
ствах матриксов. С помощью ультразвуковой микроско-
пии неинвазивно в  оптически непрозрачных матриксах 
были определены их следующие структурные особенно-
сти: направление и  распределение волокон, неоднород-
ность толщины волокон в нетканых материалах, наличие 
полостей, заполненных жидкостью, обнаружение воз-
душных пузырьков при их смачивании, неравномерность 
распределения наполнителя в композитных материалах, 
степень пористости в  губчатых и  гидрогелевых матрик-
сах, вариации плотности. В  процессе получения децел-
люляризированных тканей и органов, с помощью ультра-
звуковой микроскопии установлено влияние протокола 
децеллюляризации на физические свойства полученно-
го внеклеточного матрикса и эффективность применяе-
мого протокола для удаления клеточной составляющей. 
Показана эффективность описываемого метода для 
анализа изменений структуры в композитных матриксах 
в  процессе гидролитической деструкции. Полученные 
данные подтверждены методами классической гистоло-
гии и электронной микроскопии.

Работа выполнена при частичной поддержке гранта 
РФФИ 17-03-01361.

Жизнеспособность адипоцитов 
и фибробластоподобных клеток 
в различных видах липоаспирата
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renelve@gmail.com

В зависимости от цели различают два подхода к под-
готовке липоаспирата: для реконструкции и  увеличения 
мягких тканей предпочтительным является максимальное 
содержание жизнеспособных адипоцитов, тогда как реге-
неративная подразумевает наличие предшественников 
фибробластов и мезенхимальных стромальных клеток.

Наше исследование включило 57  образцов 
жира («macrofat») 19  здоровых женщин в  возрасте 
38,7±11,6 лет, аспирированных методами классической, 
водоструйной и  шприцевой липэктомии, окрашенных 
0,25% трипановым синим. Средняя жизнеспособность 
адипоцитов составила 59%, варьируя от  0% до  100% 
даже в одном образце. Минимальная жизнеспособность 
адипоцитов наблюдалась в  жире, собранном из  молоч-
ной железы в  случае гинекомастии, и  в  одном образце 
«сухой» шприцевой липэктомии — до 100% нежизнеспо-
собных адипоцитов. Минимальная жизнеспособность 
адипоцитов также коррелировала с  большим количе-
ством эритроцитов.

У  одного пациента 92% адипоцитов были нежизне-
способными через 3 часа после операции. В 4 образцах 
через 12 часов до 80% адипоцитов были жизнеспособ-
ными. Через 24 часа 5 образцов имели неокрашенные 
адипоциты в центре конгломерата жира, что может ука-
зывать как на жизнеспособность клеток, так и на недо-
статочное проникновение красителя.

При сравнении различных методик липоаспирации 
установлено, что число жизнеспособных адипоцитов 
было выше при водоструйной и шприцевой липосакции 
(среднее количество — 65%), ниже — при классической 
(55%), однако разница была незначительной (р=0,05).

Доля жизнеспособности адипоцитов в  зависимости 
от участков сбора жира был следующим: голень — 76% 

(20–98%), спина — 67% (30–100%), живот — 57% (0–
98%), ягодицы — 50%, плечи — 38% (15–61%), колени — 
35% (50–80%).

Количество жизнеспособных клеток в  абдоминаль-
ный области 6 образцов липоаспирата в 10, 20 и 30 про-
ходах через фильтр 1,4  мм  составило соответственно 
70%, 66% и  64% адипоцитов и  28%, 26% и  24% фи-
бробластоподобных клеток. При проходах через фильтр 
1,2 мм — 52%, 46%, 42% адипоцитов и 24%, 24%, 16% 
фибробластоподобных клеток. При пассажах через эмуль-
сифицирующий «нано» фильтр — 16%, 12% и 4% адипо-
цитов и 16%, 16%, 6% фибробластоподобных клеток.

Количество жизнеспособных клеток значимо не умень-
шалось после каждого из 30 пассажей. Оно значительно 
уменьшалось только при смене фильтра. Максимальное 
повреждение нанес «нано» фильтр: жизнеспособные 
клетки, как адипоциты, так и фибробластоподобные клет-
ки, уменьшились уже после первого пассажа.

Морфометрия адипоцитов, 
полученных из различных 
анатомических зон

Наталья Игоревна Храмцова, Сергей 
Александрович Плаксин, Артем Юрьевич Соцков

ФГБОУ ВО Пермский государственный медицинский 
университет им. Е.А. Вагнера, Пермь, Россия

renelve@gmail.com

Один из этапов обработки липоаспирата — фильтрация. 
Для расчета оптимальных характеристик фильтров необ-
ходимо знать диаметры адипоцитов и количество адипоци-
тов в конгломератах. Кроме того, жировая ткань является 
активным эндокринным органом. Увеличенный размер 
жировых клеток называется гипертрофией и проявляется 
метаболической дисфункцией, инсулинорезистентностью, 
дислипидемией и аномальной секрецией адипокинов.

Проанализировано 103  образца липоаспирата, взя-
тых из  различных анатомических зон у  50  здоровых 
женщин в  возрасте 41,4±12,1  год, с  индексом массы 
тела 24,3±3,6  кг/м2. Липоаспират содержал жизне-
способные адипоциты в  нативных мазках, выполнено 
8469 измерений.

Конгломераты адипоцитов состояли из 10–250 кле-
ток в зависимости от диаметра канюли при заборе и при-
менения анаэробных фильтров.

Диаметры адипоцитов измеряли в продольном и по-
перечном направлениях относительно ячеек камеры 
Горяева, имеющих диаметр 50  мкм, расчетная погреш-
ность измерений составила 8,9 мкм.

Форма адипоцитов в  мазках была не  сферической, 
а неправильной, многоугольной или овальной.

Диаметр адипоцитов варьировал от  15,91 
до  180,72  мкм, в  среднем составив 62,6±21,6  микро-
метра (медиана  — 59,4), доверительный интервал 
95%  — 61,8–62,8  микрометра. Минимальный  — 15,7, 
максимальный — 180,8 микрометра.

Диаметр адипоцитов слабо коррелировал с  массой 
тела (R=0,07; p=0,0001), чуть сильнее — с индексом мас-
сы тела (R=0,12; p=0,0001). Также обнаружена слабая 
обратная корреляция диаметра адипоцитов с возрастом 
(R=-0,08; p=0,0001) и ростом (R=-0,04; p=0,004).

Диаметр адипоцитов в  различных областях в  среднем 
равнялся: бедра — 61,9±18,3 мкм; живот — 59,4±19,0 мкм; 
колени  — 62,2±23,2  мкм; подлопаточная область  — 
57,7±16,3  мкм; поясница  — 56,5±18,0  мкм; плечо  — 
63,5±19,8 мкм; ягодицы — 57,2±14,5 мкм.
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Для определения изменения диаметров адипоцитов 
при их  хранении мы  проанализировали 14  образцов 
жира в  течение 24  часов после липоаспирации и  2  об-
разца в  течение 2  дней. Липоаспират хранился в  плот-
но закрытых шприцах в физиологическом растворе при 
комнатной температуре. Тест на жизнеспособность с по-
мощью витального окрашивания трипановым синим был 
положительным для 50% клеток. В 5 из 16 случаев раз-
меры адипоцитов были меньше исходных с диапазоном 
колебаний в пределах 10 мкм (р <0,0001). В 3 случаях 
на следующий день и в 1 случае через 2 дня диаметры 
существенно не изменились. В 6 случаях на следующий 
день и в 1 пробе через 2 дня диаметры адипоцитов стали 
больше, в пределах 10 микрометров (р=0,007).

Характеристика повреждения клеток 
при фильтрации липоаспирата

Наталья Игоревна Храмцова, Артем 
Юрьевич Соцков, Сергей Александрович 
Плаксин, Наталия Ивановна Гуляева

ФГБОУ ВО Пермский государственный медицинский 
университет им. Е.А. Вагнера, Пермь, Россия

sozkov1998a@mail.ru

Регенеративный потенциал жировой ткани опреде-
ляется количеством жизнеспособных клеток стромаль-
но-васкулярной фракции, объемный эффект  — числом 
жизнеспособных адипоцитов. Один из этапов подготовки 
липоаспирата — его фильтрация. Известно, что каждый 
из  пассажей липоаспирата через анаэробный фильтр 
значимо не  снижает жизнеспособности клеток. Однако 
степень повреждения клеток при переходе от  фильтра 
к фильтру достаточно не изучена.

Нами изучено 6  образцов липоаспирата, взятых 
из  абломинальной области у  здоровых женщин. Для 
фильтрации жира поочередно применялись анаэроб-
ные клеточные фильтры 1,4  мм, 1,2  мм  и  эмульсифи-
цирующий фильтр, содержащий сетку («нанофильтр»). 
Каждые 10  пассажей тонким слоем наносились мазки 
липоаспирата, которые затем фиксировались ацетоном 
и  окрашивались гематоксилином и  эозином. Степень 
повреждения клеток оценивалась для адипоцитов и фи-
бробластоподобных клеток (морфологически имеющих 
структуру фибробласта).

Число разрушенных адипоцитов при применении 
фильтра 1,4  мм  каждые 10  пассажей составило 4%, 
8% и  12%, фибробластоподобных клеток  — 0%, 0% 
и  2% соответственно. В  мазках определялись непо-
врежденные фибробластоподобные клетки, находя-
щиеся среди элементов соединительной ткани, и  ади-
поциты, у части из которых отмечалась фрагментация 
цитоплазмы. Количество эритроцитов уменьшалось 
пропорционально числу пассажей.

При использовании фильтра 1,2 поврежденные ади-
поциты обнаружены в  количестве 20%, 26% и  26%, 
поврежденные фибробластоподобные клетки  — 4%, 
6% и 6% соответственно при каждом из 10 пассажей. 
Фибробластоподобные клетки находились преимуще-
ственно среди соединительнотканных тяжей, послед-
ние при увеличении числа пассажей постепенно теряли 
целостность клеточной структуры. У  части фибробла-
стоподобных клеток была нарушена целостность кле-
точной структуры. Наибольшая степень повреждения 
определялась у  отдельно лежащих адипоцитов, мень-
шая  — в  клеточных конгломератах. Эритроциты в  маз-
ках практически не встречались.

Применение эмульсифицирующего («нано») филь-
тра привело к  значительному разрушению адипоцитов 
до  56%, 58% и  78%, фибробластоподобных клеток  — 
до 10%, 14% и 12% соответственно каждые 10 пассажей. 
Морфологически определялись разрушение ядер клеток 
с  образованием внутриядерных вакуолей и  конденсация 
хроматина в разрушающихся ядрах клеток. Определялись 
единичные остатки волокон соединительной ткани, боль-
шую часть мазка занимал гомогенный жир.

Изучение молекулярных механизмов 
аритмогенной кардиомиопатии 
на модели иПСК-кардиомиоцитов: 
фокус на GSK3B киназу

Александр Александрович Худяков1, Анастасия 
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Аритмогенная кардиомиопатия (АКМП) — гетероген-
ное заболевание, проявляющееся нарушениями сер-
дечного ритма и развитием сердечной недостаточности. 
На  молекулярном уровне заболевание характеризуется 
нарушением структуры вставочных дисков, состоящих 
из более двухсот белков, среди которых белки десмосом, 
ионные каналы и сигнальные белки. Существуют данные 
о том, что ингибиторы GSK3B киназы способны предот-
вращать развитие АКМП на  животных моделях, однако 
детальные молекулярные механизмы этого эффекта 
остаются неизученными.

Целью исследования являлось изучение молекуляр-
ных механизмов АКМП и тестирование различных под-
ходов к восстановлению функции кардиомиоцитов, нару-
шенной при заболевании.

В  ходе исследования использовались линии иПСК 
от  пациента с  АКМП, являющегося носителем двух му-
таций в гене плакофиллина-2 и линии иПСК от здорово-
го донора. иПСК дифференцировали в  кардиомиоциты 
методом модуляции сигнального пути Wnt. Потенциал-
чувствительные натриевые токи регистрировали, ис-
пользуя стандартную технику фиксации потенциала 
на  мембране. Для оверэксперии PKP2  и  GSK3B карди-
омиоциты трансдуцировали лентивирусными частицами. 
Для ингибирования GSK3B кардиомиоциты обрабатыва-
ли малыми молекулами SB216763 и CHIR99021.

Было показано, что кардиомиоциты от  пациента 
с  АКМП обладают пониженной экспрессией PKP2, 
а  также пониженной активностью сигнального пути 
Wnt/b-catenin по  сравнению с  контрольными iPSC-
CM. Электрофизиологические исследования выявили 
значительное снижение плотности натриевого тока 
в  кардиомиоцитах пациента с  АКМП (в  5,6±1,7  раза). 
Трансдукция кардиомиоцитов пациента с помощью лен-
тивирусов, несущих PKP2 дикого типа, приводила к вос-
становлению натриевого тока и активности сигнального 
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пути Wnt/b-catenin. Ингибирование GSK3B киназы 
в  кардиомиоцитах пациента приводило к  полному вос-
становлению натриевого тока в кардиомиоцитах пациен-
та, в то время как оверэкспрессия конститутивно актив-
ной формы GSK3B вызывала снижение натриевого тока 
в контрольных клетках.

Таким образом, было показано, что мутации в  гене 
PKP2, ассоциированные с  АКМП, приводят как к  нару-
шению активности сигнальных путей, так и к нарушению 
электрофизиологических характеристик кардиомиоци-
тов, что указывает на взаимосвязь этих процессов. Было 
показано, что GSK3B играет важную роль в  регуляции 
активности сигнального пути Wnt/b-catenin и плотности 
натриевого тока.

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ 
(18-315-0017719) и РНФ (19-75-00070).
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Многочисленные исследования указывают на  зна-
чимую роль эпикарда в  формировании клеток-предше-
ственниц и  митогенных сигналов, контролирующих раз-
витие и репарацию сердца, что делает его потенциальной 
мишенью для терапевтического воздействия. Однако 
идентификация прогениторных клеток эпикарда (ПКЭ) 
и изучение механизмов их активации крайне затруднены 
в связи с анатомическими особенностями расположения 
сердца и необходимостью использования соответствую-
щих трансгенных животных. В связи с этим разработка 
метода визуализации ПКЭ является актуальной задачей.

Цель исследования: разработать метод визуализа-
ции прогениторных клеток эпикарда.

Методы. В  работе использованы мыши линии 
C57Bl6. Для визуализации клеток эпикарда в полость 
перикарда вводили 20  мкл красителя PKH26, инку-
бировали 5  мин., затем удаляли перикард с  помощью 
операционных ножниц. Инфаркт миокарда моделиро-
вали путем перевязки передней нисходящей коронар-
ной артерии. Визуализацию маркеров ПКЭ проводили 
на криосрезах с использованием метода иммунофлуо-
ресцентного окрашивания.

Результаты. Показано, что введение в  полость пе-
рикарда флуоресцентного красителя PKH26  с  после-
дующей кратковременной инкубацией и  снятием пери-
карда способствует внесению флуоресцентной метки 
в  эпикардиальный слой клеток. В  неповрежденном 
миокарде PKH26+ клетки эпикарда сохраняют жизне-
способность, межклеточное взаимодействие на  основе 
плотных контактов (E–кадгерин, ZO1) и  низкий уровень 
пролиферации. После инфаркта миокарда происходит 
«разобщение» эпикардиального слоя клеток, утолщение 
субэпикардиальной области, содержащей пролифериру-
ющие PKH26+ клетки. Часть меченных ПКЭ мигрируют 
в нижележащие слои миокарда и экспрессируют марке-
ры гладкомышечных клеток и фибробластов.

Таким образом, введение флуоресцентного красите-
ля PKH26 в полость перикарда позволяет визуализиро-
вать клетки эпикарда и их производные как в отсутствии 
повреждения, так и после инфаркта, что может быть ис-
пользовано для изучения их функций и разработки тера-
певтических средств таргетного воздействия на эпикард.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РНФ № 19-15-00384, РФФИ № 18-015-00438.

Разработка и валидация 
комбинированной методики 
детекции микоплазм в человеческих 
клеточных линиях

Александр Андреевич Чапленко

ФГБУ Научный центр экспертизы средств 
медицинского применения Минздрава России, 
Москва, Россия

a.a.chaplenko@yandex.ru

Оценка микоплазменной контаминации  — важный 
этап контроля качества клеточных линий, используемых 
при производстве биомедицинских клеточных продуктов. 
Предложенные в ГФ XIV методы анализа: микробиологи-
ческий (культуральный) и цитохимический (индикаторной 
клеточной культуры) выполняются в течение нескольких 
суток, сложно стандартизуются, а  их  результат субъек-
тивно интерпретируется оператором. Альтернативные 
молекулярно-генетические методы анализа, наиболее 
широко используемым из  которых является ПЦР, отли-
чаются экспрессностью, однако менее чувствительны.

Для достижения предела обнаружения микоплаз-
мы, соответствующего фармакопейным требовани-
ям, в  проводили предварительное концентрирование 
испытуемых образцов  — суспензий клеточной линии 
DF-2, 3×105 кл./мл (соответствует примерному содер-
жанию клеток в продуктах клеточной терапии), в кото-
рые внесены микроколичества микоплазм M. arginini 
и  A. laidlawii. Концентрирование проводили одним 
из  двух способов: центрифугированием при 12000g 
(для осаждения клеток микоплазм) с  последующим 
отбрасыванием супернатанта или центрифугальной 
ультрафильтрацией с  использованием концентрато-
ра VivaSpin 6 100 kDa. Согласно полученным данным, 
каждый из предложенных способов концентрирования 
образцов обеспечивает надежную детекцию при их со-
держании, равном 10 КОЕ/мл.

В  качестве ключевых валидационных параметров 
аналитических методик детекции посторонних приме-
сей, нормируемых по  пределу содержания (к  которым 
относятся, в  т. ч. микоплазмы), в  соответствии с  ГФ  XIV 
и  EP  9.0, рассматривают «Специфичность» и  «Предел 
обнаружения». Специфичность методик ПЦР-детекции 
микоплазм определяется селективностью связывания 
праймеров, входящих в  тест-системы и  валидируется 
на стадии разработки таких наборов.

Предел обнаружения (LOD) методик ПЦР-анализа 
невозможно оценить по  соотношению «сигнал-шум», 
поскольку сигнал холостого образца отсутствует. 
Подходом, позволяющим избежать подобного выбора, 
является вероятностный способ оценки предела обнару-
жения. Как было показано ранее, вероятность детекции 
аналита в образце методом ПЦР в концентрациях, близ-
ких к пределу обнаружения описывается функцией рас-
пределения Пуассона. Таким образом, можно принять 
LOD равным концентрации, обнаруживаемой с заданной 
статистически значимой вероятностью (95%).



252 МАТЕРИАЛЫ IV Национального конгресса по регенеративной медицине

Гены & Клетки  XIV, Приложение, 2019

Предел обнаружения M. arginini в  клеточных линиях 
с использованием разработанной методики, таким обра-
зом, составил 6,95 КОЕ/мл, A. laidlawii — 3,95 КОЕ/мл. 
Оба значения удовлетворяют требованиям EP, USP и ГФ.

Использование гидрогеля 
из биоматериала пуповины человека 
для восстановления повреждений 
суставного хряща

Сергей Валерьевич Чеботарёв, Владимир 
Васильевич Хоминец, Лидия Ивановна 
Калюжная, Алексей Сергеевич Гранкин, 
Артем Владимирович Барабанов

Военно-медицинская академия им. С.М. Кирова, 
Санкт-Петербург, Россия

Chebotarev-sergei@rambler.ru

Введение. Лечение травматических повреждений 
суставного гиалинового хряща представляет большую 
проблему в ортопедии из-за особенностей его строения. 
Эффективной терапевтической стратегии, приводящей 
к  восстановлению нативного хряща в  настоящее время 
нет, к тому же существующие методы требуют открытых 
операций и  осуществляются в  несколько этапов. В  по-
следнее десятилетие инъекционные гидрогели стали пер-
спективными биоматериалами, в  значительной степени 
благодаря биосовместимости, структурной схожести 
внеклеточного матрикса, отличной проницаемости для 
клеток и возможности использования в виде минималь-
но-инвазивных процедур. Вартонов студень представляет 
собой твердую слизистую ткань, окружающую сосуды пу-
повины и состоящую из внеклеточного матрикса и мезен-
химальных клеток. Внеклеточный матрикс имеет схожее 
строение с матриксом гиалинового хряща, представлен-
ное коллагенами разных типов, гликопротеинами, протео-
гликанами, каждый из компонентов рассматривается, как 
терапевтический агент для регенеративной медицины.

Цель. Экспериментально доказать эффективность 
гидрогеля из Вартонова студня пуповины в лечении трав-
матического повреждения гиалинового хряща.

Материалы и  методы. В  исследование включено 
12 кроликов породы шиншилла. Всем животным был сфор-
мирован костно-хрящевой дефект нагружаемой зоны ме-
диального мыщелка правой бедренной кости. Первой груп-
пе группе животных (7 особей) в полость оперированного 
сустава трехкратно вводили 0,4  мл  0,9% раствор натрия 
хлорида, аналогично второй группе (5 особей) 0,4 мл — ги-
дрогель из биоматериала пуповины. Спустя 60 суток всем 
животным выполнено МРТ коленных суставов с  оценкой 
глубины и диаметра сформированного дефекта.

Результаты. Средний диаметр дефекта в  первой 
и  второй группах составил 3,2  и  2,8  мм  соответствен-
но. Средняя глубина в первой и второй группах составил 
3,0 и 2,7 мм соответственно. Обнаружено статистически 
значимое увеличение размеров дефекта в  группе, ле-
ченной физраствором, и  достоверное уменьшение глу-
бины дефекта в группе, леченной гидрогелем пуповины 
(р<0,05). Нами не  было выявлено каких-либо осложне-
ний при интраартикулярном введении гидрогеля из био-
материала пуповины.

Вывод. Бесклеточный матрикс Вартонова студня пу-
повины, использованный виде инъекционного гидрогеля 
и введенный в полость травмированных коленных суста-
вов кроликов к 60 суткам после повреждения приводит 
к частичному уменьшению глубины и площади моделиро-
ванных дефектов суставного хряща.

Цитотоксичность сиролимуса, 
паклитакселя и диклофенака против 
первичных и трансформированных 
клеток
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Сергеевна Черноносова1, 3, Алена 
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Рестеноз стентированного сегмента артериальной 
стенки — ключевая проблема эндоваскулярной хирургии. 
Использование стентов сосудов с лекарственным покры-
тием (ССЛП) (как правило, на стенты наносят препараты 
ряда лимусов или паклитаксель, обладающие цитотокси-
ческим и иммуномодуляторным действием) не позволи-
ло существенно улучшить эффективность стентирования 
по  данным последних рандомизованных многоцентро-
вых исследований. Одной из причин низкой эффективно-
сти ССЛП может являться использование некорректных 
доз препаратов и  неэффективной системы их  доставки 
в сосудистую стенку.

В  представленной работе исследована цитотоксич-
ность обычно наносимых на  стенты препаратов  — си-
ролимуса (СЛ) и паклитакселя (ПТК), а  также предлага-
емых для покрытия стентов НПВС диклофенака (ДФ). 
Исследование выполнено на первичных клетках челове-
ка — эндотелиоцитах из пупочной вены (HUVEC), гладко-
мышечных клетках (SMC) из сонной артерии, фибробла-
стах из ткани десны (GF), а также на трансформированны 
клетках линий HeLa и HepG2.

ДФ вплоть до концентрации 10 мкг/мл не оказыва-
ет цитотоксического действия на клетки HeLa и HepG2, 
а начиная с 25 мкг/мл жизнеспособность клеток резко 
снижается достигая 50% при 50  мкг/мл. Первичные 
клетки были более устойчивы к  действию ДФ  — жизне-
способность SMC и GF сохраняется на уровне 60–70% 
при концентрации 200 мкг/мл, HUVEC сохраняли такую 
же жизнеспособность при концентрации 100 мкг/мл.

ПТК ингибирует пролиферацию HUVEC с 0,5 нг/мл, 
а при 5 нг/мл на 50%. Для клеток HeLa и GF аналогич-
ные эффекты наблюдаются при в 10 раз более высоких 
концентрациях ПТК. HepG2  и  SMC замедляли рост при 
5  нг/мл, однако гибель 50% клеток наблюдается при 
концентрации 500 нг/мл.

Цитотоксический эффект СЛ наблюдается при кон-
центрации 1  нг/мл, однако повышение концентрации 
до  2  мкг/мл  не  приводит к  существенному снижению 
жизнеспособности которая остается на  уровне 60–
70% для HUVEC, GF, HeLa, и  на  уровне 80–90% для 
HepG2 и SMC.

Полученные данные демонстрируют более высокую 
устойчивость к  цитостатикам медленно пролиферирую-
щих первичных клеток (особенно GF  и  SМC). Поскольку 
SMC являются основным источником роста неоинтимы 
и  рестеноза полученные данные позволят оптимизиро-
вать требуемую дозу препаратов в покрытиях стентов.
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Исследование было поддержано грантом РНФ 
№ 18-15-00080  и  частично Проектом базового бюд-
жетного финансирования ПФНИ ГАН 2013–2020 
№ АААА-А17-117020210026-2.
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В  последнее время биомеханическим характери-
стикам тканеинженерных конструкций уделяется все 
больше внимания при изучении механизмов клеточной 
дифференцировки, патогенеза различных заболеваний 
или стимуляции регенерации тканей. Механическое воз-
действие биополимерного матрикса, из  которого в  ко-
нечном счете создается тканеинженерная конструкция 
и, в  котором находятся клетки, может оказывать суще-
ственное влияние на их поведение. Клетки воспринима-
ют и  преобразовывают механические сигналы в  биохи-
мические и  могут придавать матриксу новые свойства. 
Значительный прогресс достигнут в  исследовании по-
ведения клеток в коллагеновом матриксе низкой плотно-
сти, однако поведение клеток внутри плотного коллаге-
нового матрикса остается мало изученным. Между тем, 
применение биополимерных матриксов высокой плот-
ности, изготовленных из коллагена, в тканеинженерных 
конструкциях представляет большой интерес, поскольку 
из них можно создавать стабильные и масштабируемые 
объемные структуры, в том числе методом 3D биопечати, 
для дальнейшего клинического применения.

Целью работы является установить, как различия 
в механике матрикса влияют на поведение клеток дер-
мы человека при in  vitro культивировании в  трехмер-
ном коллагеновом матриксе. Для изготовления био-
полимерного матрикса использовали коллаген I  типа 
(Viscoll®, ООО фирмы «Имтек», Россия). Клетки дермы 
кожи культивировали в коллагеновых гелях, жесткость 
которых варьировали путем изменения концентрации 
коллагена I  типа. Исследовали различия по  выживае-
мости и  пролиферативной активности клеток в  зави-
симости от  жесткости матрикса. Также изучили зави-
симость морфологии и  динамики дермальных клеток 
от жесткости матрикса с помощью цейтраферной съем-
ки. Прервичные результаты свидетельствуют о том, что 
клетки дермы человека сохраняют высокую жизнеспо-
собность и пролиферативную активность в коллагено-
вом геле высокой плотности. Скорость передвижения 
клеток в коллагеновом гидрогеле и проходимая дистан-
ция снижается при повышении концентрации коллагена 

с 5 до 10 мг/мл, однако при дальнейшем увеличении 
концентрации коллагена до 40 мг/мл — не изменяется. 
Скорость распластывания клеток снижается по  мере 
повышения плотности матрикса.

Совместное применение биофизических подходов 
и методов клеточной биологии позволит определить ме-
ханопрочностные характеристики получаемых конструк-
ций и их влияние на клеточную активность в составе тка-
неинженерных конструкций.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 19-29-04060.

Репаративная регенерация скелетных 
мышц у животных с мутацией в гене 
DYSF

Ольга Николаевна Чернова1, Михаил 
Олегович Мавликеев1, Андрей Павлович 
Киясов1, Роман Вадимович Деев2, 3

1 � Институт фундаментальной медицины и биологии, 
Казанский (Приволжский) федеральный 
университет, Казань, Россия;

2 � Северо-Западный государственный медицинский 
университет им. И.И. Мечникова, Санкт-Петеребург, 
Россия;

3 � Институт стволовых клеток человека, Москва, 
Россия

olgachernova92@yandex.ru

Известно, что большое количество белков сарко-
леммы ответственны за  репарацию мышечных воло-
кон (МВ). Одним из таких белков является дисферлин, 
кодируемых геном DYSF. При мутации в  этом гене 
регенеративная способность мышечных волокон сни-
жается, что приводит к атрофии и некрозу мышц. У че-
ловека мутации в  гене DYSF сопровождаются слабо-
стью и  атрофией скелетных мышц преимущественно 
таза и  нижних конечностей, что приводит к  развитию 
дисферлинопатий. Для изучения данной группы на-
следственных заболеваний выделен ряд линейных жи-
вотных с мутацией в каузальном гене. Одной из таких 
линий являются мыши линии Bla/J.

Целью исследования стала патоморфологическая 
оценка репаративного рабдомиогенеза у  мышей линии 
Bla/J.

Материалы и  методы. В  медиальную головку 
правой икроножной мышцы всем животным вводили 
100  мкл 0,1% раствора новокаина 16  мышам линии 
Bla/J  (экспериментальная группа) и  16  мышам линии 
C57Bl/6 (контрольная группа). Выведение животных 
осуществляли на  2, 4, 10  и  14  сутки после инъекции. 
Парафиновые срезы окрашивали гематоксилином и эо-
зином, по Маллори, иммуногистохимически с антитела-
ми к α-ГМА, Ki67, миогенину, тяжелым цепям быстрого 
и  медленного миозинов. Морфометрия срезов была 
произведена в программе ImageJ (NIH, США).

В  ходе исследования были изучены процессы ре-
паративной регенерации: альтерация, пролиферация, 
дифференцировка и  ремоделирование скелетных 
мышц. Доля некротизированных МВ  была достоверно 
выше у  мышей линии Bla/J  до  14  сут. (7,4(5,4; 9,9)% 
против 2,5(1,5;3,1)%). Индекс пролиферации в мышеч-
ных клетках и  инстерситии снижался в  обеих группах 
со  2  по  14  сут., однако был ниже у  мутантных мышей, 
что говорит о более низкой пролиферативной активно-
сти скелетных мышц в условиях отсутствия дисферлина. 
Доля миогенин-позитивных ядер оставалась на  более 
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низком уровне у  животных с  мутацией в  гене DYSF, 
что может быть обусловлено снижением регенератор-
ного потенциала скелетных мышц в  течение миоди-
строфии. Доля соединительной ткани была достоверно 
выше в  экспериментальной группе на  всех изучаемых 
сроках, однако не превышала 0(0,1;0,8)%. Показатели 
сосудистой плотности и  индекса пролиферации эндо-
телиоцитов оставались ниже у мышей линии Bla/J, что 
подстверждает описанное в  литературе участие дис-
ферлина в ангиогенезе.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Казанского (Приволжского) федерального университета.

Материалы для инженерии 
кровеносных сосудов на основе 
полиуретанов, изготовленные 
методом электроспиннинга

Вера Сергеевна Черноносова1, 2, Александр 
Александрович Гостев2, Иван Сергеевич 
Мурашев2, Андрей Анатольевич Карпенко2, 
Павел Петрович Лактионов1, 2

1 � Институт химической биологии и фундаментальной 
медицины CO РАН, Новосибирск, Россия;

2 � Национальный медицинский исследовательский 
центр им. Е.Н. Мешалкина Министерства 
здравоохранения Российской Федерации, 
Новосибирск, Россия
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Важными свойствами материалов используемых 
для изготовления протезов сосудов являются био- и ге-
мосовместимость, стабильность структуры в  процессе 
эксплуатации. В  представленной работе исследованы 
свойства комбинированных материалов, изготовленных 
методом электроспиннинга из  растворов полиуретанов 
(ПУ) Tecoflex EG-80A (Тес) и  Pellethane 2363-80A (Pel) 
с белками в условиях in vitro и in vivo.

Для улучшения адгезии эндотелиоцитов и их пред-
шественников в  матриксы вводили желатин, для 
улучшения гемосовместимости  — бивалирудин. 
По  данным сканирующей электронной микроско-
пии все материалы имели волокнистую структуру 
(диаметр волокон 1,12±0,44÷1,39±0,6  мкм, размер 
пор 3,6±1,3÷5,8±2,7  мкм). Было показано, что со-
отношение ПУ  и  белка в  растворе для электроспин-
нинга влияет на  механические свойства матриксов. 
Наилучшими механическими свойствами обладали 
материалы, изготовленные из 5% Tec с добавлением 
15% желатина и 3,5% Pel с добавлением 5–10% же-
латина (вес/объем, вес/вес).

Биосовместимость материалов на  основе ПУ  была 
исследована в экспериментах in vitro с использованием 
эндотелиальных клеток человека и Alаmar Blue реагента. 
Показано, что клетки эффективнее адгезируют и  про-
лиферируют на  матриксах на  основе Tec по  сравнению 
с матриксами на основе Pel. Обнаружено, что введение 
желатина в состав матриксов приводит не только к улуч-
шению связывания эндотелиальных клеток, но и к повы-
шенному связыванию клеток крови с поверхностью ма-
триксов. Добавление бивалирудина в состав матриксов, 
не  оказывает влияния на  связывание эндотелиоцитов, 
но и препятствует адгезии клеток крови.

Протезы сосудов на  основе ПУ  и  контрольные про-
тезы из  е-PTFE были имплантированы в  брюшную 
аорту крыс на  срок до  6  месяцев. Данные обзорной 
микроскопии и  УЗИ-исследования свидетельствуют 

об увеличение толщины неоинтимы в протезах из е-PTFE 
через 3 и 6 месяцев функционирования по сравнению 
с  протезами на  основе ПУ. Данные гистологического 
и иммуногистохимического исследования демонстриру-
ют, что протезы сосудов из  e-PTFE более подвержены 
кальцификации и  обрастанию парапротезной тканью, 
а внутренняя поверхность протезов на основе ПУ более 
плотно заселена эндотелиоцитами (экспрессия Factor 
VIII). Таким образом, протезы на основе ПУ с добавлени-
ем биополимеров могут быть рекомендованы для даль-
нейших клинических исследований.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ 
№ 17-75-30090 и  проекта базового бюджет-
ного финансирования ПФНИ ГАН 2013–2020 
№ АААА-А17-117020210026-2.

Влияние предварительной 
гормонотерапии дексаметазоном 
на остеогенную дифференцировку 
мультипотентных клеток жировой 
ткани кролика

Михаил Витальевич Черноруцкий, 
Ольга Викторовна Волкова, Михаил 
Николаевич Калинкин, Майя Борисовна 
Белякова, Наталья Валериевна Костюк, 
Михаил Владимирович Миняев

ФГБОУ ВО «Тверской Государственный медицинский 
университет» Минздрава России, Тверь, Россия

michail1911@mail.ru

Дифференцировка клеток in  vitro в  остеогенном на-
правлении зависит не  только от  условий пребывания 
в  культуре, но  и  исходного состояния организма  — до-
нора клеток. В  данной работе сравнивали способность 
к дифференцировке в остеогенном направлении мульти-
потентных клеток жировой ткани от животных, длительно 
получавших стероидный гормон, и от обычных доноров.

Кроликов делили на  две группы: контрольные 
и  опытные (внутримышечные инъекции дексаметазо-
на по  0,2  мл/кг, 21  день). Извлеченные с  соблюде-
нием биоэтики экспланты жировой ткани в  течение 
двух недель культивировали в среде DMEM с высоким 
содержанием глюкозы и  добавлением BS, после чего 
фрагменты ткани извлекали. Далее часть культур была 
индуцирована в остеогенном направлении (индуцирую-
щая смесь: β-глицерофосфат + аскорбиновая кислота 
+ дексаметазон). Состояние культур оценивали путем 
микроскопирования нативных препаратов, потерю ли-
пидных включений фиксировали окраской Oil Red O, 
выявление очагов минерализации проводили с  помо-
щью ализаринового красного.

Во всех случаях популяция мигрирующих из эксплан-
тов клеток состояла преимущественно их  выраженных 
адипоцитов  — крупных сферических клеток, заполнен-
ных жировыми каплями. По  мере культивирования они 
активно теряли жировые включения, приобретая фи-
бробластоподобную форму. В  популяции клеток от  кон-
трольных животных морфологического разнообразия 
до индукции нами отмечено не было. В популяции клеток 
от опытных животных при длительном культивировании 
отмечены области высокой плотности, склонные к депо-
нированию кальция, что подтверждалось окраской али-
зариновым красным. Большой интерес представляли 
многочисленные крупные, широкораспластанные клет-
ки с  несколькими ядрами и  секреторными вакуолями, 
предположительно остеокласты, которые формировали 
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стабильную популяцию на протяжении нескольких меся-
цев. Примечательно, что индуцированные на остеогенез 
клетки от  контрольных животных демонстрировали бо-
лее гетерогенную морфологию, в  которой также встре-
чались крупные многоядерные клетки, однако продолжи-
тельность их  жизни в  культуре составляла всего около 
10 дней. При окраске степень минерализации внеклеточ-
ного матрикса менее выражена, чем в опытном образце.

В  данной работе впервые показано, что дедиффе-
ренцированные клетки жировой ткани, полученные 
от  животного с  предшествующей гормонотерапией ин-
тенсивно и  стойко дифференцируются в  остеогенном 
направлении.

Ультраструктурная организация 
эндотелиоцитов кровеносных 
капилляров миокарда молодых 
и старых крыс с алиментарным 
ожирением на фоне введения 
криоконсервированных 
ядросодержащих клеток кордовой 
крови

Елена Александровна Чернявская

Институт проблем криобиологии и криомедицины 
НАН Украины, Харьков, Украина

elena_chernyavskaya@ukr.net

Ожирение  — патологическое состояние организма, 
основным компонентом которого является избыточное 
накопление жира, приводящее к увеличению массы тела. 
Наиболее распространенной формой является алимен-
тарное ожирение (АО). Особый интерес представляет 
возможность коррекции функциональных нарушений 
при АО с помощью препаратов, полученных из кордовой 
крови, которая является уникальной субстанцией с раз-
нонаправленной биологической активностью.

Целью было изучить особенности изменений ультра-
структуры эндотелиоцитов кровеносных капилляров ми-
окарда молодых и  старых крыс с  АО  на  фоне введения 
ядросодержащих клеток кордовой крови (ЯСК КК).

Исследования выполнены на  белых 6- и  24-месяч-
ных беспородных крысах-самцах. Каждая возрастная 
группа была разделена на  3  подгруппы: контрольные 
крысы; крысы с АО; крысы с АО, которым вводили ЯСК 
КК. Моделирование АО  осуществляли по  методике 
В.Г. Баранова. Размороженный препарат ЯСК КК  че-
ловека вводили внутрибрюшинно, однократно в  дозе 
3×105 CD34+ кл./кг веса животных. Животных выводили 
из эксперимента путем декапитации на следующие сутки 
и через месяц после введения ЯСК КК, производя забор 
кусочков ткани миокарда для электронно-микроскопиче-
ского исследования.

Показано, что в  ультраструктуре органелл эндотели-
оцитов кровеносных капилляров миокарда как молодых, 
так и  старых контрольных крыс развивается митохон-
дриальная недостаточность. Изменения ультраструктур-
ной организации эндотелиальных клеток контрольных 
животных с  моделью АО  свидетельствуют о  развитии 
катаболических процессов, что подтверждалось деструк-
циями мембран гранулярной эндоплазматической сети, 
редукцией пластинчатого цитоплазматического ком-
плекса Гольджи, а также появлением включений липидов 
и вторичных лизосом в цитоплазме.

На следующие сутки после введения ЯСК КК в эндо-
телиальных клетках кровеносных капилляров миокарда 
животных двух возрастных групп наблюдалась слабо 

выраженная активация трансцеллюлярного транспор-
та веществ, воды и  электролитов. Это проявлялось 
увеличением числа микропиноцитозных пузырьков 
в  цитоплазме отростков эндотелиоцитов кровеносных 
капилляров миокарда. В  более отдаленные сроки экс-
перимента (через месяц после воздействия) было вы-
явлено повышение активности метаболических и репа-
ративных процессов, что подтверждалось увеличением 
количества рибосом, полисом и гранул гликогена, а так-
же уменьшением включений липидов и  липофусцина. 
Наиболее выражены данные изменения были отмечены 
у старых 24-месячных животных.

Нарушение чувствительности 
к норадреналину 
в иммортализованных мезенхимных 
стромальных клетках

Вадим Игоревич Чечехин, Анастасия 
Михайловна Иванова, Петр Алексеевич 
Тюрин-Кузьмин, Вероника Юрьевна 
Сысоева, Наталья Игоревна Калинина

МГУ им. М.В. Ломоносова, факультет 
фундаментальной медицины, Москва, Россия

v-chech@mail.ru

Мезенхимные стромальные клетки (МСК) выявля-
ются в большинстве тканей организма и играют ключе-
вую роль во многих процессах, включая поддержание го-
меостаза жировой ткани. Функциональная активность 
МСК регулируется гормонами и  нейромедиаторами, 
одним из  ключевых является норадреналин. Ранее 
в  нашей лаборатории в  МСК был найден феномен 
гетерологической сенситизации альфа1А-адреноре-
цепторов, который связан с  переключением с  цАМФ 
на  кальций-зависимую внутриклеточную сигнализа-
ция, что ведет к  повышению чувствительности МСК 
к  норадреналину. Ранее схожий механизм был обна-
ружен только в  эмбриональных клетках. Также было 
показано, что соотношение между субпопуляциями 
МСК, экспрессирующих адренергические рецепторы, 
варьируется от  донора к  донору. Из-за  высокой гете-
рогенности первичных МСК дальнейшее исследование 
сигнальных механизмов адренергической регуляции 
требует популяции с  более однородной экспрессией 
адренорецепторов. Для этого мы  решили использо-
вать охарактеризованную линию иммортализованных 
МСК, полученных из жировой ткани (hTERT-МСК).

В  данной работе мы  сравнивали чувствительность 
линейных hTERT-МСК и  первичных МСК к  норадрена-
лину, а также способность этих клеток к регуляции чув-
ствительности к  катехоламинам. С  помощью иммуноф-
луоресцентного анализа мы  показали, что hTERT-МСК 
экспрессируют все типы адренорецепторов. И  в  пер-
вичных МСК, и  в  линии hTERT-МСК, преобладали 
α1A-адренорецепторы. Анализ с  помощью проточной 
цитометрии показал, что процент линейных клеток, со-
держащих различные изоформы адренорецепторов, был 
довольно стабильным, но ниже по сравнению с первич-
ными культурами. При исследовании чувствительности 
hTERT-МСК к  норадреналину мы  продемонстрировали, 
что ответ был ниже в 4 раза по сравнению с первичны-
ми МСК. При этом вариабельность ответа в hTERT-МСК 
была сходной с первичной культурой. Ранее мы показа-
ли, что первичные МСК отвечают на  норадреналин че-
рез α1- и α2-адренорецепторы, а hTERT-МСК отвечают 
только через α1-адренорецепторы. Исследуя феномен 
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гетерологической сенситизации у  hTERT-МСК, мы  по-
казали, что у  данной культуры отсутствовала регуляция 
чувствительности к норадреналину, в отличие от первич-
ной культуры, что вызвано сниженным потенциалом ли-
нейных клеток к синтезу cAMP.

Таким образом, hTERT-МСК по сравнению с первич-
ными МСК проявляют ослабленную способность реаги-
ровать на норадреналин, а также регулировать чувстви-
тельность к данному гормону.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке гранта РФФИ в  рамках научного проекта 
№ 19-315-80018.
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Практически все клетки человека высвобожда-
ют внеклеточные везикулы (ВВ)  — это окруженные 
мембраной сферические микро- и  наноструктуры, от-
деляющиеся от клетки и участвующие в межклеточной 
коммуникации. ВВ  представляют собой перспектив-
ный инструмент для доставки биоактивных молекул 
в  терапевтических целях. Одним из  перспективных 
цитокинов с  противоопухолевой активность является 
родственный фактору некроза опухоли апоптоз-инду-
цирующий лиганд (TRAIL), способный избирательно 
вызывать гибель опухолевых, но  не  здоровых, клеток 
организма. Идеальным типом клеток для получения 
ВВ  являются мезенхимные стволовые клетки (МСК), 
поскольку они способны мигрировать в  опухолевые 
ниши. Причем, выделенные из МСК ВВ сохраняют эту 
способность родительских клеток.

В  настоящей работе МСК человека были выделе-
ны из  жировой ткани человека и  трансдуцированы 
рекомбинантным лентивирусом, кодирующим кДНК 
гена TRAIL (МСК-TRAIL) или гена дальнего красного 
флуоресцентного белка Katushka-2S (МСК-Katushka-
2S). Сверхэкспрессия TRAIL была подтверждена ПЦР-
РВ и вестерн блот анализом. Экспрессия Katushka-2S 
оценивалась с  помощью флуоресцентной микроско-
пии. Из МСК были выделены ВВ, размер которых соста-
вил 50–200  нм  в  диаметре. Иммунофенотипический 
анализ показал, что полученные ВВ  несут марке-
ры МСК CD44, CD90  и  CD105, однако экспрессия 
CD29  и  CD73  была значительно снижена. Для оцен-
ки влияния ВВ  из  нативных и  генетически модифи-
цированных МСК на  пролиферативную активность 
и  жизнеспособность клеток нейробластомы человека 
SH-SY5Y, 5×104  клеток культивировалось совместно 
с  20  мкг/мл  ВВ  из  нативных МСК, МСК-Katushka-2S 
или МСК-TRAIL в течение 24 часов. Пролиферативная 
активность SH-SY5Y после культивирования 
с  ВВ  из  МСК-TRAIL снизилась на  12,85±0,51% про-
центов по  сравнению с  пролиферативной активно-
стью SH-SY5Y, культивировавшихся в  отсутствии ВВ. 

Число живых клеток SH-SY5Y было существенно ниже 
(68,03±1,54%) после культивирования с  ВВ  из  МСК-
TRAIL по  сравнению с  клетками, которые культивиро-
вались без ВВ  (86,6±0,82%), с  ВВ  из  нативных МСК 
(83,6±0,46%) и МСК-Katushka-2S (82,48±1,12%).

Из полученных данных можно сделать вывод, что ис-
пользование МСК-TRAIL может быть эффективно в  те-
рапии онкологических заболеваний. Однако, требуются 
дальнейшие исследования эффективности МСК-TRAIL 
на животных моделях опухолей in vivo.

Работа выполнена при поддержке гранта Российского 
научного фонда 18-74-10044 и Программы повышения 
конкурентоспособности КФУ.

Исследование противоопухолевой 
и иммуномодулирующей активности 
мезенхимных стволовых клеток 
со сверхэкспрессией интерлейкина 2

Дарья Сергеевна Чулпанова, Валерия 
Владимировна Соловьева, Светлана 
Сергеевна Архипова, Марина Олеговна 
Гомзикова, Екатерина Евгеньевна Гаранина, 
Альберт Анатольевич Ризванов

Казанский (Приволжский) Федеральный 
Университет, Казань, Россия

daryachulpanova@gmail.com

Терапия высокими дозами интерлейкина 2 (ИЛ2) 
является эффективной при лечениирака почки и  ме-
тастатической меланомы. Однако системное введение 
больших доз ИЛ2  может быть токсичным, вызывая 
синдром утечки капилляров и  стимулируя регулятор-
ные Т-клетки. Одной из стратегий снижения системной 
токсичности ИЛ2  предложено использовать в  каче-
стве вектора мезенхимные стволовые клетки (МСК) 
со  сверхэкспрессией данного цитокина. МСК прояв-
ляют тропизм к  опухолевым нишам, таким образом, 
являясь идеальным вектором для целевой доставки 
противоопухолевых агентов.

В  настоящей работе МСК, выделенные из  жировой 
ткани человека, трансдуцировали лентивирусом, коди-
рующим кДНК гена ИЛ2 (МСК-ИЛ2) или синего флуо-
ресцентного белка (МСК-BFP). Экспрессию ИЛ2  под-
тверждали с помощью ПЦР-РВ и вестерн блот анализом. 
Было показано, что жизнеспособность, иммунофенотип 
и  пролиферативная активность МСК-ИЛ2  статистиче-
ски не  отличались от  нативных МСК и  МСК-BFP. С  по-
мощью мультиплексного анализа показано, что секре-
ция таких цитокинов как CX3CL1, CXCL6, IL8, CCL13, 
CCL15 и CCL20 была значительно снижена в МСК-ИЛ2, 
однако секреция TNF-α  была в  1,5  раза выше в  МСК-
ИЛ2  по  сравнению с  нативными МСК и  МСК-BFP. 
Также обнаружено увеличение экспрессии генов VEGF, 
MMP2 и TGF-β1 в МСК-ИЛ2 по сравнению с нативными 
МСК. Влияние МСК-ИЛ2 на жизнеспособность опухоле-
вых клеток было неоднозначным. Пролиферация клеток 
SH-SY5Yзначительно увеличивалась при культивиро-
вании в  кондиционированной среде (КС) от  МСК-ИЛ2. 
Однако пролиферация SH-SY5Y снижалась более чем 
на  20% после совместного культивирования с  МСК-
ИЛ2  по  сравнению с  контрольными ко-культурами. 
Число апоптотических и некротических клеток SH-SY5Y 
также немного увеличилось после культивировании 
с  МСК-ИЛ2  по  сравнению с  контролем. Число позд-
но активированных T-клеток, натуральных киллеров 
(NK-клеток), NKT-клеток и  активированных T-киллеров 
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увеличилось после культивирования в КС от МСК-ИЛ2, 
по сравнению с КС от нативных МСК.

Таким образом, показано, что МСК-ИЛ2  могут по-
давлять пролиферативную активность клеток SH-SY5Y 
и  активировать иммунные клетки. Однако опосредо-
ванный экспрессией ИЛ2  терапевтический эффект 
может быть нивелирован повышенной экспрессией 
про-онкогенов VEGF, MMP2 и TGF-β и естественной спо-
собностью МСК стимулировать прогрессию некоторых 
опухолей. Потенциальный про-онкогенный эффект МСК-
ИЛ2 требует дальнейшего исследования.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
№ 18-04-01133  и  Программы повышения конкуренто-
способности КФУ.
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Двумерные (2D) клеточные модели  — это простой, 
быстрый и  экономически эффективный метод иссле-
дования клеточных реакций на  лекарственные соеди-
нения и/или внешние раздражители, однако все чаще 
обсуждаются его ограничения. [1–2] Клетки в  среде 
3D-культуры морфологически и физиологически отли-
чаются от клеток в среде 2D-культуры и по поведению 
больше похожи на клетки in vivo [3]. При очевидном пре-
имуществе 3D моделей до сих пор нет четких критери-
ев оценки эффективности функционирования клеток 
в  3D условиях, позволяющих проводить скрининг 3D 
культур. Одна из  характеристик опухолевых клеток  — 
это миграция или инвазивный рост. Очевидно, что для 
клеток данные показатели будут варьироваться в зави-
симости от выбранных подложек, изучение чего и было 
целью данной работы.

Из  клеточной линии А549, представляющей со-
бой карциному легкого человека, были созданы сфе-
роиды методом силиконовых микромолдов. Диаметр 
сфероидов на 6 день культивации составлял 80 5 мкм. 
Сфероиды высаживались на  подложки трех различных 
типов: культуральный пластик, коллагеновый гель кон-
центрацией 1  мг/мл  и  стерильный децеллюляризиро-
ванный матрикс, представляющий собой срез крысиного 
легкого толщиной 15 мкм. Сфероиды окрашивались ви-
тальным ядерным красителем Hoechst 33342, высажи-
вались на подложки и наблюдались в течение 12 часов.

Самая быстрая скорость миграции клеток из  тела 
сфероида наблюдалась в  случае коллагеновой под-
ложки: 65% относительно первоначального радиуса 
за 4 часа. Сфероиды на пластике отличались более плав-
ным ростом (38% за 4 ч), однако к 10 часам радиус зоны 
миграции клеток на  пластике стал равен радиусу зоны 
миграции клеток на коллагене (92%). В случае сферои-
дов, высаженных на матрикс, клетки начали мигрировать 
на  2  часа позже клеток на  коллагене и  пластике (6  ч). 
Миграция клеток на матриксе (50% за 8 ч, 97% за 12 ч) 
сравнима с  миграцией по  пластику (56% за  8  ч, 104% 
за 12 ч), однако имеет свои особенности.

Исследование поддержано грантом РНФ 
(№ 18-15-00391).
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Болезнь Тея-Сакса является наследственным забо-
леванием, относящимся к группе лизосомных болезней 
накопления. Данное заболевание характеризуется не-
достаточностью фермента β-гексозаминидазы А (HexA) 
вследствие различных мутаций в  гене α-субъединицы 
данного фермента, в  результате чего происходит на-
копление GM2  ганглиозидов внутри лизосом преиму-
щественно нервных клеток, что ведет к  острой нейро-
дегенерации. Характерными особенностями болезни 
Тея-Сакса являются мышечная слабость, атаксия и дру-
гие проблемы с движением, речевые проблемы и пси-
хические расстройства. На  сегодняшний день заболе-
вание остается неизлечимым.

В  настоящей работе разработан экспрессионный 
плазмидный лентивирусный вектор pLX303-HEXA-P2A-
HEXB, содержащий гены, кодирующие α и β субъедини-
цы фермента HexA, разделенные саморасщепляющимся 
P2A пептидом. Полученной плазмидой pLX303-HEXA-
P2A-HEXB проведена генетическая модификация клеток 
НЕК293T. Ферментативную активность в  кондициони-
рованной среде трансцицированных клеток НЕК293T 
исследовали через 48 часов после трансфекции с при-
менением флуоресцентных субстратов MUG и  MUGS. 
Показано, что общая активность HexA в клетках, транс-
фицированных плазмидой pLX303-HEXA-Р2A-HEXB 
клетках увеличивается на 35%, а активность α субъеди-
ницы в 10 раз. Вестерн-блот анализ лизатов генетически 
модифицированных клеток НЕК293T показал наличие 
выраженной полоски, соответствующей ожидаемой мо-
лекулярной массе α и β субъединиц фермента HexA.

Далее с использованием плазмиды pLX303-HEXA-
Р2A-HEXB получали рекомбинантный лентивирус 
LV-HEXA-Р2А-HEXB. Полученным лентивирусом про-
водили генетическую модификацию (трансдукцию) 
мононуклеарных клеток пуповинной крови (МКПК) 
человека, после чего, генетически модифицирован-
ные МКПК-HEXA-Р2А-HEXB внутривенно вводили 
лабораторным крысам линии Вистар. После введе-
ния МКПК-HEXA-Р2А-HEXB, в  плазме крови крыс 
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отмечалось увеличение активности α  субъединицы 
β-гексозаминидазы А. Наиболее высокая активность 
детектировалась на 6–9 сутки после введения.

Таким образом, актуально дальнейшее исследование 
терапевтической эффективности и безопасности МКПК 
со  сверхэкспрессией HexA для возможной разработки 
новых методов генно-клеточной терапии болезни Тея-
Сакса. Использование МКПК в  качестве векторов для 
доставки недостающего фермента HexA актуально бла-
годаря возможности данных клеток преодолевать гема-
тоэнцефалический барьер и  оказывать также трофиче-
скую функцию для предотвращения нейродегенерации.

Формирование апаптитоподобных 
фосфатов кальция в условиях 
варьируемых параметров 
окружающей среды

Евгения Петровна Шалина

Федеральное государственное бюджетное 
учреждение науки Институт металлургии 
и материаловедения им. А.А. Байкова Российской 
академии наук, Москва, Россия

shalina@mail.ru

В  широком спектре материалов, используемых для 
восстановления дефектов костной ткани, предпочтение 
отдается изучению различным модификациям фосфа-
тов кальция (ФК), среди которых широкое применение 
нашел гидроксиапатит (ГА). Основными преимущества-
ми его использования является хорошая биосовме-
стимость и  остеоинтеграция с  костной тканью, но  при-
менение имплантов на  основе ГА  в  регенеративной 
медицине менее перспективно в  сравнении с  другими 
ФК, которые обладают остеокондуктивными и остеоин-
дуктивными свойствами. ФК  обладающие схожей кри-
сталлической структурой с  ГА  такие как октакальций-
фосфат и  кальцийдефицитный гидроксиапатит (ДГА) 
могут самостоятельно обеспечить быстрое формиро-
вание новой костной ткани при помещении их в дефект, 
но  получение таких материалов затруднительно ввиду 
нестабильности их структур при нагреве.

Длительная выдержка высокотемпературной моди-
фикации трикальцийфосфата (ТКФ) в  буферных систе-
мах дает возможность трансформировать исходный ма-
териал в ДГА в интервале температур 25–37оС согласно 
пути ТКФ→ОКФ→ДГА→ГА  при времени выдержки 
на каждом этапе не менее 168 ч. Увеличение температу-
ры способствует увеличению скорости прямой реакции, 
но так же приводит к протеканию побочных, результатом 
которых являются менее биосовместимые ФК.

Изменение параметров проведения процесса транс-
формации за счет увеличении температуры проведения 
процесса до  100–200оС и  одновременного изменения 
давления в  системе позволяет уменьшить количество 
стадий получения апатитоподобных структур и сокраща-
ет время получения материала до трех часов.

Проведено исследование влияния состава различных 
буферных растворов и температуры проведения процес-
сов трансформации при постоянном повышенном дав-
лении на  фазовый состав и  микроструктуру конечного 
материала. Показано, что проведение процессов в  ин-
тервале температур 100–200 оС приводит к формирова-
нию структур на основе апатитоподобной фазы, которые 
не  могут быть получены при проведении стандартной 
высокотемпературной термообработки. Имплантаты 
на  основе полученного ФК  имеют мелкокристалличную 

структуру, что значительно увеличивает удельную по-
верхность, и может значительно отразиться на биологи-
ческих свойствах за счет максимально схожего химиче-
ского состава к биологическому ГА.

Работа выполнена при поддержке Российского фон-
да фундаментальных исследований (грант РФФИ 18-33-
20258  мол_а_вед). Доступ к  электронной базе данных 
научных публикаций получен в рамках государственного 
задания № 075–00746–19–00.

Формирование апаптитоподобных 
фосфатов кальция в условиях 
варьируемых параметров 
окружающей среды

Евгения Петровна Шалина, Игорь 
Валерьевич Смирнов, Александ Юрьевич 
Федотов, Владимир Сергеевич Комлев

Федеральное государственное бюджетное 
учреждение науки Институт металлургии 
и материаловедения им. А.А. Байкова РАН, Москва, 
Россия

ev.shalina@mail.ru

В  широком спектре материалов, используемых для 
восстановления дефектов костной ткани, предпочтение 
отдается изучению различным модификациям фосфатов 
кальция (ФК), среди которых широкое применение на-
шел гидроксиапатит (ГА). Основными преимуществами 
его использования является хорошая биосовместимость 
и остеоинтеграция с костной тканью, но применение им-
плантов на основе ГА в регенеративной медицине менее 
перспективно в сравнении с другими ФК, которые облада-
ют остеокондуктивными и  остеоиндуктивными свойства-
ми. ФК обладающие схожей кристаллической структурой 
с ГА такие как октакальцийфосфат и кальцийдефицитный 
гидроксиапатит (ДГА) могут самостоятельно обеспечить 
быстрое формирование новой костной ткани при помеще-
нии их в дефект, но получение таких материалов затруд-
нительно ввиду нестабильности их структур при нагреве.

Длительная выдержка высокотемпературной моди-
фикации трикальцийфосфата (ТКФ) в  буферных систе-
мах дает возможность трансформировать исходный ма-
териал в ДГА в интервале температур 25–37оС согласно 
пути ТКФ→ОКФ→ДГА→ГА  при времени выдержки 
на каждом этапе не менее 168 ч. Увеличение температу-
ры способствует увеличению скорости прямой реакции, 
но так же приводит к протеканию побочных, результатом 
которых являются менее биосовместимые ФК.

Изменение параметров проведения процесса транс-
формации за счет увеличении температуры проведения 
процесса до  100–200оС и  одновременного изменения 
давления в  системе позволяет уменьшить количество 
стадий получения апатитоподобных структур и сокраща-
ет время получения материала до трех часов.

Проведено исследование влияния состава различ-
ных буферных растворов и  температуры проведения 
процессов трансформации при постоянном повышен-
ном давлении на  фазовый состав и  микроструктуру 
конечного материала. Показано, что проведение про-
цессов в  интервале температур 100–200  оС  приводит 
к  формированию структур на  основе апатитоподобной 
фазы, которые не могут быть получены при проведении 
стандартной высокотемпературной термообработки. 
Имплантаты на  основе полученного ФК  имеют мелко-
кристалличную структуру, что значительно увеличивает 
удельную поверхность, и может значительно отразиться 
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на биологических свойствах за счет максимально схоже-
го химического состава к биологическому ГА.

Работа выполнена при поддержке Российского фон-
да фундаментальных исследований (грант РФФИ 18-33-
20258  мол_а_вед). Доступ к  электронной базе данных 
научных публикаций получен в рамках государственного 
задания № 075–00746–19–00.

Поиск новых изоформ глиального 
нейротрофического фактора (GDNF), 
обладающих нейрональными 
индукторными свойствами

Джиргала Владимировна Шамадыкова1, 3, 
Анастасия Александровна Чулкова2, 
Екатерина Анатольевна Савченко3, 
Галина Валериевна Павлова1–3

1 � Институт биологии гена РАН, Москва, Россия;
2 � Российский национальный исследовательский 

медицинский университет им. Н.И. Пирогова, 
Москва, Россия;

3 � ООО «АПТО-ФАРМ», Москва, Россия

djirgala04@gmail.com

Целью данного исследования является поиск новых 
изоформ глиального нейротрофического фактора, обла-
дающих нейрональными индукторными свойствами.

Методы. Исследование проводилось на  культурах 
клеток РС12, цельных и  диссоциированных эмбрио-
нальных нейросферах мыши. Культуры клеток культи-
вировали в  присутствии ранее неизвестных изоформ 
глиального нейротрофического фактора (GDNF), на-
званных 47, 62 и 63. В качестве контроля использовали 
среду, не содержащую исследуемые изоформы mGDNF. 
Нейроиндукторные свойства изоформ mGDNF оценива-
ли методом иммуноцитохимического окрашивания кле-
ток на β3-тубулин и подсчета длины β3-тубулин позитив-
ных нейральных отростков, сформировавшихся после 
6  дней культивирования модельных клеточных систем 
в присутствии исследуемых изоформ mGDNF.

Результаты. Обнаружено, что одна из  исследуемых 
форм mGDNF, обозначенная 47, обладает нейроиндук-
торными свойствами и  стимулирует образование β3-
тубулин позитивных отростков в клетках, выбранных мо-
делями in  vitro. Эффективность образования отростков 
при использовании кондиционной среды, содержащей 
47  форму, достоверно превышала результат в  контро-
ле в два раза на уровне статистической значимости 5%. 
Кондиционные среды, содержащие изоформы 62 и 63, 
не отличались по своей эффективности от контроля.

Заключение. При анализе клеточных культур эука-
риот, экспрессирующих GDNF, постоянно обнаружива-
ются бенды с  подвижностью отличной от  ожидаемой 
расчетной. Можно предположить, что подобная карти-
на с  множественными бендами наблюдается и  in  vivo, 
а  малые изоформы белка GDNF обладают нейроиндук-
торными свойствами, стимулируют нейральную диф-
ференцировку стволовых и  (или) прогениторных клеток 
и  способны проникать через гематоэнцефалический 
барьер. Результаты исследования обнаруженных изо-
форм на клеточных моделях in vitro показали, что из трех 
пептидов, 47 обладала заметными нейротрофическими 
свойствами и  стимулировала формирование нейраль-
ных отростков. Эти результаты говорят о необходимости 
проведения дальнейших исследований.

Таким образом, настоящая работа ориентирована 
на  рассмотрение возможности применения пептидов, 

с  аминокислотной последовательностью отличной 
от конвенциональной формы GDNF, в качестве альтерна-
тивы. На данном этапе исследования есть возможность 
надеяться на перспективность подхода, связанного с по-
лучением новых изоформ глиального нейротрофическо-
го фактора, сохраняющих функциональную активность 
нативного GDNF с  целью решения проблемы доставки 
GDNF в головной мозг.

Работа поддержана программой Президиума РАН 
МКБ

Новый подход к профилактике 
неэстетических рубцов при 
использовании культуры аллогенных 
фибробластов

Елена Юрьевна Шаповалова, Татьяна 
Анатольевна Бойко, Юрий Геннадиевич 
Барановский, Николай Петрович 
Барсуков, Марина Николаевна Морозова, 
Алексей Геннадиевич Барановский

Медицинская академия им. С.И. Георгиевского 
ФГАОУ ВО «Крымский федеральный университет 
им. В.И. Вернадского», Симферополь, Россия

shapovalova_l@mail.ru

Проблема формирования неэстетических рубцов по-
сле операционных вмешательств на лице и шеи, негатив-
но воспринимаемых пациентами, остается актуальной, 
несмотря на  применение прецизионной операционной 
техники и  использования подходящего шовного мате-
риала (А.Е. Белоусов, 2005; B.O. Mofikoya et  al., 2012). 
Оптимизация заживления и  профилактика формирова-
ния неэстетичных рубцов челюстно-лицевой области пу-
тем трансплантации в свежую операционную рану алло-
генных дермальных фибробластов рассматривается как 
один из способов разрешить эту проблему.

Материал и  методы. Были прооперированы 26  че-
ловек с образованиями, расположенными на коже лица 
и  шеи, которые можно было сравнить с  симметричны-
ми участками здоровой стороны. У пациентов 1 группы 
(n =14) перед сшиванием в края раны вводили тоннель-
ным способом суспензию культуры аллогенных дермаль-
ных фибробластов. Проводилось определение площади 
формирующихся рубцов с  применением программы 
«LesionMeter» и выполнялась кожная термография тер-
моиндикаторными пленками фирмы CelluVision Personal 
фирмы IPS Milan — Italy.

Результаты. Показатели молодого рубца 
на  30-е  сутки после операции позволяют констати-
ровать, что введение клеточной культуры аллогенных 
дермальных фибробластов в  края ран оказывает по-
ложительное влияние на  скорость заживления опе-
рационных ран, снижение воспалительной реакции 
и  способствует развитию отличающей в  положитель-
ную сторону по качеству и функциональным признакам 
рубцовой ткани. К 30-м суткам площадь первичной хи-
рургической раны сократилась на 67,69% и у 71,43% 
пациентов образовались мягкие и  тонкие эстетиче-
ские рубцы с микроциркуляцией, не отличимой от окру-
жающей кожи и  кожи симметричных участков лица 
или шеи. У  пациентов контрольной группы без транс-
плантации фибробластов площадь уменьшилась все-
го на 50,00% и эстетические рубцы сформировались 
только в  41,67% случаев. У  16,67% пациентов было 
констатировано присутствие широких плотных холод-
ных за  счет слабой васкуляризации гипотрофических 
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рубцов. Вокруг таких рубцов сохранилась гипертермия, 
свидетельствующая о слабой воспалительной реакции.

Заключение. Использование суспензии клеточной 
культуры аллогенных дермальных фибробластов в тера-
пии послеоперационных ран снижает частоту развития 
воспалительных реакций, стимулирует процессы зажив-
ления и  способствует развитию более функционально 
и эстетически приемлемых рубцов в области лица и шеи.

Эффект наночастиц на основе 
кремния на дифференцировку 
мультипотентных мезенхимальных 
стромальных клеток

Нина Валерьевна Шаронова1, Римма 
Алексеевна Полтавцева2, Виктор Юрьевич 
Тимошенко3, Владимир Александрович 
Олейников3, 4, Елена Викторовна Свирщевская4

1 � Московский технологический университет, 
Институт тонких химических технологий 
им. М.В. Ломоносова. Москва, Россия;

2 � ФГБУ «Национальный медицинский 
исследовательский центр акушерства, гинекологии 
и перинатологии им. В.И. Кулакова» Минздрава 
России, Москва, Россия;

3 � Инженерно-физический институт биомедицины 
НИЯУ «МИФИ», Москва, Россия;

4 � ФГБУН Институт биоорганической химии им. 
М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, Москва, 
Россия

ninavsharonova@yandex.ru

Кремний является вторым по распространенности 
элементом на  Земле после кислорода. Известно, что 
до  90% кремния в  организме содержится в  костной 
и соединительной тканях, а также в кожных покровах, 
лимфатических узлах, волосах и  щитовидной желе-
зе. Введение кремния в  коленные и  тазобедренные 
суставы может восстанавливать нормальную струк-
туру суставной сумки за  счет стимуляции собствен-
ных стволовых клеток. Как альтернатива возможно 
введение в  сустав мезенхимальных стромальных 
клеток (МСК). Целью данной работы был анализ вли-
яния кристаллического кремния (Si) и оксида кремния 
(SiO2) на  дифференцировку МСК. Наночастицы крем-
ния (SiNPs) получали ультракороткой абляцией лазе-
ром Yb:KGW твердотельных мишеней в  атмосфере 
инертного газа. Размер полученных частиц составил 
10–30  нм  (средний диаметр 25  нм), что определяли 
методом трансмиссионной микроскопии. Частицы 
SiNPs представляли собой кристаллический кремний, 
покрытый оболочкой толщиной 1–2  нм  окисленного 
кремния. В  качестве сравнения использовали диок-
сид кремния Аэросил (АС). Суспензию частиц АС  по-
лучали ультразвуковой обработкой в  воде. Размер 
частиц АС  также составил около 20–30  нм. МСК по-
лучали из  Вартонова студня на  2–3  пассаже культи-
вирования. МСК культивировали в присутствии SiNPs 
или АС 12 и 21 сутки без и с добавлением остеоген-
ных или хондрогенных факторов дифференцировки. 
Определяли количество клеток в  культуре и  экспрес-
сию поверхностных маркеров МСК CD 13, 73, 90, 105, 
146 и молекул MHCI, MHCII классов методом проточ-
ной цитометрии. Остеогенную, хондрогенную и адипо-
генную дифференцировку подтверждали на  21  сутки 
окраской ализарином, сафронином и масляным крас-
ным соответственно. Анализ фенотипа МСК показал, 

что сами наночастицы не влияли на экспрессию мар-
керов МСК. Под действием дифференцировочных 
факторов как АС, так и  SiNPs стимулировали экс-
прессию CD13 в 3–4 раза и не влияли на экспрессию 
остальных маркеров. Также AC и SiNPs стимулирова-
ли формирование 3D структур при остеогенной диф-
ференцировке эффективнее, чем только дифференци-
ровочные факторы. Таким образом, кремний в любой 
форме стимулирует как остеогенную, так и хондроген-
ную дифференцировку, что может быть использовано 
для регенерации суставов и костей.

Исследование выполнено за счет гранта Российского 
научного фонда (проект № 19-14-00171).

Изучение регенеративных 
возможностей пигментного эпителия 
сетчатки человека на примере линии 
ARPE-19

Елена Валерьевна Шафеи, Юлия Петровна 
Новикова, Мария Анатольевна Александрова

ФГБУН «Институт биологии развития 
им. Н.К. Кольцова» РАН, Москва, Россия
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Пигментный эпителий сетчатки (ПЭС) может служить 
источником для восстановления сетчатки человека при 
её  повреждениях. Так, у  низших позвоночных ПЭС спо-
собен восстанавливать функциональную сетчатку после 
ретиноэктомии. При этом клетки ПЭС дедифференциру-
ются до так называемых «stem-like» клеток, пролифери-
руют и затем заново дифференцируются по двум направ-
лениям: в нейроны сетчатки и ПЭС. Ключевым фактором 
при этом является основной фактор роста фибробластов 
(оФРФ). При повреждениях глаза человека клетки ПЭС 
также начинают дедифференцироваться и  пролифери-
ровать, но направленной нейральной дифференцировки 
не  происходит. Учитывая консервативность основных 
сигнальных путей и развития глаза в ряду позвоночных, 
мы предполагаем, что можно стимулировать направлен-
ную трансдифференцировку ПЭС человека для восста-
новления элементов сетчатки.

Цель работы — изучение регенеративных возможно-
стей пигментного эпителия сетчатки человека на приме-
ре линии ARPE-19.

В работе использовали линию ПЭС человека ARPE-
19. Трансдифференцировку ПЭС стимулировали 50% 
кондиционированной средой (КС) регенератов сетчат-
ки тритона и  оФРФ. Оценивали изменение морфоло-
гии, влияние на  дифференцировку и  пролиферацию. 
Как оФРФ, так и  КС  регенератов сетчатки тритона 
способствовали трансдифференцировке клеток ПЭС 
в нейральном направлении. Об этом свидетельствова-
ла потеря клетками окраски на эпителиальный маркер 
Cx43 на 2 сутки, снижение экспрессии маркеров ПЭС 
(MITF) и  повышение экспрессии маркеров плюрипо-
тентности (OCT4, NANOG, KLF4) на 3 сутки. Со 2 суток 
наблюдалось приобретение окраски на маркер ранней 
нейральной дифференцировки βIII-тубулин и  повыше-
ние уровня его экспрессии на 5 сутки, что коррелирует 
со снижением экспрессии маркера плюрипотентности 
(OCT4). Под действием оФРФ в  культуре на  5  сутки 
появлялись клетки с  аксоноподобными отростками. 
Под действием КС  в  культуре ПЭС происходило фор-
мирование сферических клеточных агрегатов (на сро-
ке 2  суток) с  последующим выходом клеток из  них 
(на  сроке 5  суток). Среди вышедших из  агрегатов 
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клеток присутствовали клетки с  длинными отрост-
ками. оФРФ оказывал стимулирующее воздействие 
на  пролиферацию клеток ПЭС (повышалась на  20%). 
КС, наоборот, подавляла пролиферацию, и  этот уро-
вень зависел от  первоначальной посадочной концен-
трации. Таким образом, исследование показало, что 
клетки ПЭС человека могут быть трансдифференциро-
ваны в нейральном направлении для восстановления 
элементов сетчатки.

Работа выполнена в  рамках госзадания 
№ 0108-2019-0004.

Создание штамма крысиных клеток, 
экспрессирующих CD105 человека
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Смирнов, Агния Александровна Пиневич, Наталья 
Левоновна Вартанян, Марина Платоновна 
Самойлович, Владимир Борисович Климович
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и хирургических технологий им. А.М. Гранова, Санкт-
Петербург, Россия
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Эндоглин (CD105)  — гликопротеин, высоко экспрес-
сированный на  активированном эндотелии. Его рас-
сматривают как мишень для выявления ангиогенеза 
в опухолях.

Целью работы было создание клеточной модели, 
предназначенной для испытания на  животных препара-
тов антител, направленных против эндоглина человека.

Методом ретровирусной трансдукции создали клет-
ки крысиной глиомы С6, экспрессирующие CD105  че-
ловека. Для селекции клеток использовали пуромицин. 
Эффективность получения постоянной линии, обозна-
ченной C6-hL-Eng, оценивали методом проточной цитоф-
луориметрии, с  помощью созданных в  лаборатории ме-
ченых флуоресцеином антител против CD105 человека.

Наибольшая эффективность трансдукции достига-
лась при добавлении к  вирусным частицам полибрена 
в  концентрации 8  мкг/мл. Режим нарастания концен-
трации пуромицина от  1,5  до  10  мкг/мл  при селекции 
не  сказывался на  результате получения клеток C6-hL-
Eng. Через 52 дня селекции отобрали одну из культур, со-
державшую 99,5% CD105+ клеток, которые по критерию 
интенсивности флуоресценции представляли единую 
популяцию. Одну часть этих клеток в течение следующих 
2 месяцев продолжали культивировать в присутствии пу-
ромицина, а вторую культивировали без него. При выра-
щивании клеток на  антибиотике сохранялись исходные 
характеристики штамма. В  культурах без пуромицина 
к концу срока количество CD105+ клеток осталось неиз-
менным, однако появилась минорная популяция клеток 
с низкой экспрессией эндоглина.

Для оценки туморогенности клетки C6-hL-Eng куль-
тивировали 3  суток без пуромицина и  затем в  дозе 
6  млн. прививали подкожно белым аутбредным кры-
сам. Контролем служили клетки глиомы С6. Через 
7  суток в  местах инъекции клеток вырастали опухоли. 
Экспрессию CD105  на  опухолях, образованных из  кле-
ток C6-hL-Eng, подтверждали иммуногистохимически. 
Рост опухоли из клеток C6-hL-Eng сопровождался появ-
лением в крови крыс растворимого эндоглина человека, 
который выявляли с помощью ИФА.

Таким образом, создана биологическая модель, кото-
рая представляет постоянную линию клеток глиомы крыс, 
экспрессирующую эндоглин человека и  при прививке 

животным образующую CD105+ опухоли. Эта модель по-
зволяет проводить испытания препаратов антител, на-
правленных против эндоглина человека.

Применение регенерируемых 
материалов в лечении несращений 
длинных костей

Константин Васильевич Шевырев, Геннадий 
Алексеевич Оноприенко, Виктор Парфентьевич 
Волошин, Дмитрий Владимирович 
Мартыненко, Сергей Александрович 
Ошкуков, Евгений Викторович Степанов

ГБУЗ МО Московский областной научно-
исследовательский клинический институт 
им. М.Ф. Владимирского, Москва, Россия

skv-moniki@yandex.ru

В ортопедо-травматологическом отделении МОНИКИ 
в период 2013–2019 годы наблюдалось 192 пациента 
с посттравматическими дефектами длинных костей.Для 
успешного оперативного лечения у  исследуемых боль-
ных, кроме решения механической задачи — выполнения 
стабильного остеосинтеза, выполнялась пластика кост-
ных дефектов. Применение костезамещающих регене-
рируемых материалов определялось необходимостью 
повысить местный регенераторный потенциал за  счет 
остеоиндуктивных и  остеокондуктивных свойств транс-
плантатов.Сегментами имплантации являлись: плечевая 
кость  — 110  случаев, бедренная кость  — 52, предпле-
чье — 11, кости голени- 19. Использовался спектр регене-
рируемых пластических материалов. Аутотрансплантаты 
из гребня подвздошной кости (блоки и чипсы) у 140 па-
циентов, костные чипсы и блоки «Остеоматрикс», Россия 
в 18 случаях, биокерамика — 15 случаев, губчатые блоки 
и спонгиозная крошка Lyoplast, Россия у 12 пациентов, 
«Коллост», Россия — 7 случаев.В случаях, когда интраопе-
рационно удавалось получить полноценный контакт меж-
ду костными фрагментами применение регенерируемых 
материалов определялось их  остеоиндуктивными свой-
ствами.При неполном контакте из-за  краевого дефекта 
костных фрагментов требовало применения регенери-
руемых материалов, обладающих не только остеоиндук-
тивными, но  и  остеокондуктивными свойствами.В  ряде 
случаев при наличии сегментарного дефекта кости ис-
пользовался структурный сегментарный трансплантант 
из  костезамещающего материала, обладающего высо-
кими остеокондуктивными свойствами.Всем пациентам 
проводился рентгенологический контроль динамики сра-
щения костей через 2, 4, 6, 8 месяцев (в более поздние 
сроки по показаниям) после операции. В сомнительных 
случаях пациентам выполнялась компьютерная томо-
графия с шумоподавлением от металла в сроки от полу-
года после операции. Сращение в  течение двух лет по-
сле остеосинтеза несросшейся кости констатировано 
у 189 больных, что составило 98,4%.Рентгенологически 
динамика сращения и замещение дефектов происходи-
ла в сроки от 6 месяцев у пациентов, перенесших ауто-
трансплантацию кости. Костные дефекты, замещенные 
ксено- и  аллотрансплантатами, замещались более дли-
тельно. В отдельных случаях по данным рентгенографии 
и компьютерной томографии перестройка костных губча-
то-кортикальных ксенотрансплантатов не  наблюдалась 
в сроки более года после операции.В трех случаях при по-
вторных ревизионных вмешательствах через 10 и более 
месяцев после операции в ране обнаруживались не из-
мененные, не связанные с тканями ксенотрансплантаты.
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Лабораторная крыса является одним из  основных 
объектов в  области биологии и  биомедицины. Данный 
объект широко используется для исследований в обла-
сти физиологии, нейробиологии, фармакологии и изуче-
ния поведения, а  также в  области трансляционной ме-
дицины для изучения различных заболеваний человека 
и поиска подходов к их лечению. Для получения модель-
ных животных применяют два подхода — это редактиро-
вание эмбрионов и  внесение мутаций в  плюрипотент-
ные клетки с  дальнейшей инъекцией в  бластоцисту. 
Преимуществом использования плюрипотентных клеток 
является значительное сокращение количества необхо-
димых для эксперимента животных. В настоящее время 
система CRISPR/Cas позволяет получать модели раз-
личных генетических заболеваний в  достаточно корот-
кие сроки. Однако для применения данной системы и ре-
дактирования генома в  линиях плюрипотентных клеток 
крысы требуются эффективные подходы и  протоколы. 
В данном исследовании была проведена работа по под-
бору оптимальных условий для внесения ДНК в плюрипо-
тентные клетки крысы с помощью электропорации, а так-
же по выбору наиболее эффективной системы CRISPR/
Cas для редактирования генома плюрипотентных клеток 
крысы. В ходе работы были протестированы три систе-
мы со следующими нуклеазами: Streptococcus pyogenes 
Cas9 (SpCas9), Staphylococcus aureus CRISPR/Cas9 
(SaCas9) и Acidaminococcus sp. BV3L6 Cas12a (AsCpf1). 
Для тестирования был выбран локус Rosa26, который 
является так называемым safe-harbor локусом и широко 
используется для внесения трансгенов в  геном крысы. 
Для каждой системы были выбраны три протоспейсера 
в  данном локусе. Оценку эффективности систем про-
изводили путем анализа образования инсерций и (или) 
делеций. В результате была выбрана оптимальная и эф-
фективная система для редактирования генома плюри-
потентных клеток крысы и, в  частности, для внесения 
трансгенов в локус Rosa26 крысы.

Работа поддержана грантом РНФ № 19-74-00022.
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Проблема. Функциональное восстановление сухо-
жилий после повреждений и разрывов остается весьма 
актуальной задачей. Использование методов тканевой 
инженерии считается одним из ведущих путей решения 
этой проблемы. Целью представленной работы было 
создание условий полного структурного восстановления 
сухожильной ткани и ее биомеханических функций в экс-
перименте на 24 кроликах.

Методы. Дефект среднего пучка ахиллова сухожилия 
замещался имплантатом, состоящим из  синтетической 
сетки (Vicryl®) и  коллагеновой губки, содержащей ауто-
логичные мезенхимальные стволовые клетки костного 
мозга (МСК КМ). В  контрольной группе использовали 
бесклеточный скаффолд. Через 3  и  6  месяцев живот-
ных выводили из  опыта и  проводили гистологическое, 
гистохмическое и  имунногистохимическое исследова-
ния, фазово-контрастную, темно-польную, поляриза-
ционную и  сканирующую электронную микроскопию. 
Биомеханическое исследование (сопротивление на раз-
рыв) проводили на 18 кроликах.

Результаты. Через 6 месяцев у большинства живот-
ных на  месте дефекта среднего пучка в  основном вос-
станавливалась сухожильная ткань, мало отличающаяся 
от  интактных сухожилий: параллельные коллагеновые 
волокна и  фибриллы, усиленный неоангиогенез. В  кон-
троле дефект был в  основном заполнен неспецифиче-
ской фиброзно-рубцовой тканью с небольшими участка-
ми регенерата. Биомеханические испытания показали, 
что максимальные растягивающие усилия на  разрыв 
восстановленных сухожилий через 6  месяцев увеличи-
лись на  85% по  сравнению с  контролем и  сравнялись 
с интактными сухожилиями или превосходили их.

Обсуждение. Полученные результаты позволяют 
заключить, что использование МСК КМ в данной ткане-
инженерной конструкции, предотвращающей первона-
чальное растяжение дефекта, после резорбции скаф-
фолда приводит к  полной регенерации (реституции) 
сухожильной ткани.
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МСК хориона человека в условиях 
in vitro
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Регенеративная медицина с  использованием ство-
ловых клеток (СК) человека получает все большее раз-
витие с  каждым годом. В  своих исследованиях мы  об-
ратились к  изучению клеток хориона человека. Нами 
было проанализировано 3  образца клеток, полученных 
из ФГБУ «Национального медицинского исследователь-
ского центра акушерства, гинекологии и перинатологии 
им. В.И. Кулакова» Министерства Здравоохранения РФ. 
В  системе in  vitro все анализируемые клетки характе-
ризовались профилем экспрессии поверхностных CD-
маркеров и  морфологией, типичной для клеток мезен-
химального ряда. На 4–5 пассажах в логарифмической 
фазе роста регистрировалась заметная доля клеток 
в фазах синтеза ДНК и митоза, которая снижалась впо-
следствии при уплотнении культуры. На  6–7  пассажах 
характер распределения по фазам клеточного цикла из-
менялся: наблюдалось низкая доля клеток в фазе синте-
за ДНК, накопление клеток в  фазе G2/M  и  увеличение 
доли полиплоидных клеток, с количеством генетического 
материала > 2n. Оценка пролиферативной активности 
методами проточной цитометрии и  построением кри-
вых клеточного роста показали быстрое снижение про-
лиферативной способность всех культур по  мере куль-
тивирования клеток, что является одним из  основных 
недостатков данного объекта. Клетки хориона активно 
пролиферируют только 3–4 пассажа, а после 7 пассажа 
погибают. Такой короткий период активной жизни дан-
ных клеток не позволяет нарастить их в количестве, необ-
ходимом для использования в терапии. Кариологический 
анализ показал, что клетки хориона в  культуре имеют 
околодиплоидный кариотип, склонный к  поломкам хро-
мосомного материала. Выявленная кариотипическая 
нестабильность клеток может быть объяснена стрессо-
вым воздействием перевода клеток из  системы in  vivo 
в систему in vitro. Подводя итог настоящей работы можно 
сказать, что проанализированные нами клеточные линии 
хориона хотя по своим физиологическим характеристи-
кам (морфологии, фенотипическому профилю) относят-
ся к ряду мезенхимальных клеток, мало пригодны в каче-
стве клеточного материала как в медицинских целях, так 
и в лабораторных исследованиях с длительными экспе-
риментами. Все вышесказанное не умоляет работ по из-
учению физиологических и генетических характеристик 
МСК хориона т. к. эти данные могут быть полезны в об-
ласти гинекологии и неонатологии, в связи с изучением 
причин неразвивающихся беременностей.

Работа выполнена в  рамках и  по  тематике гранта 
РНФ № 19-14-00108.

Изменение стромального 
микроокружения у больных 
лейкозами

Ирина Николаевна Шипунова, Наталия 
Арнольдовна Петинати, Нина Иосифовна 
Дризе, Екатерина Юрьевна Челышева, Олег 
Александрович Шухов, Анна Григорьевна 
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Введение. Клетки стромального микроокружения 
(СМ) костного мозга (КМ) необходимы для нормального 
кроветворения, и они же вовлечены во взаимодействие 
с лейкозными стволовыми клетками (ЛСК).

Цель работы: выявить изменения в  СМ  больных 
на модели мультипотентных мезенхимных стромальных 
клеток (МСК) в дебюте заболевания и после лечения.

Методы. МСК больных острым миелоидным (ОМЛ, 
N=32), острым лимфобластным (ОЛЛ, N=20) и  хро-
ническим миелоидным (ХМЛ, N=19) лейкозами были 
получены стандартным методом из  КМ  пациентов при 
проведении диагностических аспираций после информи-
рованного согласия. Экспрессию генов изучали с помо-
щью ПЦР в режиме реального времени.

Результаты. В  дебюте ОМЛ, ОЛЛ и  ХМЛ в  МСК 
больных достоверно повышена экспрессия генов, ре-
гулирующих СКК и  кроветворные клетки-предшествен-
ницы (JAG1, LIF, IL6). Общим для миелоидных лейкозов 
оказались повышение экспрессии генов, регулирующих 
пролиферацию стромальных клеток (PDGFRA и FGFR1), 
и  гена-маркера жировой дифференцировки (PPARG). 
При острых лейкозах в  МСК повышена экспрессия ге-
нов, участвующих в  процессах воспаления и  регуляции 
кроветворных и стромальных предшественников (CSF1, 
IL1B, IL1BR1), и  снижена  — гена-маркера хондрогенной 
дифференцировки (SOX9).

В  ходе лечения при всех нозологиях экспрессия ге-
нов LIF и  IL6 осталась повышенной, а снизилась — гена 
ICAM1, осуществляющего адгезию кроветворных клеток. 
В МСК больных ОМЛ, которые для достижения ремиссии 
получают наиболее высокие дозы цитостатических пре-
паратов, выявлено достоверное снижение экспрессии 
большинства исследованных генов. У  больных ОЛЛ, 
лечение которых отличается непрерывностью и продол-
жительностью курсов в  сочетании с  более низкими до-
зами препаратов, экспрессия IL1B повышается, а  сни-
жается экспрессия только некоторых генов, отвечающих 
за  регуляцию СКК (SDF1, TGFB1), а  также генов SOX9, 
FGFR1  и  FGFR2. Лечение больных ХМЛ базируется 
на ингибиторах тирозиновых киназ в дозировке, рассчи-
танной на многолетнее применение, и наименее повреж-
дает МСК. Было выявлено повышение экспрессии генов 
TGFB1, SOX9, PDGFRA, и снижение — гена IL1B.

Заключение. Лейкозные клетки адаптируют 
СМ к поддержанию ЛСК. При разных лейкозах наблюда-
ются одинаковые изменения в экспрессии генов в МСК. 
Лечение зависит от нозологии и в разной степени изме-
няет МСК. Изменения экспрессии IL6, который может 
действовать как провоспалительный и антивоспалитель-
ный цитокин, и LIF, повышающийся в ответ на развитие 
опухоли в организме, остаются общими для всех трех ис-
следованных заболеваний.
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Биоэтические аспекты геномной 
медицины
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Медицинская генетика  — молодая и  перспективная 
область медицинской науки и  практики, направленная 
на исследование генома человека с целью диагностики, 
профилактики и лечения наследственно обусловленных 
заболеваний. Активное развитие медицинской генети-
ки стало причиной усиления процесса медикализации 
жизни, в рамках которого представление о теле челове-
ка, здоровье и болезни задается медицинским сообще-
ством. Сегодня можно говорить и о генетизации жизни, 
процессе, который приводит к  тому, что человек начи-
нает конструировать свое будущее, исходя из  знания 
своего генома. Однако необходимо учитывать, что не-
смотря на большие ожидания и капиталовложения в ге-
номные технологии, в  настоящее время генетическое 
тестирование не всегда может с достаточной точностью 
диагностировать заболевание. Отметим также, что есть 
заболевания диагностируемые, но неизлечимые, а есть 
болезни, которые диагностируются и поддаются коррек-
ции. В зависимости от того, о какой категории заболе-
вания идет речь, зависит выбор модели коммуникации 
между врачом и пациентом.

Со второй половины ХХ века начинается юридизации 
этических регулятивов медицины, происходит становле-
ние биоэтики, которая приводит к формированию новой 
модели взаимоотношений между врачом и  пациентом, 
а  также актуализирует проблему определения границ 
вмешательства в  психофизическую целостность че-
ловека. Американские исследователи Т. Бичамп и Д ж. 
Чилдресс сформулировали 4  принципа биоэтики  — 
«не навреди», «делай благо», принципы уважения автоно-
мии пациента и справедливости, которые задают рамки, 
в  которых должна функционировать медицина. Однако 
особенности медицинской генетики приводят к  невоз-
можности абсолютному следованию классическим био-
этическим принципам. Подчеркнем, что указанные выше 
принципы были разработаны для ситуаций, когда врач 
взаимодействует с одним конкретным пациентом, но при 
медико-генетическом консультировании субъектом вы-
ступают все родственники, которые могут быть носителя-
ми мутации. Таким образом, сложность вызвана семей-
ным, коллективным статусом генетической информации. 
Несмотря на попытки создания механизмов гармониза-
ции интересов пациента и членов его семьи (например, 
разработка новой формы информированного согласия 
в  Великобритании), проблема остается нерешенной 
и требует глубокого междисциплинарного анализа.

Финансирование: работа выполнена в рамках деятель-
ности ведущей научной школы МГУ им. М.В. Ломоносова 
«Трансформации культуры, общества и  истории: фило-
софско-теоретическое осмысление».

Молекулярные механизмы участия 
урокиназной системы в опухолевой 
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Урокиназа uPA и ее рецептор uPAR являются одни-
ми из основных белков, осуществляющих ремоделиро-
вание матрикса, и активируют пролиферацию и мигра-
цию клеток опухолевой ткани. Экспрессия uPA и uPAR 
в ткани опухоли повышена; степень повышения их экс-
прессии зачастую коррелирует с  неблагоприятным 
прогнозом и  эффективностью противоопухолевой 
терапии. Долгое время роль урокиназной системы 
в  канцерогенезе, росте и  метастазировании опухоли 
рассматривалась с  точки зрения активации протео-
лиза. Так, показано, что активная урокиназа, запуская 
каскад реакций плазмина, стимулирует инвазию и ми-
грацию клеток, высвобождает из матрикса задепони-
рованные факторы роста, активирующие рост сосудов 
и пролиферацию клеток.

Дальнейшие исследования показали, что функцио-
нальная роль системы uPA/uPAR представляется гораз-
до более комплексной и не ограничивается протеолизом. 
При связывании урокиназы uPAR, не  имеющий транс-
мембранного и цитоплазматического доменов, способен 
запускать обширный внутриклеточный сигналлинг с уча-
стием различных киназ (FAK/Src, Ras/ERK, PI3K/Akt, 
JAK/STAT) за счёт латерального взаимодействия с дру-
гими рецепторами (интегрины, FPRL1, EGFR, PDGFRβ), 
что приводит к  увеличению выживаемости, пролифера-
ции и миграторного потенциала опухолевых клеток.

Нами показано, что высокая экспрессия uPAR в клет-
ках нейробластомы активирует JAK/STAT1 и Ras/ERK 
сигналлинг, стимулирующий пролиферацию клеток 
нейробластомы. Напротив, при нокауте uPAR с  помо-
щью CRISPR/Cas9  наблюдалось уменьшение актива-
ции киназ PI3K/Akt и  Ras/ERK и  снижение пролифе-
рации нейробластомы.

Исследуя механизмы, мы  обнаружили, что несвя-
занная с рецептором uPA может проникать в ядро, свя-
зываться с  фактором транскрипции HOXA5, который 
приводит к  подавлению экспрессии ключевого онко-
супрессора p53  и  может способствовать выживанию 
опухолевых клеток. Наши результаты доказали, что сни-
жение экспрессии uPAR и ассоциированное с этим уве-
личение uPA в ядре снижает экспрессию p53 и повыша-
ет устойчивость к цисплатину.

Таким образом, на  настоящий момент становится 
очевидным, что урокиназная система вовлечена во мно-
гие этапы развития опухоли, поэтому она может рассма-
триваться в  качестве потенциальной терапевтической 
мишени при лечении опухолей. Однако терапевтические 
подходы должны учитывать всю сложность функцио-
нальных взаимодействий урокиназной системы в  он-
когенезе и, вероятно, предпочтение должно отдаваться 
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подходам, нацеленным на двойное подавление урокина-
зы и ее рецептора.

Работа была выполнена за счет гранта РФФИ (проект 
№ 17-04-00386).

Изучение роли гена CNTN6 в ранних 
этапах нейрогенеза человека 
на модели церебральных органоидов

Татьяна Александровна Шнайдер, 
Олег Леонидович Серов

Институт Цитологии и Генетики СО РАН, 
Новосибирск, Россия
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Хромосомные болезни занимают одно из  главных 
мест в  структуре наследственной патологии челове-
ка. Они обусловлены как числовыми, так и  структур-
ными нарушениями хромосом и  зачастую приводят 
к  летальным эффектам. Те  мутации, которые оказы-
ваются совместимыми с  постнатальным развитием, 
ведут к  хромосомным заболеваниям, проявляющимся 
в виде тяжелых нарушений физического и интеллекту-
ального развития. За  последние несколько лет были 
описаны сразу несколько пациентов с  нарушениями 
умственного развития и различными мутациями в гене 
CNTN6 (Kashevarova et al., 2014; Mercati et al., 2016; 
Schumann et al., 2016; Tassano et al., 2018; Repnikova 
et al., 2019). Однако до сих пор роль гена CNTN6 в ней-
рогенезе человека не  установлена. Недоступность 
прямого получения материала для исследования го-
ловного мозга человека потребовала создания новых 
экспериментальных подходов. Одним из самых выдаю-
щихся достижений последних лет является разработка 
технологии церебральных органоидов (ЦО) из  индуци-
рованных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК), 
позволяющая реконструировать in vitro трехмерную ор-
ганизацию некоторых отделов эмбрионального голов-
ного мозга (Lancaster et al., 2013).

Данный подход мы решили прим.ть для исследова-
ния роли гена CNTN6  посредством сравнения нейро-
генеза в Ц О, полученных из  ИПСК здоровых доноров 
и  пациентов-носителей делеции гена CNTN6. На  мо-
дели трехмерных ЦО  было установлено, что у  здо-
рового человека CNTN6  экспрессируется не  только 
в  нейронах глубоких слоев кортекса, как это было 
ранее показано на мышиной модели (Ye et al., 2008), 
но и в Pax6-позитивных клетках вентрикулярной/суб-
вентрикулярной зоны. Эти данные свидетельствуют 
о  вовлеченности CNTN6  в  регуляцию самых ранних 
этапов нейрогенеза человека. Более того, было уста-
новлено, что церебральные органоиды, полученные 
из  линий гомозиготных ИПСК по  мутации (CNTN6-
/-), имели значительные морфологические отличия 
от таковых, полученных из ИПСК от здоровых доноров. 
Общие размеры гомозиготных мутантных церебраль-
ных органоидов к 20-му дню уменьшены относительно 
ЦО от здоровых доноров и гетерозиготных носителей 
мутации. Кроме того, при анализе внутреннего строе-
ния ЦО  на  этой же  стадии, было установлено, что ко-
личество петлеобразных структур, представляющих 
собой аналоги желудочков головного мозга с  при-
лежащими вентрикулярной и  субвентрикулярной об-
ластями, резко отличается в  исследуемых генотипах. 
Таким образом, совокупность полученных данных ука-
зывает на  новую функцию гена CNTN6  в  раннем не-
нйрогенезе человека.

Биоматериалы и регенеративная 
медицина

Михаил Исаакович Штильман, Александр 
Анатольевич Артюхов, Анна Леонидовна 
Лусс, Андрей Николаевич Кусков

Кафедра биоматериалов, Российский химико-
технологический университет им. Д.И. Менделеева, 
Москва, Россия

shtilmanm@yandex.ru

Область, связанная с созданием, исследованием и ис-
пользованием биоматериалов, остается одним из наибо-
лее динамично развивающихся направлений, объединя-
ющих интересы различных наук и технологий — прежде 
всего химии и технологии низкомолекулярных и высоко-
молекулярных соединений, медицины, биотехнологии, 
и других наук и технологий, объединяемых понятием “life 
sciences and technologies”. Это подтверждается объемом 
рынка биоматериалов (более $ 150  млрд к  2020  году 
с увеличением за 5 лет на 50%) и продукции с использо-
ванием биоматериалов (около $ 600 млрд к 2020 году).

Важнейшим направлением применения биоматери-
алов является регенеративная медицина. Замещения 
в  сердечно-сосудистой системе, костной системе, си-
стемах мягких тканей, системах органов чувств, в  сто-
матологии и  др., клеточные, тканевые и  генные биоин-
женерные процессы, в которых используются различные 
биоматериалы, заняли важнейшее место в широком кру-
ге медицинских технологий.

За последние 10–15 лет спектр используемых в этой 
области материалов, как синтетических, так и натураль-
ных, значительно расширился. Особое внимание в  этих 
процессах занимают полимерные материалы, изделия 
из которых способны к биодеградации, сопровождаемой 
образованием новой живой ткани. В частности, среди та-
ких материалов серьезное внимание привлекают такие 
полимеры как коллаген, хитозан, гиалуроновая кисло-
та, различные полиэфиры гидроксикарбоновых кислот, 
в том числе микробного происхождения.

Разработаны новые подходы к  созданию изделий 
из  полимерных биоматериалов, такие как электроспин-
нинг и 3D формование, криоструктурирование, создание 
различных новых наноразмерных систем, которые рань-
ше казались экзотическими, использование которых 
значительно расширили возможности данной области.

В то же время, проблемы создания экономически до-
ступных полимерных материалов с заданными периода-
ми биодеградации, материалов для создания изделий 
со  стабильно высоким уровнем гемосовместимости, 
материалов для трансфекции, эффективных систем для 
склеивания мягких тканей и ряда других, остаются нере-
шенными, хотя работы в этих направлениях активно ве-
дутся в различных странах.

Можно ожидать в  ближайшем будущем разработки 
новых видов биоматериалов, в  частности, композици-
онных, а  также новых методов изготовления изделий 
из биоматериалов и областей их использования.
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Введение генно-модифицированных 
ММСК ЖТ интрамиокардиально 
для коррекции патогенетических 
механизмов коронарной 
недостаточности

Евгений Александрович Шуман1–3, 
Артем Владимирович Коротков1, 2, 
Олег Германович Макеев1–3

1 � Отдел молекулярных и клеточных технологий, 
ФГБОУ ВО Уральский государственный 
медицинский университет Минздрава России, 
Екатеринбург, Россия;

2 � Лаборатория технологий клеточной и генной 
терапии, ГАУЗ СО «Институт медицинских 
клеточных технологий», Екатеринбург, Россия;

3 � Инновационный центр химико-фармацевтических 
технологий, Уральский Федеральный Университет, 
Екатеринубрг, Россия

evgenyshuman@gmail.com

Геномобусловленным выключением долговремен-
ной адаптации к локальной ишемии миокарда у боль-
шей части человеческой популяции, так как только 
у  каждого четвертого пациента с  сосудистой недо-
статочностью развиваются коллатеральные сосуды. 
Перспективным направлением лечения коронарной 
недостаточности представляется разработка техно-
логии генотерапии, однако введение отдельных генов, 
как было показано в целом ряде плацебо-контролируе-
мых исследований, не сопровождалось значимым кли-
ническим эффектом.

Целью исследования явилось поиск путей дости-
жения полноценного неоангиогенеза за счет активации 
комплекса факторов роста, участвующих в ангиогенезе.

Эксперимент проведен на кроликах — самцах породы 
Шиншилла. С  целью обеспечения неполной окклюзии 
передней нисходящей ветви коронарной артерии серд-
ца выполнялась перевязка ее проксимального сегмента 
на мандрене, сужающая просвет сосуда на 80%. Группе 
животных № 1  интрамиокардиально вводили физиоло-
гический раствор; группе животных № 2 — ММСК; груп-
пе животных № 3  — ММСК, трансфецированных геном 
VEGF-165. Трансфекцию ММСК проводили плазмидой 
с геном VEGF165 (pWZL Blast VEGF165).

Уровень ангиогенеза оценивали на  30  сутки по-
сле операции на  срезах миокарда, окрашенных 
гематоксилин-эозином.

Однократное интрамиокардиальное введение ММСК 
приводит к увеличению общего количества капилляров, 
по сравнению с группой № 1, на 5,40%, диаметра откры-
тых капилляров на 4,55%, длины функционирующих ка-
пилляров на 11,07%, увеличению площади обменной по-
верхности капилляров на 15,06% (p≤0,05) и увеличению 
парциального давления кислорода на 16,66%.

Однократное интрамиокардиальное введение ММСК, 
трансфецированных геном VEGF-165 в условиях модели-
руемой ишемии, приводит к увеличению общего количе-
ства капилляров, по сравнению с группой № 2, на 3,73%, 
диаметра открытых капилляров на 3,13%, длины функци-
онирующих капилляров на 21,88% (p≤0,05), увеличению 
площади обменной поверхности капилляров на 23,96% 
(p≤0,05) и увеличению парциального давления кислоро-
да на  30,55% (p≤0,05). По  отношению с  показателями 
группы № 1 все отличия группы № 3 достоверны.

В группе введения ММСК, трансфецированных геном 
VEGF-165, имеет место морфологически подтвержден-
ная активация ангиогенеза.

Активация МАР-киназных каскадов 
при репаративном процессе

Ирина Александровна Шурыгина, Наталья 
Ильинична Аюшинова, Елена Евгеньевна 
Чепурных, Михаил Геннадьевич Шурыгина

ФГБНУ Иркутский научный центр хирургии 
и травматологии, Иркутск, Россия

shurygina@rambler.ru

Проблема управления ростом соединительной тка-
ни является одной из  ключевых в  регенеративном про-
цессе. В ИНЦХТ разрабатывается подход к управлению 
репаративным процессом при помощи воздействия 
на МАРкиназные механизмы регуляции.

В  условиях асептической кожно-мышечной раны ак-
тивация р38 МАРК отмечена с 3 по 14 сутки с максиму-
мом на 3 сутки, JNK — с 1 по 3 сутки и на 14 сутки, ERK — 
с 1 до 14 суток с пиком активности на 3 сутки. В условиях 
посттравматической регенерации мышцы фосфорили-
рованная форма p38  МАРК присутствует в  единичных 
миосателлитах с 3 по 9 сутки после травмы, что соответ-
ствует их периоду активации и пролиферации. На 5 сут-
ки обнаружена активация JNK в  мышечных почках, что 
позволяет предположить участие JNK в активации и про-
лиферации миосателлитов. Активация ERK наблюдалась 
только на пятые сутки после травмы.

В условиях асептического повреждения брюшины ак-
тивация р38  каскада отмечается с  6  часов до  30  суток 
с максимумом на 14 сутки. Экспрессия активной формы 
JNK MAPK имеет волнообразную динамику с двумя пика-
ми — на 3 и 14 сутки. Экспрессия ERK MAPK имеет два 
пика активности  — на  1  и  30  суток. Удалось определить 
возможные мишени для угнетения спайкообразования, 
которыми стали белки каскада p38  MAPK, и  очертить 
требования, которым должно отвечать кандидатное ле-
карственное средство для успешного подавления спайко-
образования при минимизации побочных эффектов. В ре-
зультате реализации программы исследований появилось 
инновационное лекарственное средство СЕРОГАРД, явля-
ющееся заявкой на  референсный препарат для профи-
лактики спаек, с  очень высокой эффективностью по  ре-
зультатам доклинических исследований.

Применение различных 
хирургических материалов для 
снижения последствий повторных 
операций у кроликов

Елена Сергеевна Щукина, Ирина Сергеевна 
Кашапова, Дмитрий Владимирович 
Попов, Глеб Юрьевич Косовский

ФГБНУ Научно-исследовательский институт 
пушного звероводства и кролиководства 
им. В.А. Афанасьева», Родники, Россия

elena.rainis.lis@yandex.ru

Кролик является лабораторным объектом медико-
биологических исследований. Диагностическая лапа-
ротомия проводится для осуществления операционного 
доступа к органам брюшной полости для подтверждения 
первичного диагноза. На  базе ФГБНУ НИИПЗК прове-
дена диагностическая лапаротомия с  целью изучения 
скорости заживления ран с использованием различного 
шовного материала у кроликов.

Объектом исследования являлись 4  кролика породы 
советская шиншилла в  возрасте 1  года мужского пола 
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с массой тела 2–2,5. В качестве премедикации применяли 
атропина сульфат 0,1%, для полной анестезии — ксилазин 
2% и  для поддержания анестезирующих свойств в  про-
цессе лапоротомии  — пропофол 1%. Разрез проводили 
по белой линии живота, в качестве шовного материала ис-
пользовали кетгут 2/0, полигликолидную нить 2/0, поли-
гликолидную нить с капролактоном 2/0 и Vicryl Rapide 2/0.

При использовании кетгута полное заживление раны 
отмечалось на  9  день после оперативного вмешатель-
ства, при этом на  2  и  3  день наблюдалась слабо выра-
женная аллергическая реакция, в дальнейшем подавлен-
ная организмом без применения лекарственных средств.

Заживление раны при применении полигликолидной 
нити с капролактином установлено на 5 день операции.

Наилучшими свойствами, обеспечивающими высокую 
скорость восстановления поврежденных во время лапаро-
томии тканей у кроликов, обладает полигликолидная нить 
и Vicryl Rapide, способствующие рубцеванию мягких тканей 
уже на вторые сутки после нанесения ранения за счет сти-
муляции регенерационной гипертрофии. Полигликолидная 
нить и Vicryl Rapide содержат стеарат кальция, разлагае-
мый в  процессе гидролиза, что снижает иммунологиче-
скую реакцию организма на данные материалы.

Таким образом, для закрытия зияния раны при одно-
кратной диагностической лапаротомии у  кроликов ре-
комендуется использовать полигликолидную нить или 
Vicryl Rapide. В случае, если в течение 10 дней по усло-
виям эксперимента лапаротомию необходимо проводить 
несколько раз, то  в  качестве шовного материала реко-
мендуется использовать кетгут с  целью наименьшего 
травмирования кроликов.

Применение аутологичной плазмы, 
обогащенной тромбоцитами, 
в лечении женщин с бесплодием 
на фоне «тонкого» эндометрия

Зульфия Нурудиновна Эфендиева1, 
Тимур Хайсамудинович Фатхудинов2, 
Инна Анатольевна Аполихина1, 2

1 � Первый МГМУ им. И.М. Сеченова, Москва, Россия;
2 � НМИЦ акушерства, гинекологии и перинатологии 

им. В.И. Кулакова Минздрава России, Москва, 
Россия

efendievaz@yandex.ru

«Тонким» принято считать эндометрий менее 7  мм 
во  вторую фазу менструального цикла. Согласно данным 
Shufaro Y. и  соавт. толщина эндометрия 7  мм  и  менее, 
статистически значимо ассоциирована с более низкой ча-
стотой наступления беременности в  циклах овариальной 
стимуляции. Среди основных причин недостаточного роста 
эндометрия выделяют частые внутриматочные вмеша-
тельства, хронический воспалительный процесс в  слизи-
стой матки, нарушение маточного кровотока и состояния, 
связанные с дефицитом эстрогенов. Стандартная терапия 
эстрогенами, препаратами, улучшающими кровообраще-
ние, не  эффективна у  части пациенток, и  единственной 
возможностью для них реализовать свой репродуктивный 
потенциал становится суррогатное материнство.

Одним из  перспективных и  новых методов лечения 
маточного фактора бесплодия является введение в  по-
лость матки аутологичной плазмы, обогащенной тромбо-
цитами (Platelet Rich Plasma, PRP).

Процесс дегрануляции тромбоцитов связан с  вы-
свобождением факторов роста, которые запускают про-
цессы регенерации и  биологического синтеза в  тканях. 

По данным Chang Y. и соавт. частота имплантации и насту-
пления клинической беременности статистически значи-
мо были выше у пациенток, получавших внутриматочную 
инфузию аутоплазмы, обогащенной тромбоцитами, перед 
переносом эмбрионов. Нам представляется, что внутриэн-
дометриальное инъекционное введение PRP может суще-
ственно повысить эффективность этого способа лечения.

На  базе НМИЦ АГП им.  В.И. Кулакова проводится 
исследование безопасности и  эффективности инъек-
ционного введения PRP в  базальный слой эндометрия 
у женщин с бесплодием на фоне «тонкого» эндометрия. 
На  данный момент в  исследование включено 20  паци-
енток в возрасте до 38 лет (32,5 ±3,6 года) с толщиной 
эндометрия менее 7мм (4,93±0,99 мм) во вторую фазу 
менструального цикла. В  пролиферативную фазу цикла 
пациенткам было проведено инъекционное введение 
аутологичной PRP в толщу базального слоя эндометрия 
на глубину 2–3мм с помощью эндоскопической иглы под 
контролем гистероскопии. При проведении контрольного 
ультразвукового исследования в следующем цикле тол-
щина эндометрия статистически значимо увеличилась 
до 7,37±1,62 мм. У 5 пациенток наступила беременность 
в первых циклах после проводимого лечения. Среди них 
у 3 беременность наступила после ЭКО, и у 2 зачатие на-
ступило естественным путем.

Полученные нами предварительные результаты по-
зволяют считать целесообразным применение данного 
метода для терапии женщин с бесплодием, обусловлен-
ным дисфункцией эндометрия.
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Туберкулез (ТБ) органов мочевыделительной системы 
является распространенной локализацией внелегочного 
ТБ. Несмотря на клиническое использование, функции ме-
зенхимных стволовых клеток (МСК) в контексте ТБ плохо 
изучены. С  одной стороны, показано, что MCК способны 
обеспечивать распространение и  создание новой ниши 
для микобактерий. С другой, секретируя иммуномодулиру-
ющие факторы МСК способны принимать участие в регу-
ляции иммунных реакций при ТБ. Несмотря на подтверж-
денную безопасность трансплантации МСК больным ТБ, 
достоверные данные о биораспределении клеток, введен-
ных в  организм, при физиологических и  патологических 
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условиях, отсутствуют. Целью работы является оценка био-
распределения МСК и эффективности клеточной терапии 
при внутривенном введении клеток в комплексном лечении 
ТБ почки. После инъецирования культуры M. Tuberculosis 
в  паренхиму почки кролика и  подтверждения формиро-
вания активного ТБ  процесса провели стандартную про-
тивотуберкулезную терапию (ПТТ). Животных разделили 
на четыре группы: ПТТ с последующей клеточной терапи-
ей; ПТТ; контроль заражения (без лечения); контроль (ин-
тактные животные). Клетки пометили с помощью суперпа-
рамагнитных наночастиц оксида железа. Гистологическую 
оценку эффективности клеточной терапии производили 
через 1 месяц после введения МСК. Показали, что живот-
ные, получившие ПТТ с последующей клеточной терапией 
и  группы контроля заражения, имели поражение почек 
и легких в виде диссеминированных эпителиоидноклеточ-
ных гранулем различного размера с  гигантскими много-
ядерными клетками и казеозным некрозом. При окраске 
по Ц илю-Нильсену выявлены кислотоустойчивые мико-
бактерии. Однако, применение МСК в комплексной тера-
пии ТБ оказывало положительное влияние на репаратив-
ные процессы в  виде снижения процесса диссеминации 
ТБ, уменьшения размера и количества гранулем. В группе 
кроликов, получавших ПТТ, гранулем в  органах не  обна-
ружено, что требует дальнейшего изучения влияния МСК 
на течение ТБ. Количественную оценку биораспределения 
МСК выполнили с помощью метода продольного нелиней-
ного магнитного отклика. Содержание магнитных нано-
частиц определяли в 16-ти различных органах животных 
на сроках 1, 2, 3 и 7 сут. после проведения клеточной те-
рапии. Наибольшее количество наночастиц обнаружили 
в селезенке, печени, легких и почках. В качестве контроля 
использовали животных, получивших клеточную терапию, 
но не зараженных ТБ. Показано, что при патологии биора-
спределение МСК отличается от контроля.

Работа выполнена в  рамках гранта РФФИ 
№ 19-08-00024.
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Исследование клеток позволяет оценить осо-
бенности клеточного поведения и  функциональный 

потенциал в  различных условиях культивирования 
in  vitro. Целью исследования явилась оценка морфо-
логических особенностей мультипотентных мезенхим-
ных стромальных клеток (ММСК) при культивировании 
в присутствии 3D-матриксов, имитирующих регенери-
рующую костную ткань.

Нами была разработана модель трехмерного (3D) 
культивирования клеток с  использованием подложек 
(10×10×1 мм3) из коммерчески чистого титана с шерохо-
ватым (Ra=2–5 мкм) кальцийфосфатным (КФ) покрыти-
ем. Клеточная линия ММСК жировой ткани (ММСК-ЖТ) 
была получена из  липоаспирата человека. До  начала 
культивирования число клеток, экспрессирующих моле-
кулы CD105, CD73  и  CD90  составляло не  менее 95%; 
клеток, несущих маркеры CD45, CD34, CD20 и CD14 — 
не более 2%. Клетки инкубировали в стандартной культу-
ральной среде DMEM/F12 (Gibco Life Technologies, США) 
без остеогенных добавок при 37оС, 100% влажности 
в атмосфере 5% СO2. Иммунофенотипирование ММСК-
ЖТ  проводили на  проточном цитометре MACS Quant 
(Miltenyi Biotec, Германия). Морфологическая оценка 
клеток выполнена при помощи конфокального микро-
скопа ZEISS LSM 700  с  использованием специфичных 
красителей: DAPI (для окрашивания ядер), MitoTracker 
Green FM  (для окрашивания митохондрий), Cell Plasma 
Membrane Staining Kit  — Orange Fluorescence  — 
Cytopainter (для окрашивания цитоплазмы). Съемку 
производили в  течение 7  дней 1  раз в  сутки с  исполь-
зованием объектива EC  Plan-Neofluar 10x/0.3  DIC 
I. Определение фенотипического профиля культуры кле-
ток после 14 дней культивирования позволило выявить 
увеличение числа клеток (p≤0,05) с  гемопоэтическим 
фенотипом CD45CD34CD14CD20+ при сокультивиро-
вании ММСК с  3D-матриксом. Число клеток, несущих 
молекулы CD73+, CD90+, CD105+ оставалось на  уровне 
значений, полученных при оценке 2D-культур (контроль). 
В  контрольных группах площадь клеточных органелл 
(ядер и  митохондрий) оказалась больше по  сравнению 
с  экспериментальными 3D-культурами. Это может сви-
детельствовать о  высокой функциональной активно-
сти клеток контрольной группы. Площадь цитоплазмы 
в  клетках вокруг 3D-матриксов была меньше таковой 
в контроле, что может свидетельствовать об уменьшении 
распластывания ММСК. Морфологические изменения 
ядра и цитоплазмы ММСК в 3D-культурах косвенно сви-
детельствуют в пользу изменения фибробластоподобной 
формы клеток в более объемные активные остеобласты.

Исследование выполнено при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект № 18-75-00071).
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Повреждение костной ткани вызывает активацию ка-
скадного механизма регенерации. При проведении осте-
осинтеза костных переломов с использованием кальций-
фосфатных (КФ) материалов медицинского назначения, 
клиническая эффективность их  применения определя-
ется соотношением специфической остеогенной актив-
ности и потенциальной токсичности фосфатов кальция, 
высвобождающихся при биодеградации имплантата.

В  связи с  этим, in  vitro исследование поведения 
мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток 
(ММСК) в  присутствии искусственных материалов яв-
ляется важным этапом оценки цитотоксичности и  (или) 
специфической активности имплантатов, предлагаемых 
к использованию в травматологии и ортопедии.

Эксперимент проведен с  помощью разработанной 
модели трехмерного (3D) культивирования клеток in vitro 
с  использованием подложек (10×10×1  мм3) из  ком-
мерчески чистого титана с шероховатым (Ra=2–5 мкм) 
КФ покрытием. Клеточная линия ММСК жировой ткани 
(ММСК-ЖТ) была получена из  липоаспирата челове-
ка. Иммунофенотипирование ММСК-ЖТ  проводили 
на  проточном цитометре MACS Quant (Miltenyi Biotec, 
Германия). До  начала культивирования число клеток, 
несущих молекулы CD105, CD73  и  CD90  составляло 
более 95%, клеток, экспрессирующих маркеры CD45, 
CD34, CD20 и CD14 — менее 4%. Клетки инкубировали 
в  стандартной культуральной среде DMEM/F12 (Gibco 
Life Technologies, США) в течение 14–21 суток при 37оС, 
100% влажности в атмосфере 5% СO2.

После окончания времени инкубации (14  суток) 
исследование фенотипического профиля культуры 
CD73CD90CD105+ клеток после 14 дней культивирова-
ния не  выявило статистически значимых различий при 
культивирования клеток в  присутствии 3D-матриксов. 
В 2D-культуре на пластике доля живых клеток варьирова-
ла в пределах 87–98%. После 14-дневного сокультиви-
рования ММСК-ЖТ с 3D-матриксами доля жизнеспособ-
ных клеток при окрашивании 0,4% трипановым синим, 
составила 82–95%. Негативное влияние шероховатости 
КФ покрытия на выживаемость клеток не установлено.

Через 21 сутки в 3D-культуре резко возрастала окра-
ска межклеточного матрикса ализариновым красным, 
что свидетельствует в пользу дифференцировки ММСК 
в секретирующие остеобласты.

Таким образом, титановые подложки с  рельефным 
КФ  покрытием показали полезные остеоиндуктивные 
свойства при отсутствии цитотоксичности в  отношении 
ММСК, что раскрывает их  известную клиническую эф-
фективность при остеосинтезе в случае переломов и за-
болеваний костной ткани.

Исследование выполнено при поддержке Гранта 
Президента (проект № МК-2452.2019.4).
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Повреждение костной ткани инициирует сигнальные 
каскады, запускающие механизм ее репаративной реге-
нерации (Wang Y. et al., 2018). Мы предполагаем, что про-
дукция провоспалительных цитокинов (IL-1b, IL-6, TNF-α) 
при остеосинтезе переломов зависит от типа клеток (мо-
нонуклеарные лейкоциты крови (МНК); мультипотентные 
мезенхимные стромальные клетки (ММСК)) и  свойств 
имплантатов с кальцийфосфатной (КФ) поверхностью.

В  эксперименте были использованы подложки 
(10×10×1  мм3) из  коммерчески чистого титана, несу-
щих рельефное (индекс шероховатости Ra  = 2–5  мкм) 
КФ покрытие.

Выделение МНК проводилось методом цен-
трифугирования на  градиенте плотности фиколл-
урографин (р=1,077  г/см3). Клетки (на  98–99% 
CD45CD3+) и  инкубировали в  полной питательной сре-
де 48 часов при 37°С, 5% СO2 во влажной атмосфере. 
CD73CD90CD105+ ММСК выделяли из  жировой тка-
ни человека (Litvinova L.S. et  al., 2018) инкубировали 
14  суток. Иммунофенотипирование клеток проводили 
методом проточной цитофлуориметрии (MACSQuant 
(Miltenyi Biotec, Германия) и анализировали с помощью 
«KALUZA Analysis Software» (Beckman Coulter, США). 
Концентрации цитокинов (IL-1b, IL-6, TNF-α; пг/мл) опре-
деляли методом проточной флюориметрии (Bio-Plex 
Protein Assay System, Bio-Rad, США).

По  истечении времени культивирования в  присут-
ствии 3D-матриксов было выявлено увеличение числа 
МНК с фенотипом CD3CD4CD71+ и резкое увеличение 
остеогенной дифференцировки ММСК. Число МНК, 
экспрессирующих маркеры активации (CD25, CD95) 
и  дифференцировки (CD45RO, CD45RA), оставалось 
на  уровне контрольных значений. В  культуре МНК уро-
вень провоспалительных цитокинов (IL-1b, IL-6) был по-
вышен в 50 раз (P<0,05) в сравнении с 2D-культурами. 
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Продукция TNF-α увеличилась в 1,5 раза в эксперимен-
тальных группах и  достоверно отличалась от  контроль-
ных значений (P<0,05).

ММСК либо не реагировали (IL-1b, IL-6), либо значи-
тельно (в  4  раза) снижали (TNF-α) секреторную актив-
ность в 3D-культуре.

Вывод. Клетками-мишенями, реагирующими на  то-
пографию КФ  поверхности усилением провоспали-
тельной активности в  течении первых 14  суток, явля-
ются Т-лимфоциты, но  не  ММСК. Увеличение числа 
CD3CD4CD71+ клеток и  концентраций провоспалитель-
ных цитокинов способствует инициации сигнального 
каскада, клиренсу очага повреждения от возможных па-
тогенов и может быть триггером хоминга ММСК в очаг 
повреждения, что обеспечивает процесс репаративной 
регенерации костной ткани при остеосинтезе.

Исследование выполнено при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект № 16-15-10031).
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Мышечные дистрофии характеризуются первичным 
поражением мышечной ткани, развивающимся непре-
рывно-прогредиентно, зачастую приводя к инвалидности 
в трудоспособном возрасте, а также к смерти в детском 
и  подростковом возрасте. Общая распространенность 
мышечных дистрофий составляет 19.8–25.1:100000, 
высоко распространена группа поясно-конечност-
ных мышечных дистрофий (от  1:14500  до  1:123000). 
Этиотропного лечения этих заболеваний на сегодняшний 
день не существует. Учитывая то, что миодистрофии вы-
званы мутациями в генах, кодирующих мышечные белки, 
наиболее оптимальным подходом является генная тера-
пия, позволяющая корректировать генетический матери-
ал клетки. В исследованиях по разработке генной терапии 
мышечных дистрофий возникает необходимость рассмо-
треть тот или иной подход (редактирование ДНК, РНК, ове-
рэкспрессия, а также доставка терапевтических молекул 
различными векторами) не только теоретически, но и про-
анализировать in vitro. Учитывая распространенность ми-
одистрофий, зачастую «труднодоступность» пациентов, 
многообразие мутаций и форм заболеваний, взятие био-
птата для выделения и культивирования клеток в условиях 
лаборатории зачастую весьма затруднительно, или не-
возможно. Кроме этого, для создания молекул, действую-
щих целенаправленно, на определенный участок ДНК или 

РНК, требуются образцы клеток, имеющих соответству-
ющую мутацию. Таким образом, необходимо создание 
клеточных тест-систем (моделей заболеваний) в  услови-
ях лаборатории из уже имеющегося или легкодоступного 
биоматериала. Оптимальным сегодня является примене-
ние системы геномного редактирования CRISPRCas9.

Нами выполнен дизайн молекулярного инструмента 
и  получены лентивирусные частицы, содержащие трех-
компонентную систему транскрипционной активации 
CRIPSRCas9-SAM, в  основе которой инактивированная 
нуклеаза Cas9 и факторы VP64, P65 и HSF1. В фибробла-
стах, полученных от пациента с поясно-конечностной мы-
шечной дистрофией 2Б (дисферлинопатией) с  мутацией 
в 26 экзоне гена, кодирующего мышечный белок дисфер-
лин (DYSF) был активирован ген DYSF. Селекцию транс-
дуцированных клеток последовательно проводили анти-
биотиками (гигромицин, зеоцин, бластицидин). Уровень 
мРНК измерялся с  помощью ОТ-ПЦР и  составил около 
40% от  контрольного. Экспрессия дисферлина в  кон-
трольных фибробластах была подтверждена с  помощью 
иммуноблоттинга. Таким образом, нами получена in vitro 
тест-система для отработки точных молекулярных инстру-
ментов для редактирования ДНК и РНК, а также подходов, 
связанных с оверэкспрессией белка дисферлина.

3D-композит на основе 
наноцеллюлозы и вирусных 
наночастиц ВТМ для регенеративной 
медицины

Игорь Владимирович Яминский1, 2, Ольга 
Валентиновна Синицына2, Наталья Олеговна 
Калинина4, Михаил Эммануилович Тальянский3, 5
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Вирусные наночастицы перспективны для бионано-
технологии. Они монодисперсны, стабильны и могут быть 
получены в больших количествах. Поверхность вирусных 
частиц может быть модифицирована с целью придания 
ей  дополнительных функций. Вирус табачной мозаи-
ки (ВТМ)  — наиболее исследованный и  используемый 
в  бионанотехнологии вирус, имеющий палочкообраз-
ную форму диаметром 18 нм и длиной 300 нм. ВТМ был 
успешно применен в задачах тканевой инженерии. В ра-
боте из ВТМ сформировали 3D-каркас, который способ-
ствовал остеогенной дифференцировке стволовых кле-
ток и  последующей минерализации матрикса. В  работе 
[3] показано in vivo, что композиты на основе гидрогеля 
и ВТМ могут быть использованы для замещения костной 
ткани и не вызывают системной токсичности.

Нами предложено использовать наноцеллюлозу и ви-
русоподобные частицы из  модифицированного белка 
оболочки ВТМ для создания материалов, перспективных 
для замены костной ткани. Вирусоподобные частицы 
связывались с волокнами наноцеллюлозы и способство-
вали ее минерализации с образование гидроксилапати-
та. Детальное исследование методом атомно-силовой 
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микроскопии выявило нетривиальный характер взаи-
модействия наноцеллюлозы и  вирусоподобных частиц. 
До 60% площади поверхности волокон наноцеллюлозы 
оказалось покрыто квазикристаллами вирусоподобных 
наночастиц. Причем волокна наноцеллюлозы задава-
ли направление ориентации вирусоподобных наноча-
стиц. Образование квазикристаллов происходит за счет 
сил исключенного объема (взаимодействия Асакуры-
Оосавы). Причем наноцеллюлоза действует как высоко-
молекулярная добавка, приводящая к  возникновению 
осмотического давления, сближающего вирусоподные 
частицы. Волокна наноцеллюлозы могут быть рассмо-
трены как палочкообразные частицы, увеличивающие 
общую объемную концентрацию частиц, что способству-
ет возникновению жидкокристаллического упорядоче-
ния в системе.

В  предложенном нами композите для тканевой ин-
женерии наноцеллюлоза задает трехмерную структу-
ру, а плотное покрытие из вирусоподобных частиц ВТМ 
определяет поверхностные свойства материала и его по-
тенциал для взаимодействия с живыми системами.

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ 
(17-52-560001).
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Глютаровый альдегид является основным сшиваю-
щим агентом для биопротезов в  кардологии. Однако, 
он  имеет ряд недостатков, таких как высокая токсич-
ность и высокий риск кальцификации с последующей 
дисфункцией протеза. В  качестве альтернативного 

метода сшивки были предложены эпоксидные соеди-
нения. Обработка ими улучшает физико-механические 
и тромборезистентные характеристики. Цель исследо-
вания: оценка токсического действия биопротезов, пре-
добработанных ди- и пентаэпоксидами, на мононукле-
арные и эндотелиальные клетки. Материалы и методы. 
Объектом исследования являлись образцы бычьего 
(БП) и свиного (СП) перикарда с различными консер-
вантами: глютаровый альдегид (ГА); диглицидиловый 
эфир этиленгликоля (ДЭ); 5% ДЭ (экспозиция 10 дней), 
затем 2% 1,2,3,4,6-пента-O-{1-[2-(глицидилокси)
этокси]этил}- D-глюкопиранозы (экспозиция 10 дней) 
(10+10). Для получения экстрактов образцы био-
материала культивировали в  полной ростовой среде 
72  ч  при 37  0С в  соотношении 0,2  г  ткани/ мл  сре-
ды. Мононуклеарные клетки периферической кро-
ви здоровых доноров (МНК) выделяли на  градиенте 
плотности фиколл/ верографина (р=1.078 г/л). МНК 
25×104/лун культивировали в  стандартных условиях 
24  ч, затем производили замену среды на  100  мкл 
экстракта. Токсичность оценивали в МТТ-тесте через 
72  ч. На  монослой EaHy 926  укладывали образцы 
перикарда размером 1×1  см. Через 48  ч  инкубации 
конфлюэнтный слой оценивали на  микроскопе Axio 
Observer (Zeiss, Германия). Результаты исследования 
статистически обрабатывали с  использованием про-
граммы Statistica 10,0  for Windows (StatSoft, США). 
Жизнеспособность МНК через 24 ч культивирования 
с  экстрактами всех образцов перикарда оставалась 
высокой. Через 72  ч  наиболее выраженный токсиче-
ский эффект выявлен в  группе БП-ГА  (жизнеспособ-
ность 69%, р<0,01), а  наименее- в  группе БП-10+10 
(жизнеспособность 81%). Для свиного перикарда раз-
ницы в  жизнеспособности МНК для различных кон-
сервантов через 24 и 72 ч не было выявлено. Следует 
отметить, что жизнеспособность МНК в  группе СП-
ГА была статистически выше через 72 ч в сравнении 
с группой БП-ГА (р=0,0001). При культивировании пе-
рикарда на монослое EaHy 926 через 48 ч выявлена 
зона гибели клеток вокруг образца БП-ГА. Для осталь-
ных образцов перикарда не  выявлены повреждения 
монослоя EaHy 926. Таким образом, предложенный 
способ обработки биологических протезов ди- и  пен-
таэпоксидами не  является токсичным для МНК и  эн-
дотелиальных клеток.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РНФ (Заявка № 16-15-10315).
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Кроме того, все работы могут быть посланы по элек-

тронной почте, по адресу: redaktor@celltranspl.ru.
Все страницы, кроме титульного листа, должны быть 

пронумерованы (вверху в центре). Рукописи, оформле-
ние которых не соответствует «Правилам для авторов», 
могут быть отклонены редакцией. Материалы, уже 
опубликованные в  других изданиях, или находящиеся 
на рассмотрении в других редакциях, будут отклонены 
редколлегией журнала.

Титульный лист: На титульном листе должны быть 
указаны фамилии и инициалы всех авторов, название 
статьи, место работы (наименование кафедры или 
лаборатории и  учреждения, где выполнена работа), 
5–10  ключевых слов. Оригинальные исследования 
должны быть завизированы руководителем учрежде-
ния, где выполнена работа.

Резюме: Все статьи должны содержать резюме 
на  русском и  английском языках объемом не  более 
250 слов (редколлегия имеет право сокращать резю-
ме, превышающие указанный объем). В резюме долж-
ны быть изложены цели исследования, основные про-
цедуры (отбор объектов изучения или лабораторных 
животных, методы наблюдения или аналитические 
методы), основные результаты (по  возможности, кон-
кретные данные и их статистическая значимость) и ос-
новные выводы.

Текст: Текст необходимо печатать в  редакторе 
Word на  бумаге формата А4, шрифтом Times New 
Roman, 14  размера, без переносов. Все страни-
цы должны быть пронумерованы вверху в  центре. 
Материал и  методы исследования должны быть опи-
саны детально с  точным указанием использован-
ных реактивов, фирмы изготовителя и  страны. Если 
в  статье имеется описание наблюдений на  человеке, 
не следует использовать фамилии, инициалы больных 
или номера историй болезни, особенно на  рисунках 
и фотографиях. Кроме того, в таких статьях необходи-
мо указывать, подписывал ли больной информирован-
ное согласие, есть ли одобрение этического комитета 

и  ученого совета учреждения, где данное исследова-
ние было выполнено. Статьи, не содержащие этой ин-
формации, будут отклонены редакцией.

При изложении экспериментов на животных следует 
указать, соответствовало ли  содержание и  использова-
ние лабораторных животных правилам, принятым в  уч-
реждении, рекомендациям национального совета и  на-
циональным законам.

Последняя страница: На последней странице надо 
поставить подписи всех авторов, указать полностью 
их  фамилии, имена, отчества, ученую степень, а  также 
почтовый адрес, телефон/факс, электронный адрес ав-
тора, с которым следует вести переписку.

Иллюстрации: Журнал принимает в  качестве ил-
люстраций оригинальные схемы, фотографии, микро-
фотографии и  графики. Все рисунки и  графики долж-
ны быть присланы отдельными файлами в формате tiff 
с  первоначальным разрешением 300  dpi, линейным 
размером по ширине не менее 7 см. Обозначения допу-
скаются только в распечатанном варианте или в копиях 
рисунков. Графики должны быть выдержаны в серо-зе-
леной гамме. За качество воспроизведения несоответ-
ствующих требованиям иллюстраций редакция ответ-
ственности не несет, либо они исключаются.

БИБЛИОГРАФИЧЕСКИЕ ССЫЛКИ

Библиографические ссылки в тексте: все ссыл-
ки должны быть процитированы в  тексте и  пронуме-
рованы последовательно, в  порядке их  первого упо-
минания в  тексте, арабскими цифрами в  квадратных 
скобках, в  соответствии со  списком литературы, дан-
ным в конце статьи.

Список литературы: при цитировании необхо-
димо использовать номенклатуру названий жур-
налов, рекомендованную Index Medicus в  формате 
NLM  — список названий может быть получен в  NLM 
(http://www.nlm.nih.gov). Цитирование по системе ав-
тор-дата не допускается.

Должны быть упомянуты все авторы; в  случае, если 
авторов пять или больше, перечислите первых трех и до-
бавьте «и соавт.» (et al.). Авторский коллектив несет пол-
ную ответственность за точность и полноту всех ссылок 
и за правильность цитирования в тексте.

Примеры цитирования различных 
литературных источников

Журнальная статья:
Vega K.J., Pina L, Krevsky B. Heart transplantation is as-

sociated with an  increased risk for pan-creatobiliary dis-
ease. Ann. Intern. Med. 1996; 124(ll): 980–3.

Если в  томе сохраняется последовательная нумера-
ция страниц, номер журнала можно не указывать:
Vega K.J., Pina L., Krevsky B. Heart transplantation is as-

sociated with an increased risk for pancreatobiliary disease. 
Ann. Intern. Med. 1996; 124: 980–3.
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Организация в качестве автора:
The Cardiac Society of  Australia and New Zealand. 

Clinical exercise stress testing. Safety and performance 
guidelines. Med. J. Aust. 1996; 164: 282–4.

Автор не указан:
Cancer in South Africa [editorial]. S. Afr. Med. J. 1994; 

84: 15.

Том с приложением:
Shen H.M., Zhang Q.F. Risk assessment of  nickel car-

cinogenicity and occupational lung cancer. Environ Health 
Perspect. 1994; 102 Suppl 1: 275–82.

Том, разделенный на части:
Ozben Т., Nacitarhan S., Tuncer N. Plasma and urine 

sialic acid in  non-insulin dependent diabetes mellitus. Ann. 
Clin. Biochem. 1995; 32(Pt 3): 303–6.

Журнал, номера которого не объединяются в тома:
Turan L., Wredmark Т., Fellander-Tsai L. Arthroscopic 

ankle arthrodesis in  rheumatoid arthritis. Clin. Orthop. 
1995; (320): 110–4.

Физические лица в качестве авторов книги:
Ringsven M.K., Bond D. Gerontology and leadership skills 

for nurses. 2nd ed. Albany (NY): Delmar Publishers; 1996.

Редакторы, составители в качестве авторов книги:
Norman I.J., Redfern S.J., editors. Mental health care for 

elderly people. New York: Churchill Livingstone; 1996.

Организация в качестве автора и издателя:
Institute of  Medicine (US). Looking at  the future of  the 

Medicaid program. Washington: The Institute; 1992.

Глава в книге:
Phillips S.J., Whisnant J.P. Hypertension and stroke. In: 

Laragh J.H., Brenner B.M., editors. Hypertension: patho-
physiology, diagnosis, and management. 2nd ed. New York: 
Raven Press; 1995. p. 465–78.

Материалы конфе-ренции:
Kimura J., Shibasaki H., editors. Recent advanc-

es in  clinical neurophysiology. Proceedings of  the 
10th International Congress of  EMG and Clinical 
Neurophysiology; 1995  Oct 15–19; Kyoto, Japan. 
Amsterdam: Elsevier; 1996.

Доклад на конференции:
Bengtsson S., Solheim B.G. Enforcement of data protec-

tion, privacy and security in medical informatics. In: Lun K.C., 
Degoulet P., Piemme Т.Е., Rienhoff O., editors. MEDINFO 
92. Proceedings of  the 7th World Congress on  Medical 
Informatics; 1992  Sep 6–10; Geneva, Switzerland. 
Amsterdam: North-Holland; 1992. p. 1561–5.

Научный или технический отчет:
Smith P., Golladay К. Payment for durable medical equip-

ment billed during skilled nursing facility stays. Final report. 
Dallas (TX): Dept. of  Health and Human Services (US), 
Office of Evaluation and Inspections; 1994 Oct. Report No.: 
HHSI-GOEI69200860.

Диссертация:
Kaplan S.J. Post-hospital home health care: the el-

derly’s access and utilization [dissertation]. St. Louis (MO): 
Washington Univ.; 1995.

Патент:
Larsen C.E., Trip R., Johnson C.R., inventors; No-voste 

Corporation, assignee. Methods for procedures related 
to the electrophysiology of the heart. US patent 5,529,067. 
1995 Jun 25.

Кодекс Федеральных правил:
Informed Consent, 42 C.F.R. Sect. 441.257 (1995).

Словари и аналогичные издания:
Stedman’s  medical dictionary. 26th ed. Baltimore: 

Williams & Wilkins; 1995. Apraxia; p. 119–20.

Классическая литература:
The Winter’s Tale: act 5, scene 1, lines 13–16. The com-

plete works of William Shakespeare. London: Rex; 1973.

Неопубликованные материалы / Материалы в печати:
Leshner A.I. Molecular mechanisms of  cocaine addic-

tion. N Engl J Med. In press 1996.

Публикация из Intеrnet:
Poddubny I.V., Vasiliev A.V., Faizullin A.K. et al. Tissue en-

gineering reconstruction of urethra in children suffering se-
vere hyposplodias: experimental and clinical findings. http://
celltranspl. ru/journal/experim/?MESSAGES[1]=SHOW_ 
PUBLICATION&PUBLICATION_ID=806.

РАЗМЕР РУКОПИСИ

Обзорные статьи:
не более 30 страниц машинописного текста.
Оригинальные исследования:
не более 15 страниц машинописного текста.
Исторические статьи:
не более 15 страниц машинописного текста.

ПОДГОТОВКА СТАТЬИ К ПУБЛИКАЦИИ

Редакция имеет право вести переговоры с авторами 
по уточнению, изменению или сокращению рукописи. Все 
присланные материалы по усмотрению редколлегии на-
правляются для рецензирования членам редакционного 
совета или экспертам-консультантам в данной области. 
Принятые статьи публикуются бесплатно. Рукописи и от-
тиски статей авторам не высылаются. Редакция оставля-
ет за  собой право вносить в  текст рукописей, принятых 
к  опубликованию, терминологические, стилистические 
и  грамматические правки, изменять количество и  кор-
ректировать иллюстрации и  таблицы. После опублико-
вания в журнале «Гены & клетки» материалы могут быть 
размещены на сайте http://www.celltranspl.ru.

Редакция журнала в  обязательном порядке за-
ключает с авторами договор о передаче авторских 
прав. Образец договора находится на сайте журнала.
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Instructions for Authors

JOURNAL STRUCTURE

The journal includes several sections such as «Reviews», 
«Original Research», «Discussion and Theoretical Back-
ground», «Stem cells business», «Editorial's», «History».

GENERAL INSTRUCTIONS

Submission: Contributions to  any aspect the jour-
nal covers that meet the requirements are accepted for 
publication.

Manuscripts must be sent to 119991 Moscow, Gubkina 
st. b. 3–2.

Tel. +7 (495) 646-80-76  in  two copies and on  disc, 
1.5 line spaced with 3-cm left, 1-cm right and 2,5-cm top/
bottom margins.

Besides, manuscripts except the original research may 
be submitted by e-mail redaktor@celltranspl.ru.

All pages except the title page should be  numbered 
(at the upper center). Manuscripts could be returned shelved 
to the authors unless they satisfy the General Instructions 
requirements. Materials published elsewhere or  being un-
der consideration by another journals will be rejected.

Title page: The title page should include the names 
of  all the authors, a  short running title, affiliations (names 
of department[s]/ laboratory[ies] and institution[s] where the 
work was done), 5  to  10 key words. The name, the highest 
academic degrees of the institution head should be provided 
within the brackets. The original investigation reports must 
be proved by the head of the institution where the study is held.

Abstract: A  250-word abstract should be  provided 
for all articles. [The editorial department will edit abstracts 
that are too long.] The abstracts should include the aims 
of  investigation, general procedures (selection of  objects 
to be studied or  laboratory animals, methods of  investiga-
tion or analysis), results (specific findings and their statis-
tic significance), and conclusion. Abstract will be translated 
into Russian by the publisher’s editorial department.

Text: The text should be  a  Word-processed A4  format 
document in  the 14-th  Times New Roman font without hy-
phens. All pages should be  numbered in  the upper center. 
Complex formulae and citations should be signed on the mar-
gins by  authors. Materials and methods of  the investigation 
should be described in details, with the proper names of re-
agents used, their producers and country. In  case reports, 
patients’ names, history identifications especially in  pictures 
or photographs should be omitted. In case of people partici-
pation in the clinical research, provide the information if they 
signed the informed consent as well as is there is the approval 
of the ethic committee and that of the scientific board of the in-
stitution where this investigation was performed. Manuscripts 
that do not provide this information will be rejected.

In  case of  reports on  experimental animals, indicate 
if the experiment was held according to the rules of keeping 
and handling experimental animals accepted in your institu-
tion, the national laws and the international regulations.

Last page: The last page should include the signatures 
of  all the authors, their full names, the highest academic 
degrees and the corresponding author’s complete mailing 
address, telephone/fax and e-mail.

Illustrations: As  illustrations original schemes, pic-
tures, micrographics, diagrams are accepted for publi-
cation. All the pictures and diagrams should be  provided 
as  separate files in  a  tiff format with the primary resolu-
tion of 300 dpi and the linear width of not less than 7 cm. 
Legends are acceptable only on a printed copy or on picture 
copies. Diagrams should be grey and green.

The edition does not guarantee a high quality of repro-
duction of  inappropriate illustration(s), and reserves the 
right not to  reproduce an  illustration(s) unless its quality 
meets the editorial requirements.

REFERENCES

Citation in text: All references should be cited in the 
text and numbered consecutively using Arabic numbers 
in square brackets in accordance with the list given in the 
end of the article.

Reference list: Presentation of  the references 
should be based on NLM formats in  Index Medicus. The 
author-date system of  citation is  not acceptable. Titles 
of  journals should be  abbreviated according to  Index 
Medicus. The list of  Index Medicus  — indexed journals 
could be  obtained at  NLM (http://www.nlm.nih.gov). 
All authors should be  listed; if  there are five authors 
and more, only the first three should be  listed, followed 
by «et al.». Authors bear total responsibility for the accu-
racy and completeness of all references and for correct 
text citation.

SPECIFIC FORMATS

Review articles:
not more than 30 pages of typewritten text.
Original research:
not more than 15 pages of typewritten text.
Historical material:
nor more than 15 pages of typewritten text.

EDITORIAL ASSESSMENT AND PROCESSING

The editorial department reserves the right to  con-
sult the authors about refinement, modifying or shorten-
ing manuscripts. All contributions to  the journal could 
be  peer reviewed by  members of  the Editorial Board 
or  submitted to  expert consultants at  the discretion 
of  the editorial department. Accepted materials are 
published free of  charge. Manuscripts and facsimile 
copies are not returned to  the authors. Having been 
published in «Genes & Cells» materials will be published 
at http://www.genescells.com.





ПАО «ИСКЧ» (Институт Стволовых Клеток Человека) — российская многопрофильная биотехнологическая 
компания, основанная в 2003 году.

Направления деятельности ИСКЧ  — научные исследования, разработка, а  также коммерциализация 
и дальнейшее продвижение на рынке собственных инновационных лекарственных препаратов и высоко-
технологичных медицинских услуг.

Компания ставит целью формирование новой культуры медицинской заботы о  человеке  — развитие 
здравоохранения в области персонализированной и профилактической медицины.

ИСКЧ принадлежит банк персонального хранения 
стволовых клеток пуповинной крови Гемабанк®  — 
крупнейший в Р Ф  и  СНГ, а  также банк репродуктив-
ных клеток человека  — Репробанк® (персональное 
хра- нениеидонация).

Компания вывела на  рынок первый российский ген-
нотерапевтический препарат для лечения ишемии 
нижних конечностей атеросклеротического генеза  — 
Неоваскулген®, а также инновационную медицинскую 
технологию применения дермальных аутофибробла-
стов для восстановления кожи с признаками возраст-
ных и иных структурных изменений — SPRS- терапия®.

ИСКЧ реализует социально-значимый проект 
по  развитию лаборатории и  сети медико-гене-
тических центров Genetico® для предоставления 

услуг генетической диагностики и  консультирова-
ния с  целью раннего выявления и  профилактики 
наследственных заболеваний, а  также патологий 
с генетической составляющей (включая преимплан-
тационную генетическую диагностику, неинвазив-
ное пренатальное тестирование, а  также сервисы 
в области онкогенетики и биоинформатики на осно-
ве NGS /расшифровка генома человека и  его ин-
терпретация, диагностические панели на отдельные 
категории и случаи заболеваний).

Компания развивает свои продукты и  услуги как 
на российском,так и на международном рынке.

ИСКЧ  — первая публичная биотехнологическая ком-
пания в Р оссии, эмитент сектора РИИ Московской 
Биржи (тикер: ISKJ).

Проекты ИСКЧ охватывают следующие сегменты современных биомедицинских технологий:

генная терапия регенеративная 
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медицинская генетика, 
в т. ч. репродуктивная 

(генетическая 
диагностика 

и консультирование)

биострахование биофармацевтика 
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международного 
проекта «СинБио»)
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