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Глубокоуважаемые коллеги!

Как Президент V Национального конгресса по регенеративной медицине хотел 
бы выразить свою благодарность всем участникам, докладчикам, молодым ученым 
и учащимся - авторам тезисов, входящих в настоящий сборник.

В этом году мы вновь публикуем тезисы Конгресса при поддержке журнала «Гены 
и клетки» - одного из ведущих отечественных периодических изданий в области биоло-
гии клетки и биомедицины. Научная составляющая любого масштабного мероприятия 
формируется именно учеными, представляющими свои фундаментальные, приклад-
ные и клинические работы в виде тезисов, а уровень Конгресса в течение последних 
лет неизменно оставался высоким именно благодаря Вашим стараниям. 

Огромные усилия, приложенные каждым исследователем в ходе работы, были 
по достоинству оценены и мы надеемся, что для многих эти публикации станут важ-
ными вехами в успешной научной карьере и шагами на пути к новым открытиям 
и достижениям.

В этом году количество участников Конгресса вновь превышает 1000 человек, 
и мы получили более 500 тезисов со всей страны. Среди авторов как маститые ис-
следователи, так и молодые врачи и ученые – аспиранты, ординаторы, студенты, свя-
завшие свою научную карьеру с новой наукой – регенеративной медициной. Мы рады 
видеть рост этой области и неослабевающее внимание со стороны фундаментальны 
ученых, врачей, представителей индустрии и государства. Все это позволяет нам рас-
считывать на новые прорывы и интересные практические разработки и с оптимизмом 
смотреть в будущее, где многие современные проблемы здравоохранения будут ре-
шаться с использованием уникальных методов регенеративной медицины.

Ждем Вас на полях юбилейного, V Национального конгресса по регенеративной 
медицине в Московском Университете!

С уважением,
Президент Конгресса
Академик Всеволод Арсеньевич Ткачук



МАТЕРИАЛЫ V НАЦИОНАЛЬНОГО КОНГРЕССА ПО РЕГЕНЕРАТИВНОЙ МЕДИЦИНЕ 5

Гены & Клетки XVII, № 3, 2022

TISSUE REGENERATION AND CANCER: 
INFLAMMATION IN COMMON

T. Lopatina1, M. Koni1, A. Sarcinella1, M.F. Brizzi1

1  Dept. of Medical Sciences, University of Turin, Turin, Italy

e-mail: tatiana.lopatina@unit.it

Key words: cancer inflammation, IL-3, PD-L1, immune 
suppression.

Tissue regeneration includes inflammation as a nec-
essary step. Inflammatory cytokines IL-1, IL-6, IL-3, TNFa, 
IFNg, and others attract immune cells in injured sites, 
stimulate their proliferation, and enhance the secre-
tion of other cytokines, chemokines, and growth factors. 
These factors activate immune and non-immune cells and 
induce their migration, proliferation, or apoptosis. As a fi-
nal step of regeneration pro-inflammatory factors should 
be replaced by anti-inflammatory, such as TGFb and IL-10. 
Together with immunosuppressive T regulatory cells these 
factors inhibit cytotoxic T-cells and decrease inflammation. 
In addition, they stimulate angiogenesis, nerve growth, and 
proliferation of fibroblasts and other cells. The success 
of tissue regeneration depends on finalization of inflam-
mation and cell activation [1]. Healthy tissue usually is not 
infiltrated with immune cells and does not develop new 
vessels or nerves. Prolonged activation of myofibroblasts, 
immune cells, pericytes, and others cells, and continued 
release of inflammatory and growth factors, named chron-
ic inflammation, is considered as one of the first causes 
of cancer [2]. Unresolved chronic inflammation is implicat-
ed in all stages of cancer development. Signaling pathways 
involved in normal tissue regeneration is dysregulated 
in cancer. Using IL-3 as an example, we describe how can-
cer cells hijack inflammatory signaling to promote tumor 
development and metastasis spread [3]. Thus, tumorigen-
esis can be considered as pathologically misappropriated 
tissue regeneration [4].

IL-3 is an inflammatory cytokine that plays a key role 
in hematopoietic cell proliferation and differentiation. In sites 

of tissue injury, IL-3 is released mainly by activated T-cells [5]. 
IL-3 specific receptor, IL-3Ra, together with signal transduc-
ing beta subunit are responsible for IL-3 activation of STATs, 
MAPK, and PI3K pathways. In healthy subjects, IL-3Rα is de-
tected in cerebral cortex and fallopian tubes. Whereas sever-
al tumor types were shown positive for IL-3Rα, suggesting the 
relevance of the IL-3 signalling in cancer [6].

We have shown that different types of tumor cells ex-
press IL-3Rα, but unlike hematopoietic cells, IL-3 does not 
induce the proliferation of these cells [7]. Instead of this, 
stimulated with IL-3 tumor cells release several anti-in-
flammatory and pro-angiogenic factors, such as IL-10 and 
TGFb1. The paracrine action of these cells results in the in-
creased expression of immune suppressor PD-L1 [6], inhi-
bition of T-cells, and enhanced angiogenesis [5]. We showed 
that the blocking of IL-3Ra on tumor cells disrupts their im-
munosuppressive effect, capacity to vessel mimicry, and 
metastasis spread [5][6].

Our results demonstrate how pro-inflammatory IL-3 sig-
naling could be hijacked by tumor cells to activate, attract 
and reprogram different types of cells (immune and endo-
thelial) for tumor promotion.

References:
1. Eming S.A., Wynn T.A., Martin P. Science. 356 (2017) 1026–

1030. https:doi.org/10.1126/science.aam7928.
2. Hanahan D., Weinberg R.A. Cell. 144 (2011) 646–674. 

https:doi.org/10.1016/j.cell.2011.02.013.
3. Lopatina T., Sarcinella A., Brizzi M.F. Cancers. 14 (2022) 4020. 

https:doi.org/10.3390/cancers14164020.
4. Ratajczak M.Z., Bujko K., Mack A. et al. Leukemia. 

32 (2018) 2519–2526. https:doi.org/10.1038/
s41375-018-0294-7.

5. Lopatina T., Grange C., Cavallari C. et al. Oncogenesis. 9 (2020) 
1–14. https:doi.org/10.1038/s41389-020-00274-y.

6. Lopatina T., Koni M., Grange C. M et al. Pharmacol. 
Res. 179 (2022) 106206. https:doi.org/10.1016/j.
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3918. https:doi.org/10.3390/cancers14163918.
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SYNTHETIC OLIGOPEPTIDE-MODIFIED 
BIOMATERIALS

M. Zoughaib, T.I. Abdullin

Kazan (Volga Region) Federal University, Kazan, Russia

e-mail: mohamadzougheib@gmail.com

Keywords: hydrogel biomaterials, synthetic oligopeptides, 
tissue engineering, drug delivery.

Biomaterials composed of natural or synthetic compo-
nents have gained much attention owing to their import-
ant roles and promises in the field of tissue engineering 
and regenerative medicine. Modification of biocompatible 
materials with active components is commonly required 
to confer sufficient regenerative properties related to the 
induction of specific cell responses and boosting tissue 
growth. Recombinant proteins and growth factors with 
pleiotropic activities are one of the most effective biolog-
ics to activate biomaterials. However, they feature major 
limitations due to their high cost, potential immunogenicity 
and low stability. A promising strategy to overcome these 
limitations is based on the use of oligopeptide sequences, 
which resemble structure and activity of functional sites 
of full-length proteins. Such oligopeptides can be produced 
with high purity by solid-phase synthesis technique, which 
also provides convenient methods for modification of the 
peptide sequences in order to improve their properties and 
facilitate their combination with biomaterials.

In this presentation, we give an overview of synthetic oli-
gopeptides as a powerful multifunctional component to de-
velop improved biomaterials both for tissue engineering and 
drug delivery applications. The specific design of oligopep-
tides and biomaterials is considered to perform their con-
trollable combination and provide availability of immobilized 
peptides for biointeractions.

In particular, we have demonstrated that the activation 
of macroporous hydrogels (cryogels) with compositions 
of ECM-derived oligopeptides can effectively regulate cell be-
havior in the materials. To reveal peptide activities, pHEMA/
PEG/β-cyclodextrin synthetic composite cryogel was devel-
oped and in situ modified with adamantylated RGD and GHK 
peptides via host-guest interactions. The resulting biomateri-
al was proven as an informative ECM model to study specific 
in vitro effects of multiple peptide factors in 3D environment. 
The synergistic effect of RGD and GHK peptides on prolifera-
tive activity of different mammalian cells was established [1]. 
Furthermore, co-modification of the cryogels with RGD, GHK, 
and copper (II), enhanced the angiogenic effects, proliferation, 
differentiation, and the production of pro-angiogenic cytokines 
and growth factors in primary endothelial cells (HUVECs) [2]. 
As shown recently, RGD and GHK peptides when immobilized 
on the liposomal surface have the joint potential in enhanc-
ing intracellular drug delivery [3]. Our results suggest an ef-
fective methodology for the development of advanced syn-
thetic oligopeptide based soft biomaterials. The study was 
supported by the Russian Science Foundation, project No. 
22-74-00082 and by the subsidy allocated to Kazan Federal 
University for the state assignment in the sphere of scientific 
activities (project FZSM-2022-0020).
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Р-гликопротеин (Pgp, АВСВ1) — АТФ-зависимый бе-
лок-транспортер, участвующий в транспорте эндогенных 
и экзогенных веществ. Известно, что активность и экс-
прессия Pgp может изменяться под воздействием ряда 
веществ и факторов. Настоящее исследование посвя-
щено изучению механизмов регуляции Pgp при развитии 
окислительного стресса (ОС).

Работа выполнена на линии клеток аденокарциномы 
ободочной кишки человека (Caco-2) (ЦКП «Коллекция 
культур клеток позвоночных», Санкт-Петербург, Россия). 
В ходе эксперимента были смоделированы — экзо-
генный (добавление пероксида водорода в концен-
трациях 0,1–100 мкМ, 72 ч) и эндогенный ОС (D,L-
бутионинсульфоксимин в концентрациях 1–500 мкМ, 
24 ч). Оценку роли транскрипционных факторов прово-
дили с применением соответствующих ингибиторов: для 
Nrf2 — AEM1 («Sigma Aldrich», Германия) в концентра-
ции 5 мкМ [1]; HIF1 — KC7F2 («Sigma-Aldrich», Германия) 
в концентрации 7,5 мкМ [2]; CAR — CINPA 1 («Tocris», 
Великобритания) в концентрации 10 мкМ [3]; PXR — 
кетоконазол, 10 мкМ («Sigma Aldrich», Германия) [4]. 
Гиперпродукцию АФК под действием используемых про-
оксидантов подтверждали с помощью флуоресцентных 
зондов MitoTracker Red CM-H2 XRos («Invitrogen», США). 
Определение относительного количества Pgp в клет-
ках линии Сасо-2 проводили методом вестерн-блот. 
Полученные результаты анализировали с помощью про-
граммного обеспечения GraphPad Prism 8.

Экспозиция клеток линии Сасо-2 с H2O2 приводила 
к генерации АФК через 3 ч, а при воздействии БСО — 
24 ч. Развитие экзогенного и эндогенного ОС при-
водит к увеличению относительного количества Pgp. 
С помощью применения специфических ингибиторов 
установлено, что при повышении количества Pgp в ус-
ловиях моделирования экзогенного ОС пероксидом 
водорода, вероятно, первостепенная роль принадле-
жит сигнальному пути Nrf2-keap1, который принимает 
участие в регуляции белка-транспортера при длитель-
ности воздействия 24 и 72 ч. Транскрипционный фак-
тор HIF1 участвует в регуляции Pgp при воздействии 
H2O2 в течение 24 ч, а транскрипционный фактор CAR — 
при длительности инкубации 72 ч. PXR, видимо, не вно-
сит существенный вклад в регуляцию белка-транспор-
тера при данной модели. В условиях моделирования 
эндогенного ОС все протестированные транскрипцион-
ные факторы и сигнальные пути участвуют в индукции 
Pgp. Скорее всего, это связано с бимодальным влияни-
ем БСО на Pgp: с одной стороны он вызывает развитие 
ОС, с другой стороны, являясь ксенобиотиком, может 
стимулировать PXR и CAR, которые, в свою очередь, 
повышают экспрессию Pgp.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
Президента Российской Федерации МК-1856.2020.7.
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Кожные раны обычно заживают через фиброз-
ный процесс с образованием деформаций — шрамов. 
Фибробласты (ФБ) глубоких слоев дермы в ответ на по-
вреждение активируются и реагируют увеличением секре-
ции коллагена для быстрого закрытия дефекта, при этом 
рана сжимается (контрактирует). Увеличение жесткости 
внеклеточного матрикса (ВКМ) в процессе рубцевания 
влияет на изменение состояния ФБ, тем самым запуска-
ется «петля обратной связи»: с одной стороны, активация 
ФБ влияет на жесткость ВКМ, а изменения в жесткости 
ВКМ запускает активацию ФБ, втягивая в процесс все 
больше клеток. Понимание клеточных и биохимических 
механизмов фиброза кожи позволит выявить мишени 
для медикаментозного ингибирования фиброза.

Цель работы: исследовать возможность ингибирова-
ния формирования рубца в модели контракции коллаге-
нового геля клетками дермы.

Было показано, что дермальные ФБ в нормальной 
коже экспрессируют белок YAP преимущественно в цито-
плазме. В рубце происходит активация YAP-сигналинга, 
что увеличивает накопление данного белка в клеточных 
ядрах [1, 2]. При культивировании клеток в стандартной 
двухмерной культуре — на пластике их фенотип изме-
нен, при этом помещение клеток в коллагеновый гель 
возвращает им нормальный фенотип. Исходя из этого, 
мы предположили, что модель трехмерного геля более 
адекватна для проверки влияния на поведение клеток 
лекарственных средств, в частности вертепорфина (ВП). 
ВП использовали как ингибитор YAP-сигналинга [3]. 
Внесенный в культуральную среду в на 1 сутки он не ток-
сичен для ФБ культивируемых на пластике и не влияет 
на экспрессию маркеров PDGFRa, Yap и SM22a. Доля 
клеток экспрессирующих маркер пролиферирующих 
клеток Ki67 сразу после воздействия снизилась с 22,6% 
до 5,8%, восстановление до контрольных значений на-
блюдали через 7 суток. Было выявлено, что при вре-
менном внесении ВП на контрактирующий коллагено-
вый гель происходит ингибировние активации Yap, что 
проявляется в отсутствии данного белка в ядрах. Также 

происходит ингибирование экспрессии профибротиче-
ского маркера SM22a и замедление контракции геля.

Таким образом ВП ингибирует переход ФБ в фи-
брозный фенотип в коллагеновом геле, что снижает его 
контракцию. Это дает нам основания предполагать, что 
ВП может быть рассмотрен, как компонент лекарствен-
ных средств, направленных на предотвращение образо-
вания рубца.
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Остеомиелит — инфекционный гнойно-некротический 
процесс в кости — является одним из наиболее тяжелых 
и опасных осложнений, связанных с имплантацией орто-
педических устройств и остеозамещающих материалов. 
Местный остеомиелит часто обусловлен образованием 
бактериальных биопленок на имплантируемых матери-
алах, сопровождается инфицированием прилегающих 
костных тканей с последующим остеолизом и отторже-
нием имплантата. Актуальной задачей является раз-
работка удобных и информативных in vivo моделей для 
оценки антибактериального и регенеративного действия 
остеозамещающих материалов.

С учетом имеющихся данных литературы оптими-
зирована модель сегментарного дефекта бедренной 
кости у крыс, формируемого на латеральной поверхно-
сти между проксимальной частью бедренного сустава 
и гребнем. После обеспечения доступа к кости на ней 
хирургически проделывали прямоугольный дефект раз-
мером ~0,5×0,2 см. Инфицирование проводили пу-
тем нанесения и распределения в объеме раны ночной 
культуры Staphylococcus aureus (10 мкл, 105 КОЕ/мл). 
Экспериментальные остеозамещающие материалы 
в форме порошка массой не более 100 мг имплантиро-
вали в область дефекта.

С использованием компьютерной микротомо-
графии (микро-КТ) получены и проанализированы 
3D-изображения в области костных дефектов в пе-
риод проведения острого эксперимента (до 30 дней). 
Сравнительный анализ проводили посредством матема-
тических методов оценки объема костной ткани, ее плот-
ности, толщины и других характеристик с помощью про-
граммы Image J (Fiji, plug-in BoneJ). Измерения показали, 
что исследуемая область кости имеет почти цилиндри-
ческую форму, что способствует более точному расче-
ту параметров кости. Кроме того, измерения показали 
воспроизводимость объема формируемого дефекта 
в исследуемой области кости. В период с 14 по 30 сутки 
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выявлены разнонаправленные количественные измене-
ния параметров кости для неинфицированных и инфици-
рованных дефектов. В частности, в первом случае проис-
ходил постепенный рост и структуризация костной ткани, 
а во втором случае наблюдалась деградация костной 
массы вследствие распространения инфекции. По дан-
ным микро-КТ экспериментальные материалы оказыва-
ли выраженное влияние на указанные процессы в зави-
симости от наличия антибактериальных агентов.

Полученные результаты подтверждают информатив-
ность используемой модели и параметров оценки мето-
дом микро-КТ для изучения терапевтического потенци-
ала остеозамещающих материалов. Работа выполнена 
за счет средств субсидии, выделенной Казанскому фе-
деральному университету для выполнения государствен-
ного задания в сфере научной деятельности (проект 
FZSM-2022-0020).
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Травматические повреждения нервной системы ши-
роко распространены в человеческой популяции и харак-
теризуются значительными инвалидизацией, ухудшени-
ем качества жизни пациентов, расходами на первичную 
терапию и реабилитацию. Эффективное восстановление 
структуры и функции нервных тканей после травмы тре-
бует применения комплексных терапевтических мето-
дов, важной частью которых являются биоматериалы, 
способные замещать тканевой дефект и стимулировать 
регенерацию. Перспективной структурной основой для 
создания подобных биоматериалов являются биосовме-
стимые гидрофильные полимеры. Ранее нами были раз-
работаны гидрогели на основе гидроксиэтилметакрила-
та, модифицированные биоактивными олигопептидами, 
в качестве клеточных матриксов [1].

Целью настоящего исследования явилось создание 
биосовместимого гидрогеля на основе полиэтиленгли-
коля (ПЭГ), обладающего пористой структурой, биоде-
градируемыми свойствами и поддерживающего рост 
нейрональных клеток. Для решения этой задачи синте-
зировано производное ПЭГ — олиго(поли(этиленгликоль) 
фумарат) (OPF), структура которого была подтверждена 
методами ИК-Фурье- и ЯМР-спектроскопии. Получен ряд 
макропористых OPF-криогелей различного состава и ис-
следовано их взаимодействие с клетами феохромоцито-
мы крысы PC-12 и нейробластомы человека SH-SY5Y. 
По данным тестов на адгезию и жизнеспособность ис-
следуемые клетки эффективно закреплялись и про-
лиферировали на OPF-криогелях; введение в криогель 
катионного компонента существенное усиливало эти 
процессы (более эффективно для клеток PC-12 по срав-
нению с клетками SH-SY5Y). Микроскопическими мето-
дами охарактеризованы распределение и морфология 
клеток в OPF-криогелях.

Результаты показывают, что OPF-криогели являются 
перспективными матриксами для нейрональных клеток. 
В настоящее время проводятся работы по модификации 
OPF-криогелей биоактивными компонентами, стимулиру-
ющими пролиферацию и дифференцировку нейрональных 
клеток для их последующего тестирования в моделях ней-
рорегенерации. Исследование выполнено за счет гранта 
Российского научного фонда № 22-74-00082 и за счет 
средств субсидии, выделенной Казанскому федеральному 
университету для выполнения государственного задания 
в сфере научной деятельности (проект FZSM-2022-0020).
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Адипоциты являются основными клетками жировой 
ткани, их функция заключается в хранении энергии в виде 
триглицеридов и способности высвобождать ее при необ-
ходимости в виде жирных кислот и глицерина, обеспечивая 
тем самым другие клетки и ткани энергией. Кроме того, 
адипоциты являются важными эндокринными клетками, 
секретируемые факторы которых могут оказывать дис-
тантное действие на другие ткани и органы. В связи с этим, 
целью нашей работы является изучение влияния висце-
ральных адипоцитов, полученных из мезенхимальных ство-
ловых клеток (МСК) пациентов с ожирением и наличием/
отсутствием сахарного диабета 2 типа (СД2Т) на подкож-
ные адипоциты, полученные из МСК здоровых пациентов.

Эксперимент проводили на пулированных культурах 
МСК подкожной жировой ткани (пМСК) здоровых паци-
ентов и МСК висцеральной жировой ткани (вМСК) па-
циентов с ожирением и наличием/отсутствием СД2Т. 
Сокультивирование осуществляли в системе Transwell 
в среде с адипогенными индукторами по стандартному 
протоколу. Для анализа липогенеза мы инкубировали 
клетки с радиоактивно-меченой [14C]-глюкозой с даль-
нейшей экстракцией и омылением липидной фракции. 
Включение радиоактивного углерода оценивали на счет-
чике бета-излучения с использованием жидкостной 
сцинтилляции. Экспрессию липогенных маркеров кон-
тролировали с помощью иммуноблоттинга.
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В ходе работы было обнаружено, что содержание 
радиоактивного углерода во фракции с жирными кисло-
тами выше при совместном адипогенезе с вМСК пациен-
тов с ожирением и СД2Т. Анализ экспрессии липогенных 
маркеров показал снижение уровня рАСС-S79 в группах 
при совместном адипогенезе с вМСК, что может говорить 
о синтезе жирных кислот de novo вне зависимости от нали-
чия диагноза СД2Т. При этом экспрессия III комплекса ды-
хательной цепи снижается при совместном адипогенезе 
с вМСК, а экспрессия TOMM20 для всех групп одинакова, 
что говорит о снижении активности митохондрий после со-
вместного адипогенеза вне зависимости от наличия СД2Т.

Таким образом, вМСК пациентов с ожирением и на-
личием/отсутствием СД2Т могут активировать de novo 
синтез жирных кислот при адипогенезе здоровых пМСК. 
При этом совместный адипогенез с вМСК от пациентов 
с СД2Т увеличивает накопление жирных кислот адипо-
цитами, полученными из пМСК здоровых пациентов. 
Работа выполнена при поддержке гранта Российского 
научного фонда № 22-15-00365.
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Общеизвестно, что нафион (PubChem ID 61889; IUPAC 
Name: 1,1,2,2-tetrafluoroethene;1,1,2,2-tetrafluoro-2-
[1,1,1,2,3,3-hexafluoro-3-(1,2,2-trifluoroethenoxy)propan-
2-yl]oxyethanesulfonic acid — согласно нотации Lexichem 
TK 2.7.0 (PubChem release 2021.05.07)) активно исполь-
зуется в регенеративной медицине при изготовлении скаф-
фолдов [1–5]. Его использование реализуют как в виде 
мембран, так и в виде добавок к другим материалам, в том 
числе биокомпозитным системам. Ограниченность исполь-
зования нафиона в имплантатах, регенеративной медицине 
и биосовместимых конструкциях, в целом, связана с суще-
ствованием внезапно возникающих эффектов, не всегда 
предсказываемых, исходя из упрощенных эмпирических 
представлений. Большинство авторов из области биоме-
дицины не представляет комплекса путей управления его 
биологической активностью, так как не владеет в доста-
точной мере физико-химическими критериями этой актив-
ности и навыками в области химической кибернетики, по-
зволяющими управлять соответствующими свойствами 
с использованием правильно подобранных цепей и сетей 
взаимодействия физических / химических факторов (по-
ложительных и отрицательных обратных связей). Вместе 
с тем, сложность интерфейса между клетками / тканью 
и подобной мембраной напрямую связана с её биомем-
браномиметическими свойствами, включающими в себя 
перенос протона, адекватно хемиосмотической модели 
Митчелла, и перенос воды (чему соответствует перенос 
протона в форме иона гидроксония). По существу, как в мо-
дели сетей каналов (или модели кластеров), так и в модели 
водных каналов, речь идёт о наличии систем наноразмер-
ных каналов (в первом случае — порядка 1 нм, во втором 
случае — порядка 2,5 нм), через которые возможен перенос 

ионов. То есть речь идёт не просто о мембраномиметиках, 
а о каналомиметиках (channel mimetic) внутри псевдо-
фендлеровских мембраномиметиков. И это существенно 
усложняет задачу управления, переводя её на структурный 
уровень. Особое место в комплексных моделях занима-
ет метастабильная динамика перколяции молекул воды 
через мембрану, так как при малых концентрациях воды 
кластеры в мембране не связаны друг с другом, а рост со-
держания воды приводит к их объединению в единый канал. 
В то же время, протонная проводимость зависит от кон-
центрации воды и растет с её увеличением. То есть, в ряде 
случаев может идти речь об экзотических механизмах сим-
порта через временные поры. Также возможно воспроизве-
дение на нафионовой мембране электрогенной машинерии 
переноса, напоминающей механизмы действия потенциал-
зависимых каналов, а также путей диффузионного электро-
переноса и электроосмотических механизмов (хотя несо-
мненно и то, что при увеличении содержания воды перепад 
давления превалирует над диффузией в схеме, обеспечи-
вающей электроперенос, что соответствует известным со-
стояниям клеточного шока в стресс-физиологии). При этом, 
перенос заряда и транспорт воды (являющийся симпортом 
в комплексе с протонным переносом, численно характери-
зуемым «коэффициентом увлечения» — числом молекул 
воды, увлекаемых при переносе протонов) взаимосвязан, 
что позволяет, по нашим данным, моделировать свойства 
передачи электрофизиологических сигналов — вплоть 
до элементарных функций эфапсов, с учётом псевдо-мит-
челловского механизма сопряжения. Дополнительно, учи-
тывая каталитические свойства нафиона, предлагается 
интегрировать на подобных интерфейсах биомиметический 
катализ с процессами переноса.

Нами предлагается комплексная схема для управле-
ния свойствами нафионовых мембран и ряда подобных 
мембраномиметических структур непосредственно в теле 
реципиента, чему соответствует использование собствен-
ных свойств биологических жидкостей сред организма 
и инфузионных сред. В качестве одного из элементов кон-
троля предлагается использование диэлектрической или 
импедансной спектроскопии (EIS) с контролем эквива-
лентных схем, по отношению к референсной базе данных 
(«норме реакции»). Также предлагается метод ESEM для 
контроля морфологической / морфодинамической ста-
бильности биологических мембран, находящихся на ин-
терфейсе с нафионовыми мембранами, и нафионовых 
мембран в условиях среды, воспроизводящих биологиче-
ские, для контроля комплекса процессов реакции, вплоть 
до изменения конфигурации пор / каналов на интерфей-
се. Контроль может осуществляться в реальном времени 
с использованием библиотек, обеспечивающих двумер-
ное преобразование Фурье изображения c электронного 
микроскопа in situ, либо после записи микрофотографий 
/ видеопотока в память ЭВМ для корреляционно-спек-
трального анализа в целях сравнения с референсными 
изображениями из базы данных по 2D FFT-спектрам.
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Биокерамика является одним из перспективных 
остеозамещающих материалов. Биоситалл силико-
алюмофосфатной группы «Биосит-Ср Элкор» (ООО 
«ПК«ЭЛКОР», Санкт-Петербург) является синтетическим 
аналогом природной формы гидроксиапатита. На дан-
ный момент этот материал используется в клинической 
практике, однако при этом были отмечены — невысокая 
скорость восстановления костной ткани и возникнове-
ние осложнений воспалительного характера.

В настоящей работе исследовали жизнеспособность 
мультипотентных мезенхимных стромальных клеток 
(ММСК) костного мозга кролика при культивировании 
на гранулах биоситалла разных фракций (0,1–0,3 мм; 
0,3–0,5 мм; 0,5–1,5 мм, 2–3 мм) методами световой 
и электронной микроскопии, а также с помощью МТТ-
теста. Жизнеспособность ММСК была значительно 
ниже, чем в контроле, и отличалась на различных фрак-
циях материала. Оказалось, что в питательной среде при-
сутствуют очень мелкие частицы материала («микроча-
стицы») размером до 20 мкм. Эти частицы со временем 
обнаруживались в цитоплазме клеток и негативно вли-
яли на внутриклеточные процессы, вызывая клеточную 
гибель. Дальнейшие исследования показали, что микро-
частицы механически разрушают клетку, попадая внутрь 
и препятствуя нормальной работе органелл. Поэтому гра-
нулы биоситалла покрывали раствором коллагена I типа 
(0,1 мг/мл), полученного из хвостов крыс. С помощью 
СЭМ было выявлено, что ММСК хорошо адгезируют к по-
верхности материала, покрытого тонким слоем коллаге-
на, а их жизнеспособность сопоставим с контролем.

Таким образом, при использовании биоситалла 
«Биосит-Ср Элкор» необходимо нивелировать воздействие 
микрочастиц, влияющих на клеточную жизнеспособность.
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Нарушение целостности эпителия роговицы являются 
основой для развития осложнений, ухудшающих функции 
роговицы и приводящих к слепоте. Консервативные и хи-
рургические методы лечения роговичной слепоты имеют 
как свои преимущества, так и ограничения. Целый ряд 

новых возможностей в стратегии терапии роговичной сле-
поты связан с разработкой эквивалентов роговицы разных 
уровней сложности, которые могут быть использованы как 
в качестве моделей роговицы in vitro для исследования ме-
ханизмов ее реэпителизации и скрининга фармакологиче-
ских и токсикологических свойств лекарственных препара-
тов, так и для замены ткани роговицы при трансплантации. 
Актуальной задачей является поиск источников клеток 
и материалов для создания эффективных эквивалентов 
роговицы, которые могут стать инструментом для откры-
тия новых вариантов терапии роговичной слепоты.

В Институте цитологии РАН, совместно с Клиникой 
офтальмологии Военно-медицинской академии им. 
С.М. Кирова и Санкт-Петербургским филиалом «МНТК 
«Микрохирургия глаза» им. акад. С.Н. Федорова», про-
водятся исследования по разработке эквивалентов эпи-
телия роговицы. Клетки, выделенные с использованием 
разработанных нами методов из биоптатов роговично-
го лимба и слизистой нижней губы человека и кролика, 
были введены в культуру и охарактеризованы. Клетки 
имеют нормальный стабильный кариотип, обладают 
высоким пролиферативным потенциалом и экспрес-
сируют основные стволовые и эпителиальные марке-
ры (ABCB5, ABCG2, ALDH3A1, CK15, CK14, CK3/12, 
CK5). Способность клеток дифференцироваться в раз-
личных направлениях подтверждает их статус мульти-
потентных стволовых клеток (МСК). Проведена оценка 
биосовместимости этих клеток со скаффолдами на ос-
нове амниотической мембраны и коллагеновых гелей. 
Эксперименты in vivo на кроликах продемонстрировали 
высокий потенциал использования таких конструкций 
для восстановления эпителия роговицы при лимбальной 
недостаточности. Полученные МСК и эпителиальные 
клетки конъюнктивы и роговицы человека были успешно 
использованы как тест-системы для скрининга фарма-
кологических и токсикологических свойств глазных ка-
пель различных фармакологических групп (антибиотики, 
антисептики, анестетики, противовоспалительные пре-
параты, медриатики, слезозаместители) в целях рацио-
нального подбора фармакотерапии.
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Острые и хронические повреждения кожи, несмо-
тря на очевидный прогресс методов терапии, остаются 
серьезной проблемой здравоохранения. По оценкам, 
в мире ежегодно производится более 100 миллионов хи-
рургических разрезов, количество ран травматического 
происхождения свыше 50 миллионов, причем лечение 
ожогов и хронических ран, как правило, более длитель-
ное и дорогостоящее.

К сожалению, in vivo исследования процессов восста-
новления кожи и образования рубцов до сих пор имеют 
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ряд существенных ограничений, значительно услож-
няющих трансляцию полученных результатов в клини-
ку. Основным препятствием в области поиска методов 
управления ранозаживлением кожи остается использо-
вание грызунов в качестве наиболее распространенных 
экспериментальных моделей. Различия между восста-
новлением кожи у мышей/крыс и человека, такие как 
сокращение, вызванное panniculus carnosus, особенно-
сти иммунологии, а также, в целом, более успешное за-
живление в плане исходов, затрудняют оценку резуль-
татов и возможных перспектив применения разработок 
у человека.

Опыт работы коллектива в области терапии повреж-
дений кожи показал, что неотъемлемой частью успешных 
исследований in vivo является включение улучшенных 
прогностических моделей, которые могут точно предска-
зать клинический исход. В настоящее время существует 
множество доклинических моделей как острых ран (про-
дольный разрез кожи, шинированный полнослойный де-
фект), так и хронических, связанных с ишемией тканей 
(пролежневый дефект) или диабетическим поражением. 
Каждая из моделей имеет свои ограничения, что требу-
ет четкого понимания происходящих процессов в тка-
нях и возможных исходов при выборе модели in vivo для 
исследований.

Полученные коллективом результаты также подчер-
кивают насущную необходимость в выборе подходящих 
и воспроизводимых методов оценки заживления с тече-
нием времени как с помощью макроскопических методов 
(фотосъемка и анализ изображений, шкалы оценки), так 
и с помощью протоколов морфометрии срезов тканей. 
Несмотря на устойчивое мнение, что гистология обеспе-
чивает наименее изменчивую оценку заживления, наши 
данные иллюстрируют необходимость стандартизиро-
ванных условий и демонстрируют, что гистологическая 
подготовка серийных срезов крайне эффективна для вы-
явления различий в ходе раневого процесса.

Таким образом, современные представления о выбо-
ре лучших in vivo моделей повреждения кожи и способах 
оценки процессов ранозаживления должны помочь ис-
следователям в разработке перспективных методов те-
рапии и повысить вероятность обнаружения новых спо-
собов манипулирования процессами регенерации кожи. 
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Совершенствование существующих и разработка 
новых методов хирургического лечения тяжелых ожого-
вых пациентов весьма актуальны. Одним из наиболее 
перспективных направлений в этой области является 

развитие и внедрение в клиническую практику новых 
биотехнологических методов лечения термических по-
ражений. Несмотря на успешные клинические испыта-
ния, внедрение в местное лечение кожных эквивалентов, 
остается ограниченным.

Одновременно с получением искусственных эквива-
лентов кожи развивается направление регенеративной 
медицины, ориентированное на использование стволо-
вых клеток. Способность стволовых клеток дифференци-
роваться в клетки разных тканевых типов потенциально 
может помочь как в создании более эффективных кож-
ных эквивалентов, так и в разработке методов стиму-
ляции ростовых процессов в коже in situ. Вместе с тем, 
применение стволовых клеток в клинической практике 
остается, в большей части, экспериментальным подхо-
дом, в силу нестабильности генома этих клеток и слож-
ности контроля их постимплантационной судьбы.

Для лечения термических поражений представляет 
интерес применение культивированных мезенхималь-
ных стромальных клеток. Результаты исследований по-
казали, что пересадка культивированных МСК больным 
с глубокими ожоговыми поражениями активизирует 
процессы новообразования сосудов в ране, ускоряет 
созревание грануляционной ткани и способствует ак-
тивной краевой эпителизации, что позволяет оптими-
зировать подготовку ожоговых ран к ранней аутодермо-
пластике, ускорить разрастание эпидермиса в ячейках 
и улучшить результаты приживления перфорированных 
аутодермотрансплантантов.

В настоящее время наиболее перспективным на-
правлением является применение аутологичных мезен-
химальных стволовых клеток жировой ткани (МСКЖТ), 
которые также обладают большим регенераторным по-
тенциалом за счет высокой возможности клеточной диф-
ференцировки и не требуют предварительного культиви-
рования. В зависимости от поставленных целей: лечение 
донорских ран, пограничных ожогов или глубоких ожо-
гов возможно избирательное применение выделенных 
МСКЖТ за счет различных вариантов носителей данных 
клеток: суспензии, гели, обкалывание. Эффективность 
применения различных форм МСКЖТ при лечении паци-
ентов с термическими поражениями требует дальнейше-
го изучения и анализа так как показания к данному мето-
ду лечения зависят от тяжести травмы, общего состояния 
пациента и объема оперативного вмешательства.
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NK-клетки с адаптивными свойствами представляют 
интерес в контексте их применения в иммунотерапии. 
Предшественники адаптивных клеток CD57—NKG2C+ 
отличаются более высоким пролиферативным потенци-
алом [1]. Для приобретения функциональной активности 
NK-клетки проходят обучение и начинают экспрессиро-
вать на своей поверхности ингибирующие рецепторы 
KIR [2].
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Данная работа выполнялась с целью оценить вза-
имосвязь между пролиферативным потенциалом NK-
клеток CD57— и экспрессией рецепторов KIR2DL2/
DL3 и NKG2C при экспансии in vitro, а также вклад 
в экспансию культур низкодифференцированных клеток 
CD56bright.

NK-клетки выделяли методом негативной магнит-
ной сепарации из мононуклеаров периферической 
крови. Посредством клеточной сортировки были полу-
чены клональные культуры и культуры из 100 клеток 
субпопуляций, различающихся экспрессией KIR2DL2/
DL3 и NKG2C. NK-клетки стимулировали IL-2 и фидерны-
ми клетками K562-mbIL21 [3,4].

Спустя 10 дней культивирования культур из 100 кле-
ток наблюдалась тенденция к более интенсивной проли-
ферации в субпопуляции CD57—KIR—NKG2C+. Культуры 
различались эффективностью клонообразования. 
Больше клонов возникало в субпопуляциях CD57—KIR—, 
но клоны субпопуляции CD57—KIR+NKG2C+ отличались 
большим числом клеток. Также было выявлено, что на бо-
лее поздних стадиях культивирования в пролиферацию 
более зрелых культур CD57—KIR+ вносят вклад клетки 
CD56bright.

Таким образом, пролиферация предшественников 
адаптивных NK-клеток CD57—KIR+NKG2C+ становится 
более выраженной на поздних этапах культивирования 
за счет наращивания клеточной массы редких клонов 
и вклада в пролиферацию клеток CD56bright. Данная ра-
бота поддержана грантом РНФ № 22-75-00135.
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Одним из подходов усиления стрессоустойчивости 
и терапевтического потенциала трансплантированных 
мезенхимных стволовых/стромальных клеток (2D-МСК) 
является формирование трехмерных клеточных сферо-
идов (3D-МСК). Цель настоящего исследования — мас-
штабный мониторинг изменения профиля экспрессии 
генов в процессе формирования 3D-МСК из мезенхим-
ных стволовых/стромальных клеток эндометрия челове-
ка (3D-эМСК) с использованием количественного ПЦР-
анализа. Анализировались группы генов, вовлеченных 
в процессы мезенхимально-эпителиального перехода 
(МЭП), ткане-специфической дифференцировки эндоме-
триальных клеток, противовоспалительных процессов, 

ответа на стрессовые воздействия, эпигенетических 
перестроек. При формировании 3D-эМСК обнаруже-
ны признаки МЭП-перестройки клеточного фенотипа, 
активация генов, служащих маркерами децидуальной 
дифференцировки IGFBP1 и пролактина, а также ин-
дукция противовоспалительных генов HGF, TSG, EP2. 
Исследование 3D-эМСК при помощи проточной цитоме-
трии выявило постепенное снижение жизнеспособности 
клеток. В подтверждение этого, ПЦР-анализ выявил при 
формировании сфероидов активацию группы генов, свя-
занных с интегрированным ответом на стресс — адап-
тивного пути, нацеленного на восстановление клеточно-
го гомеостаза. Интегрированная реакция на стресс при 
формировании сфероидов может запускаться в клетке 
под влиянием гипоксии, недостатка аминокислот, глюко-
зы и т. д. В 3D-эМСК были обнаружены несколько марке-
ров интегрированного ответа на стресс — усиление отве-
та на оксидативные повреждения (ERp44, Peroxiredoxin, 
GPX1, PRDX4, GRx8, TXN2 и SOD1), стресса эндоплаз-
матического ретикулума (DNAJB9, DNAJC10, CNX 
и HERPUD1), активацию групп генов, связанных с ги-
поксией (HIF1, VEGF), аутофагией и апоптозом (BECN1, 
BAX). В поисках молекулярных драйверов наблюдаемых 
перестроек, мы проанализировали возможность эпи-
генетических изменений, происходящие при переводе 
клеток из 2D в 3D-систему культивирования. В процессе 
формирования 3D-эМСК обнаружено последователь-
ное нарастание экспрессии метилтрансфераз КМТ2В, 
КМТ2Е и КМТ6В, метилирующих гистон Н3 по остаткам 
лизина, что является важной эпигенетической модифи-
кацией, вовлеченной в активацию гена НАД-зависимой 
гистоновой деацетилазы SIRT1 и гена SMARCA1, коди-
рующего глобальный активатор транскрипции SNF2L1. 
Уровень экспрессии SIRT1 и SMARCA1 также был уве-
личен при формировании 3D-эМСК. Полученные данные 
позволяют нам рассматривать эпигенетическую регуля-
цию как один из основных молекулярных механизмов, 
вызывающих резкое изменение профиля экспрессии 
генов в 3D-эМСК и запускающих программы апоптоза 
и аутофагии, а также активирующих стресс ответ для 
восстановления клеточного гомеостаза. Исследование 
было поддержано грантом РНФ № 22-74-10126.
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Сердечно-сосудистны заболевания могу возникат 
результате воспаленя задержки рост неонатальном пу-
бертантном периодах [1]. Наиболее частой причиной 
воспалений задержки рост являютя гастроэнтериты 
разной этиологи, которы, ка правил, снижаю усвоение 
лактоз [1, 2]. Мы предположили, чт неонатальня непере-
носимост лактоз (НЛ) сама по себе може провоцироват 
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долговременные нежелательны изменения сердце. Цель 
работы было исследоват отложенные эффект неонаталь-
ной НЛ на ремоделировани, полиплоидизаци транскрип-
том кардиомиоцитов крыс чере 2 меяца посл восста-
новленя от 10 дневно НЛ, перенесенной 8–18 дневно 
возрасте. Морфометрия цитофотометря кардиомиоци-
тов выявила деформацию клеток их избыточную поли-
плоидизаци, такж признаки повреждения ДН виде микря-
де мостов. Вс вместе эт признаки указываю на стресс, 
генетическую эпигенетическу нестабильность нарушени 
архитектур ядерной оболочки клеток [2, 3]. Исследование 
сете межбелковы взаимодействий для дифференциальн 
эксперссированны гено (ДЭ) анализ генных модуле, обо-
гащенны ДЭ, показали активаци сигнальных каскадов 
воспаленя каскадов реакци на генетическую нестабиль-
ность. Такж, транскриптомны анализ выяви признаки 
фетальност сократительном аппарате метаболических 
процесса, которы сопровождались индукцие путе мор-
фогенез эмбриональност. ранней многоклеточности, 
чт такж подтверждает прявление фетальност. Генные 
модули, снизивши активность посл НЛ, отноятся, основ-
ном, цитокинезу, плазматической мембране клеточно 
адгези. Поскольк полиплоидизация сопровождаетя, по-
тере цитокинеза снижение относительно площад поверх-
ност мембраны [3–5], можн считат, чт ингибированные 
генные модули служат дополнительным поддверждени-
ем избыточной полиплоидизаци. цело, наши результа-
ты показывают, чт неонатальня непереносимост лактоз 
може рассматриваться ка важный тригге программиро-
ваня развитя сердечно-сосудистых заболевани взрос-
лых. Болезн прявляетя чере воспаление, повреждени 
ДН сдвиги равновеся процесса пролиферации диффе-
ренцировк. Мы признательны за финансовую поддержк 
Министерства Наук Высшег образования Российской 
Федераци, (соглашение No.075-15-2021-1075, подпи-
сан 28 сентября 2021).
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Тканеимитирующие фантомы, воспроизводящие 
свойства отдельных частей человеческого тела, при-
меняют при обучении медицинского персонала и кали-
бровке медицинской техники для ультразвуковой диа-
гностики, КТ, МРТ, ядерной медицины и хирургии. Для 

имитации свойств мягких тканей используют гидроге-
левые материалы на основе природных и синтетических 
полимеров, таких как агар, желатин, поливиниловый 
спирт, полиакриламид и др. Полиакриламид — коммер-
чески доступный водорастворимый синтетический по-
лимер. Химически сшитые гидрогели на его основе лег-
ко получить свободной радикальной полимеризацией. 
Варьирование концентрации мономера — акриламида — 
и сшивателя позволяет получать воспроизводимые ма-
териалы с широким диапазоном свойств.

Для синтеза материалов использовали методику, 
описанную в литературе [1]. Степень сшивки гидрогелей 
на основе акриламида (SigmaAldrich, USA) варьировали, 
изменяя количество сшивающего агента — N,N'-метилен-
бис-акриламида (SigmaAldrich, USA).

Механические свойства материалов изучали с ис-
пользованием универсальной разрывной машины 
Instron 5965 (ITW, США). Испытания проводили в ре-
жиме одноосного растяжения с постоянной скоростью 
деформации 1 мм/мин. Деформационные кривые ап-
проксимировали моделями гиперупругого материала 
Нео-Гука, Муни-Ривлина и Гента. Исследование акустиче-
ских свойств гидрогелей проводили на ультразвуковом 
микроскопе высокого разрешения SIAM-2011, разрабо-
танном в лаборатории акустической микроскопии ИБХФ 
РАН с применением методик А-, В- и С-сканирования. 
Полученные результаты верифицировали в эксперимен-
тах на индентирование.

По результатам механических испытаний установ-
лено, что с ростом степени сшивки модуль Юнга гидро-
гелей изменяется в диапазоне от 20 до 157 кПа, что 
соответствует аналогичным значениям для нативных 
мягких тканей [2] Аппроксимация экспериментальных 
данных моделями гиперупругого поведения позволила 
оценить модуль сдвига в зависимости от степени сшив-
ки материала. С использованием ультразвуковых ис-
следований проведена оценка коэффициента Пуассона.
Экспериментальные данные индентирования гидрогелей 
соответствуют теоретическим кривым, построенным 
с учетом результатов механических и ультразвуковых 
испытаний.

Показано, что механическое поведение гидрогелей 
на основе полиакриламида сопоставимо с поведением 
нативных мягких тканей, что позволяет использовать та-
кие системы в качестве тканеимитирующих фантомов.

Работы выполнены в рамках Государственного зада-
ния НИЦ «Курчатовский институт».
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Важнейшими участниками регенерации тканей ор-
ганизма, являются тромбоциты [1]. Активированные 
тромбоциты контактируют с травмированными тканями 
и имплантатом, формируют стабильный сгусток, который 
помимо обеспечения гемостаза, является механически-
ой и биохимической матрицей, источником сигнальных 
молекул и факторов роста [2]. Обосновано применение 
тромбоцитарных продуктов в ортопедической хирур-
гии, где восстановление плохо васкуляризированной 
ткани является критическим фактором успешного кли-
нического исхода [3]. Однако результаты лечения не-
однозначны [4], что в значительной степени связано 
с недостаточной изученностью влияния тромбоцитов 
на репаративный остеогенез.

Ранее ними было определено, что при эндопроте-
зировании тазобедренного сустава активность высво-
бождения альфа-гранул тромбоцитов пациентов влияет 
на коагуляционный потенциал крови, скорость формиро-
вания сгустка, объем кровопотери. Послеоперационная 
секреция из альфа-гранул тромбоцитов сохраняется по-
вышенной не менее двух недель после операции и имеет 
зависимость от своего исходного уровня [5].

В данной экспериментальной работе изучали влия-
ние морфо-функциональных характеристик тромбоци-
тов на качество периимплантной кости после имплан-
тации титанового стержня в бедренную кость кроликов. 
Определяли общее количество тромбоцитов, MPV, 
PDW, PCT, P-LCR, АДФ-агрегацию, уровень маркера 
остеогенеза остеокальцина до операции, через 1 сутки 
и 8 недель после операции. Импалантация титанового 
стержня размерами 0,2×0,6 см. проводилась по прин-
ципу press fit. Животные выводидись из эксперимента 
через 8 недель после операции. Проводился гистоло-
гический анализ, электронная микроскопия, опреде-
ление механических свойств периимплантной кости. 
Проведенные исследования показали, что морфо-функ-
циональный потенциал тромбоцитов влияет на уровень 
маркера остеогенеза остеокальцина, на прочностные 
характеристики, но не на эластичность кости. Более 
высокий тромбоцитарный потенциал сопряжен с более 
высокой концентрацией кальция и большим значением 
отношения Ca/P в периимплантной кости. Полученные 
данные позволяют предположить информативность 
показателей, отражающих морфо-функциональный 
статус тромбоцитов, для прогнозирования успешно-
сти репарационного процесса в ортопедии, что требует 
дальнейшего изучения.

Исследование выполнено в рамках государственно-
го задания, регистрационный номер 121031900054-8 
от 19.03.2021.
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Фиброз является одним из ответов тканей на повреж-
дения и во многих случаях приводит к развитию серьез-
ных заболеваний. Мультипотентные мезенхимальные 
стромальные клетки (МСК) могут как пополнять пул мио-
фибробластов, способствуя прогрессированию фиброза, 
так и способны подавлять фиброз за счет антифиброти-
ческого действия секретома. Однако, остается неясным, 
как реализуется этот выбор в ответ на профибротиче-
ские стимулы в гетерогенной популяции МСК.

В нашей работе МСК человека культивировали в про-
фибротических условиях и анализировали транскрип-
том одиночных клеток (10X Genomics). С помощью Cell 
Ranger [8] были получены данные для дальнейшей обра-
ботки. Используя R-пакет Seurat [7], мы проанализиро-
вали гены факторов, связанных с фиброзом, по-разному 
экспрессирующиеся в МСК в профибротических усло-
виях по сравнению со стандартными условиями. Для 
автоматического типирования клеток мы использовали 
библиотеки по самым крупным клеточным референсам 
(BLUEPRINT [1], Human Protein Atlas [2], PanglaoDB [3]), 
а также пакеты alona [4] (на основе пакета Python — adobo) 
и SingleR [5] (Bioconductor). По результатам типирования 
мы выделили клетки с маркерами миофибробластов.

Мы обнаружили, что под влиянием профибротиче-
ских стимулов часть МСК дифференцируется в мио-
фибробласты, но выделяется субпопуляция, которая 
достоверно отличается по сниженной экспрессии гена 
гладкомышечного актина (αSMA) — ключевого маркера 
миофибробластов. Интересно, что среди высокоэкспрес-
сированных генов в α-SMA--субпопуляции представлены 
факторы, участвующие в ремоделировании внеклеточно-
го матрикса (MMP11, CTSK, KLHL24, SH3PXD2B,) а так-
же поддержании стабильности цитоскелета (MARCKSL1) 
и регуляции ангиогенеза (SERPINF1). Данные RNA-
velocity перечисленных генов, полученные с помощью 
scVelo [6], указывают на то, что повышена не только 
трансляция указанных выше генов, но и содержание 
транскрибируемых, процессируемых транскриптов. При 
построении траектории развития интегрированного объ-
екта с помощью R-пакета dynverse [7] начальная точка 
находится в кластере, где преимущественно определя-
ются клетки контрольных МСК. После прохождения точки 
бифуркации в кластере, где расположены клетки с высо-
ким пролиферативным потенциалом, траектории направ-
ляются к двум разных кластерам, в одном из которых 
определяются клетки с маркерами миофибробластов, 
а в другом — клетки, экспрессирующие гены, ответствен-
ные за подавление фибротических изменений. Анализ 
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экспрессии поверхностных маркеров в выявленных суб-
популяциях позволил предложить PDGFRA для их раз-
деления методом проточного сортинга и дальнейшего 
сравнения функциональных свойств.

Таким образом, в профибротическом микроокруже-
нии может реализовываться гетерогенность ответов 
МСК, в виде как активации дифференцировки опреде-
ленной субпопуляции МСК в миофибробласты, так и об-
разовании субпопуляции с предположительно выражен-
ными антифибротическими свойствами.

Работа выполнена при поддержке Российского науч-
ного фонда (грант 19-75-30007).
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Внедрение методов секвенирования транскриптома 
одиночных клеток (scRNA-seq) одновременно расши-
рило возможности для научных исследований, но также 
увеличило количество вычислительных задач. Сразу 
после начала использования первых программных про-
дуктов для анализа данных scRNA-seq появились много-
численные публикации, посвященные выявлению новых 
типов клеток и неизвестных до сих пор субпопуляций.

В стандартном пайплайне анализа данных scRNA-seq 
выделяют несколько следующих друг за другом этапов 
обработки данных: выравнивание транскриптов на ге-
ном, препроцессинг, включающий контроль качества 
и удаление низкокачественных клеток, нормализацию, 
снижение размерности, кластеризацию, типирование 
(идентификацию) клеток, визуализацию и функциональ-
ный анализ. Однако, результаты, получаемые на этапе 
кластеризации и типирования клеток, не являются исчер-
пывающими. Так, количество, размер и взаиморасполо-
жение кластеров зависит от применяемых в стандартных 
пайплайнах алгоритмах. Например, в широкоизвестном 
программном пайплайне Cell Ranger используются метод 
к-средних и графовая кластеризация [1]. Применяемые 

методы автоматического типирования клеток основа-
ны на трансфере вручную заранее определенных меток 
с референсных датасетов на анализируемые.

В связи с бурным развитием методов машинного обу-
чения и применением нейронных сетей в анализе данных 
scRNA-seq появились принципиально новые возможности 
в этих двух задачах. В случае получения неудовлетвори-
тельного результата кластеризации, исследователю при-
ходится вносить изменения в пространство признаков для 
корректировки результата. Зачастую эта связь не прозрач-
на, что приводит к большому числу итераций. Так, для кла-
стеризации используется R-пакет на базе нейронных сетей 
scDeepCluster [2], позволяющий итеративно учитывать об-
ратную связь без корректировки пространства признаков.

Для типирования клеток используется scCapsNet 
(CapsNet) [3]. Модель scCapsNet обеспечивает вклад 
каждого извлеченного признака в распознавание типа 
клеток. Кроме того, смешивание данных об экспрессии 
РНК двух клеток разных клеточных типов с последую-
щим использованием модели scCapsNet, обученной 
на несмешанных данных, может прогнозировать типы 
клеток в смеси клеток с высокой точностью.

Особый интерес представляет использование ней-
ронных сетей с архитектурой автоэнкодеров, которые по-
зволяют избавляться от batch-эффекта, связанного с ис-
пользованием разных платформ для секвенирования, 
процедурами получения и подготовки образца, а также 
алгоритмами обработки данных [4].

Результаты анализа данных scRNA-seq также могут 
быть применены в моделировании клеточного состава 
тканей, органов и систем органов. Так, например, ис-
пользуя уникальные данные при исследовании тканей 
на уровне одиночных клеток, с помощью платформы 
BioUML [5] были разработаны математические модели 
клеток поперечно-полосатой мышечной ткани и сердеч-
но-сосудистой системы. Работа выполнена при поддерж-
ке Российского научного фонда (грант 19-75-30007).
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Цель исследования — это оценка эффективности ау-
топлазмы, обогащенной тромбоцитарными факторами 
роста (АОТ), в комбинации с экстракорпоральной ударно-
волновой терапией (ЭУВТ), а также монотерапии ЭУВТ 
в лечении болезни Пейрони (БП) (патент на изобретение 
РФ № 2741196).

40 мужчин с БП рандомно были разделены на 2 груп-
пы. В 1 группе выполнено лечение с помощью ЭУВТ 
(Dornier Aries) на половой член (ПЧ), зону фиброза, каль-
цинаты (n=20) дважды в неделю на протяжении 6 недель, 
возраст 47 лет (21–71), продолжительность БП 1,5 года 
(0,5–5). Группа 2 (n=20) получала 2 сеанса терапии в не-
делю в течение 6 недель. 1 сеанс включал ЭУВТ на ПЧ, 
зону фиброза, кальцинаты и инъекции АОТ в ПЧ, зону 
фиброза, кальцинаты, в конце АОТ активировали при по-
мощи ЭУВТ. 2 сеанс включал в себя ЭУВТ на ПЧ, зону 
фиброза, кальцинаты, возраст 46 лет (29–71), продол-
жительность БП 1,75 лет (0,5–4). Результаты оцени-
вали на 0 и 60 дни исследования: PDQ, ВАШ при эрек-
ции и при половом контакте, УЗИ ПЧ, угол искривления 
ПЧ (медиана (IQR%).

Лечение всеми пациентами переносилось удовлет-
ворительно. Далее представлены результаты в 1 группе. 
ВАШ при эрекции с 1,5 (0–2) уменьшилась до 0 баллов 
(0–0) (p<0,05). ВАШ при половом контакте c 1 балла 
(0–2,5) уменьшилась до 0 баллов (0–1) (р=0,02). PDQ 
с 9,5 баллов (6,5–14) уменьшился до 3 баллов (0,5–4,5) 
(p<0,05). Угол искривления ПЧ с 26,7° (19–37) умень-
шился до 18,7° (13,5–23,9) (р=0,02). У 1 пациента 
кальцинат исчез, у 1 фиброз заместился кальцинатом, 
у 4 уменьшилось количество, у 1 количество не изме-
нилось. Размер кальцинатов с 3,5 мм (2,2–7,2) умень-
шился до 1,3 мм (1–4,6) (р=0,05). Фиброз с 207,4 мм2 
(136–350) уменьшился до 76 мм2 (47,5–132) (p<0,05). 
Далее представлены результаты в 2 группе. ВАШ при 
эрекции с 3 баллов (2–4) уменьшилась до 0 баллов 
(0–1,5) (p<0,05). ВАШ при половом контакте с 3 баллов 
(2,5–4,5) уменьшилась до 0 баллов (0–1) (p<0,05). PDQ 
с 12 баллов (9–15,5) уменьшился до 6 баллов (2–8,5) 
(p<0,05). Угол искривления ПЧ с 27,5° (20–38) умень-
шился до 15° (8,5–23,5) (p<0,05). У 5 пациентов умень-
шилось количество кальцинатов, у 2 появились, у 1 не из-
менилось, у 1 стали фрагментированные, у 3 пациентов 
фиброз исчез полностью. Размер кальцинатов изме-
нился с 3 мм (2,7–6) до 3 мм (2–4,7) (р=0,5). Фиброз 
с 96,7 мм2 (65,8–183,6) уменьшился до 42,9 мм2 
(22,8–61,7) (p<0,05). Через 60 дней после лечения меж-
групповой анализ демонстрирует значимое уменьшение 
площади фиброза ПЧ и выраженность болевого синдро-
ма по данным ВАШ в группе где применялась АОТ в ком-
бинации с ЭУВТ (p<0,05).

Монотерапия ЭУВТ и комбинированная терапия АОТ 
c ЭУВТ являются эффективными консервативными ме-
тодами лечения БП. Комбинированное лечение более 
эффективно в отношении коррекции фиброза ПЧ и боле-
вого синдрома при БП.
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Цель текущего исследование — это иммуногисто-
химическая (ИГХ) оценка коллагенов при лечении 
пациентов с необструктивной азооспермии аутоплаз-
мой, обогащенной тромбоцитарными факторами ро-
ста (АОТ), в комбинации с экстракорпоральной удар-
но-волновой терапией (ЭУВТ) (патент на изобретение 
РФ № 2738543).

Исследовался биопсийный материал фрагментов 
яичек 14 пациентов с секреторной формой азооспер-
мии, средний возраст пациентов 33,07 ± 4,64 лет. 
Лечение включало 2 визита в неделю, на протяжении 
6 недель: 1 визит — инъекции АОТ в яичко, семенной 
канатик под УЗ-контролем с последующей активацией 
ее с помощью ЭУВТ (Dornier Aries); 2 сеанс — ЭУВТ 
на яички. Биопсийный материал после TESE оценивали 
ИГХ методом (антитела к коллагену I, III и IV типа) до на-
чала терапии и через 180 дней после последней инъ-
екции АОТ.

До лечения получены следующие результаты: кол-
лаген I типа — 2 балла (22,1 ± 1,7%, р<0,05), колла-
ген III типа — 3 балла (44,5 ± 0,3%, р<0,05), коллаген 
IV типа — 2 балла (21,4 ± 1,5%, р<0,05). После лечения: 
коллаген I типа — 3 балла (54,2 ± 2,4%, р<0,05), колла-
ген III типа — 2 балла (27,5 ± 0,7%, р<0,05), коллаген 
IV типа — 3 балла (52,2 ± 2,6%, р<0,05). Соотношение 
коллагенов I-го и III-го типов составило 0,5, а после при-
менения АОТ с ЭУВТ — 2,0, что указывает на актива-
цию пластических процессов волокнистого компонен-
та в яичке на фоне проводимого лечения. Отмечалась 
положительная динамика при ИГХ-реакциях на анти-
тела к Соll. IV в базальной мембране стенки извитых 
семенных канальцев, а также в субэндотелии крове-
носных сосудов. Обнаружено увеличение интенсивно-
сти окрашивания указываемого белка после терапии 
в 2,0–2,5 раза, что указывает на улучшение регенера-
ции и восстановления волокнистого компонента гема-
то-тестикулярного барьера и проницаемости для био-
логически активных веществ интерстициальной ткани, 
что в результате улучшает сперматогенез.

Продукция биологически активных веществ на фоне 
комбинированной терапии АОТ+ЭУВТ стимулирует син-
тез разных типов коллагена, способствуя восстановле-
нию волокнистого компонента гемато-тестикулярного 
барьера и улучшению сперматогенеза.
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Цель исследования — оценить эффективность ау-
топлазмы, обогащенной тромбоцитарными факторами 
роста (АОТ), в комбинации с экстракорпоральной удар-
но-волновой терапией (ЭУВТ) в лечении мужского бес-
плодия, а именно необструктивной азооспермии (патент 
на изобретение РФ № 2738543).

14 пациентов разделены на 2 группы: 1 группа с нор-
мальным базовым уровнем ФСГ (n=5), медиана возраста 
31 год (28–43); 2 группа с высоким базовым уровнем 
ФСГ (n=9), медиана возраста 33 года (28–40). Лечение 
включало 2 сеанса в неделю, на протяжении 6 недель: 
1 сеанс — инъекции АОТ в яичко, семенной канатик под 
УЗ-контролем с последующей активацией ее с помощью 
ЭУВТ (Dornier Aries); 2 сеанс — ЭУВТ на яички. Оценка 
результатов лечения на 0 и 90 день после последней 
инъекции: гормональный профиль, спермограмма, УЗИ 
органов мошонки, а через 180 дней после последней 
инъекции АОТ — повторная биопсия яичка (TESE).

Побочных эффектов зафиксировано не было, те-
рапия всеми пациентами переносилась удовлетвори-
тельно. Медиана общего тестостерона крови в 1 груп-
пе уменьшилась с 13,9 нмоль/л до 12,6 нмоль/л (p
>0,05), в 2 группе увеличилась с 12,8 нмоль/л до 16,
0 нмоль/л (p>0,05). Значимо изменился уровень ФСГ: 
в группе 1 с 6,5 мМед/мл увеличился до 7,7 мМед/
мл (р<0,001); в группе 2 с 15,7 уменьшился до 14,8 
(р<0,001). Уровень ЛГ в 1 группе с 4,7 мМед/мл уве-
личился до 5,1 мМед/мл (р=0,025). В 2 группе уровень 
ЛГ не изменился — 7,8 мМед/мл (p>0,05). На основании 
проведенного анализа биоптатов яичек у большинства 
пациентов (n=11) отмечается средняя (n=9; 64%) и вы-
сокая (n=3; 21%) положительная динамика, у 2 мужчин 
(14%) изменений не выявлено. У 7 (50%) пациентов от-
мечено появление мужских гамет более «продвинутых» 
стадий сперматогенеза после проведенного лечения 
в отличие от результатов при первичной биопсии, где 
присутствовали лишь сперматогонии. Кроме того, у од-
ного пациента, у которого изначально выявили субто-
тальную аплазию мужских половых клеток, после тера-
пии обнаружили сперматозоиды. Медиана JS до 2 балла 
(1–6), после 4 (2–7) в 1 группе (р=0,0046); в группе 2 — 
до 2 (1–6) и после лечения 4 (1–8) (р=0,0204). Клетки 
Лейдига до лечения 2 (2–3) после — 4 (3–5) в 1 группе 
(р=0,0349), в 2 группе с 2 (1–2) увеличился до 5 (1–5) 
(р=0,0147). Также увеличилась степень васкуляризации 
(р<0,05) и количество стромального компонента в яич-
ках у мужчин в обеих группах. Итог контрольной TESE: 
в 1 группе в 1 случае (20%) обнаружены сперматозоиды, 

в 2 группе — в 4 случаях (44,4%) обнаружены спермато-
зоиды. В 2 группе наступило 3 беременности с помощью 
ВРТ.

Отмечено регулирующее влияние АОТ и ЭУВТ на уро-
вень ФСГ, ЛГ, тестостерон, уменьшение ОС, улучшение 
трофики тестикулярной ткани, индукция механизма репа-
рации внеклеточного матрикса.
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Цель исследования — оценка эффективности ауто-
плазмы, обогащенной тромбоцитарными факторами 
роста (АОТ), и экстракорпоральной ударно-волновой те-
рапии (ЭУВТ) в лечении эректильной дисфункции (ЭД) 
васкулогенного генеза.

100 мужчин случайно распределили на 3 группы. 
В 1 группе (n=20) возраст 43,5 года (20–60), длитель-
ность ЭД 3 года (0,5–12), терапия включала в себя 
ЭУВТ на половой член (ПЧ) (Dornier Aries) дважды в не-
делю на протяжении 6 недель. Группа 2 (n=40) — воз-
раст 43 года (19–71), длительность ЭД 3 года (0,5–15); 
группа 3 (n=40) — возраст 48 лет (21–71), длительность 
ЭД 2,25 года (0,5–6). Пациенты 2 группы осуществляли 
2 визита в неделю на протяжении 6 недель — в 1 визит 
выполняли ЭУВТ на ПЧ и инъекции АОТ в ПЧ, в конце 
сеанса активировали АОТ с помощью ЭУВТ, во 2 ви-
зит — ЭУВТ на ПЧ. В 3 группе терапия включала 2 ви-
зита в неделю на протяжении 6 недель. В 1 визит вы-
полняли ЭУВТ на ПЧ и инъекции АОТ в половой член, 
активированную 10% раствором CaCl2, во 2 визит — 
ЭУВТ на ПЧ. Обследование всех пациентов проводилось 
на 0 и 60 дни исследования (медиана (IQR%): МИЭФ-5, 
профиль половых отношение (ППО), шкала твердости 
эрекции (ШТЭ), GAQ, общий тестостерон крови, ФДГ со-
судов ПЧ с аналогом ПГЕ1.

В 1 группе МИЭФ-5 с 14,5 баллов (10,5–17) уве-
личился до 19,5 баллов (15,5–21) (р<0,05). ППО уве-
личился с 2 баллов (1–2) до 3 баллов (2–4) (р<0,05). 
ШТЭ возросла с 1,5 баллов (1–2) до 3 баллов (2,5–3) 
(р<0,05). По данным ФДГ PSV с 16,3 см/с (12,2–22,7) 
увеличилась до 24 см/с (19,4–26,8) (р<0,05). RI с 0,7 
(0,7–0,9) увеличился до 0,9 (0,8–1) (р<0,05). По GAQ 
14 пациентов (70 %) отметили положительный эффект 
от лечения. Общий уровень тестостерона увеличился 
с 13,6 нмоль/л (9,3–16,6) до 14,4 нмоль/л (10,9–
18,5) (р=0,31). В 2 группе МИЭФ-5 с 13 баллов (11–
15) увеличился до 18 баллов (16–20) (р<0,05). ППО 
с 2 баллов (1,5–2) возрос до 3 баллов (3–4) (р<0,05). 
ШТЭ изменилась с 2 баллов (1–2) до 3 баллов 
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(2–3) (р<0,05). PSV с 15,6 см/с (12,1–22,8) увеличи-
лась до 27 см/с (20,6–33,5) (р<0,05). RI с 0,8 (0,7–1) 
возрос до 1 (0,8–1) (р=0,02). По GAQ 34 пациента (85%) 
отметили положительный эффект от лечения. Общий 
тестостерон крови возрос с 14,9 нмоль/л (9,9–20,7) 
до 16,4 нмоль/л (11,9–20,8) (р=0,4). В 3 группе МИЭФ-
5 с 13 баллов (9–15) возрос до 18,5 баллов (15–20,5) 
(р<0,05). ППО с 2 баллов (1–2) увеличился до 3 бал-
лов (3–4) (р<0,05). ШТЭ с 1 балла (1–2) до 3 баллов 
(3–3) (р<0,05). PSV с 17 см/с (10,3–25) увеличилась 
до 27,8 см/с (20–36,6) (р<0,05). RI с 0,8 (0,7–0,9) увели-
чился до 0,9 (0,8–1) (р<0,05). Общий тестостерон крови 
возрос с 14,9 нмоль/л (10,8–21) до 17,1 нмоль/л (14–
22,6) (р=0,14). По GAQ 33 пациента (82,5 %) отметили 
положительный эффект от лечения.

Терапия всеми пациентами переносилась удовлет-
ворительно. Отмечается положительная динамика в от-
ношении улучшения эректильной функции у всех паци-
ентов. При сравнении групп комбинированная терапия 
АОТ+ЭУВТ значимо повышает эректильную функцию 
согласно ППО, ШТЭ и ФДГ сосудов ПЧ.

ТЕРАПИЯ МУЖСКОГО БЕСПЛОДИЯ 
С ПОМОЩЬЮ АУТОПЛАЗМЫ, ОБОГАЩЕННОЙ 
ТРОМБОЦИТАРНЫМИ ФАКТОРАМИ РОСТА, 
И УДАРНО-ВОЛНОВОЙ ТЕРАПИИ
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Цель исследования — оценить эффективность и без-
опасность применения аутоплазмы, обогащенной тром-
боцитарными факторами роста (АОТ), в комбинации 
с экстракорпоральной ударно-волновой терапией (ЭУВТ) 
в лечении мужского бесплодия (патент на изобретение 
РФ № 2738543).

30 пациентов разделены на 2 группы: 1 группа с нор-
мальным базовым уровнем ФСГ (n=23), медиана возрас-
та 34 года (24–65); 2 группа с высоким базовым уровнем 
ФСГ (n=7), медиана возраста 40 лет (29–62). Лечение 
включало 2 сеанса в неделю на протяжении 6 недель: 
1 сеанс — ЭУВТ (Dornier Aries) на яички, инъекции АОТ 
в яички, семенные канатики под УЗ-контролем с последу-
ющей активацией ее с помощью ЭУВТ; 2 сеанс — ЭУВТ 
на яички. Оценка результатов на 0 и 130 день исследо-
вания: гормональный профиль, спермограмма, фрагмен-
тация ДНК сперматозоидов, концентрация АФК в натив-
ном эякуляте, УЗИ органов мошонки (среднее (Cl95%).

В группе 1 отмечено увеличение ФСГ с 5,0 мМед/
мл (4,1–5,9) до 5,9 мМед/мл (4,9–6,9) (р<0,05). В груп-
пе 2 уменьшение ФСГ с 17,3 мМед/мл (10,9–23,7) 
до 13,6 мМед/мл (8,3–18,9) (р=0,14). В 1 группе общий 
тестостерон с 14,7 нмоль/л (12,7–16,6) увеличился 
до 16,9 нмоль/л (14,9–18,8) (р=0,0070); во второй груп-
пе общий тестостерон крови базово 13,5 нмоль/л (10,3–
16,5), после лечения — 19,9 нмоль/л (9,3–30,4) 
(р=0,2). В группе 1 число сперматозоидов увеличилось 
с 51,7 млн/мл (32,9–70,4) до 66,6 мл/мл (41,3–91,7) 

(р=0,1); в группе 2 число сперматозоидов увеличилось 
с 40,1 млн/мл (7,7–72,6) до 56,3 млн/мл (23,8–88,7) 
(р=0,1). В 1 группе процент сперматозоидов с нор-
мальной морфологией увеличился с 9,3% (3,3–15,5) 
до 11,8% (5,4–18,1) (p=0,5). В 2 группе изменения 
минимальны, до лечения — 14,4% (10,1–39), после — 
14,7% (8,5–37,9) (p=0,9). В группе 1 процент прогрес-
сивно–подвижных сперматозоидов увеличился с 32,6% 
(24,8–40,4) до 41,3% (33,8–48,8) (р=0,04); в группе 
2 с 36,8% (13,5–60,0) до 47,0% (32,0–61,9) (p=0,1). 
Статистически значимо увеличился в 1 группе процент 
жизнеспособных сперматозоидов с 65,6% (57,8–73,4) 
до 71,3% (66,2–76,5) (р=0,0074). Во второй груп-
пе также отмечен прирост процента жизнеспособных 
сперматозоидов с 69,1% (60,5–77,7) до 73,8% (64,4–
83,3) (р=0,0914). Процент сперматозоидов с фраг-
ментированной ДНК в 1 группе уменьшился с 25,3% 
(19,8–30,8) до 15,9% (10,6–21,2) (р=0,0008); в груп-
пе 2 с 15,6% (7,9–23,3) до 11,4% (6,3–16,5) (р=0,06). 
В первой группе до лечения концентрация АФК соста-
вила 6,7 CPMx105 (2,5–10,9), после — 3,3 CPMx105 
(1,4–5,2) (р=0,01); в группе 2 концентрация АФК снизи-
лась с 3,6 CPMx105 (2,0–5,0) до 2,0 CPMx105 (1,3–2,6) 
(р=0,01). Объем эякулята значимо не изменился во всех 
группах. В результате: в 1 группе наступило 14 беремен-
ностей, в 2 группе — 4 беременности.

Отмечено влияние АОТ в комбинации с ЭУВТ на уро-
вень ФСГ, тестостерона, уменьшение ОС в сперме, улуч-
шение всех показателей спермы, кроме объема эяку-
лята, и, как результат, наступление 18 беременностей 
из 30 случаев.

НОВОЕ ПОКОЛЕНИЕ БИОДЕГРАДИРУЕМОГО 
ПОКРЫТИЯ ДЛЯ КОРОНАРНЫХ 
СТЕНТОВ, СОСТОЯЩЕЕ ИЗ ХИМИЧЕСКИ 
МОДИФИЦИРОВАННЫХ 
НАНОКОМПОЗИТОВ, ИЗМЕНЯЮЩИХ 
СТРУКТУРУ АТЕРОСКЛЕРОТИЧЕСКИХ 
БЛЯШЕК ЧЕЛОВЕКА EX VIVO С ЦЕЛЬЮ 
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Проблема возникновения рестенозирования коро-
нарных стентов у пациентов, которым в качестве лече-
ния ИБС было произведено стентирование коронарных 
артерий, очень хорошо известна в кардиологической 
практике. Повторное стенозирование всегда сопрово-
ждается высокими рисками возвратной стенокардии, 
инфарктами миокарда и внезапной сердечной смертью. 
С целью возможного влияние на процесс роста атеро-
склеротических бляшек (АБ) на клеточном и молекуляр-
ном уровнях, решено было использовать наноматериалы 
ноль валентного железа размерами от 30 до 100 Нм [1], 
покрытые углеродным слоем 5 Нм. После химической 
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модификации углеродного слоя солями арилдиазония, 
полученные нанокомпозиты (НК) приобретают свойства 
активного взаимодействия с липидами и со структурой 
атеросклеротической бляшки человека [2, 3]. На мор-
фологическом уровне, а также с помощью двулучевого 
спектрометра Specord 250 Plus исследованы механиз-
мы взаимодействия НК с АБ (n=30), которые брались 
во время плановых операций каротидной эндартерэкто-
мии. Доказательная база взаимодействия нанокомпо-
зитов с АБ выстраивалась с помощью разработанных 
в проекте моделей in vitro и применяемых в эксперимен-
те на лабораторных животных in vivo [4,5]. Разработан 
прототип нового поколения коронарного стента в основе 
которого лежит металлический стент Sinus (компания 
«Ангиолайн»). Его рабочая поверхность покрывается 
биоразлагаемым покрытием, в состав которого входят 
НК, которые при контакте с париетальной атероскле-
ротической сосудистой бляшкой, позволяют изменять 
её структуру с вероятным механизмом отрицательного 
влияния на её последующий рост.
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Травма спинного мозга (ТСМ) характеризуется 
многочисленными патологическими реакциями, в кото-
рые вовлечены все типы клеток центральной нервной 
системы. Одним из важных звеньев посттравматиче-
ских реакций является активация клеток микроглии, 
которые первыми реагируют на повреждения нервной 
ткани. Фактически, активированная микроглия способ-
на синтезировать не только трофические биомолекулы, 
такие как нейротрофины, глутаматные транспортеры 
и антиоксиданты, но также и эффекторы, которые могут 
быть потенциально нейротоксичными, такие как оксид 
азота (NO) и провоспалительные цитокины. Из-за этой 
двойственной природы, роль, которую играет микроглия 
в регулировании нейрорегенерации в различные пери-
оды посттравматического процесса, остается спорной. 
Целью исследования было выявление изменений в фе-
нотипе клеток микроглии (М1 провоспалительный/
М2 противовоспалительный) в зависимости от тяжести 
травмы спинного мозга.

Всем экспериментальным животным наносили до-
зированную контузионную травму спинного мозга 
на уровне Th8 разной степени тяжести при помощи 
импактора Leica Impact One Stereotaxic Impactor for 
Reproducible Neurotrauma, моделирующего разные 
степени повреждения: слабую (1,5 м/с), среднюю 
(2,5 м/с) и тяжелую (4 м/с). Полученные из головного 
мозга новорожденных крысят клетки микроглии культи-
вировали до прикрепления к культуральному пластику. 
Для моделирования ТСМ in vitro клетки микроглии куль-
тивировали с добавлением гомогенатов ткани, полу-
ченных из спинного мозга травмированных животных. 
Через 72 часа культивирования клетки забирались для 
анализа ПЦР-РВ и для проточной цитометрии.

Методом проточной цитометрии выявлены изме-
нения в фенотипе микроглиии, культивированной при 
разных условиях, в частности, количество микроглии 
с провоспалительным фенотипом возрастало преиму-
щественно на модели травмы средней степени тяже-
сти. Анализ ПЦР-РВ также выявил изменения в экс-
прессии генов в микроглии, культивированной при 
разных условиях.

СКАНИРУЮЩАЯ КАПИЛЛЯРНАЯ 
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Капиллярная микроскопия позволяет оценивать фи-
зико-химические и биомеханические изменения в опу-
холевых клетках под воздействием цитотоксических 
средств, в частности, цисплатина и нокодазола.

Отличительная особенность капиллярной микро-
скопии от других методов исследования — возмож-
ность определять биомеханические свойства живой 
клетки и отслеживать в режиме реального времени 
процессы жизнедеятельности клетки под воздействи-
ем цитотоксических веществ. В данной работе с по-
мощью капиллярной микроскопии оценивалось из-
менение шероховатости опухолевых клеток после 
воздействия цисплатина и нокодазола. Оценка шерохо-
ватости проводилась в ПО ФемтоСкан Онлайн посред-
ством вычитания грубого рельефа с помощью сплайна 
и параболы. После обработки статистических данных 
было показано, что наибольшее изменение шерохова-
тости на поверхности опухолевых клеток было вызвано 
воздействием нокодазола [1, 2]. Шероховатость кон-
трольного образца по параметрам Rа и Rq соответствен-
но составила 35 ± 5/48 ± 6 нм при вычитании сплайном, 
33 ± 5/45 ± 6 нм при вычитании параболой. Под воздей-
ствием цисплатина шероховатость практически не изме-
няется. Под воздействием нокодазола значение шеро-
ховатости увеличивается и составляет 51 ± 5/68 ± 6 нм 
и 56 ± 6/72 ± 7 нм. Значение t-критерия Стьюдента для 
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средних значений по выборкам контроля и образца, об-
работанного нокадозолом, составляет 3,04/2,55 (Ra/
Rq, при вычитании сплайна) и 2,97/2,99 (Ra/Rq при 
вычитании параболы) при табличном значении t = 2,20, 
откуда можно сделать вывод о наличии статистически 
значимых различий между значениями шероховатости.

Сканирующая капиллярная микроскопия может быть 
перспективным методом для оценки чувствительности 
биопсионного материала к определенным препаратам 
и веществам, для оценки биомеханического и физико-
химического воздействия.

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ 
и Лондонского Королевского Общества (проект № 21-
58-10005), РФФИ, проект № 20-32-90036, Фонда со-
действия инноваций (проект № 71108).
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Цель исследования — оценка эффективности вну-
тривенного введения криоконсервированных монону-
клеарных клеток пуповинной крови человека (МКПКЧ) 
в остром периоде контузионной травмы спинного мозга 
у крыс на восстановление двигательной активности ко-
нечностей и формирование посттравматических кист [1].

Исследование выполнено на взрослых крысах-сам-
ках линии Спрег-Доули. Тяжелую контузионную травму 
спинного мозга моделировали по методу «weight-drop». 
Использовали крио-консервированный концентрат 
МКПКЧ, хранившийся 3–4 года при –196 C° [2]. 
Двигательную функцию конечностей исследовали 
в открытом поле, с оценкой опорно-двигательного ап-
парата по шкале ВВВ для крыс [3]. А также в плава-
тельном тесте, с применением нового метода оценки 
движения задних конечностей, с использованием 
параметров дисперсии величин суставных углов [4], 
МРТ-сканирование проводили с применением МРТ вы-
сокого поля Clin Scan 7.0 T томография (Bruker BioSpin, 
Германия) [5].

Однократное внутривенное введение МКПКЧ в коли-
честве 10 млн клеток в первые сутки после тяжелой кон-
тузионной травмы спинного мозга достоверно улучшает 
(р<0,05) восстановление двигательной функции задних 
конечностей (на 40–50 %) относительно уровня группы 
«самовосстановления» у крыс. Объем образующихся 
на 4–5 сутки посттраматических кистозных полостей до-
стоверно (p<0,05) уменьшается в два раза после клеточ-
ной терапии.

Проведенное исследование показывает, что криокон-
сервированные МКПКЧ могут быть использованы, как 
эффективное средство клеточной терапии в остром пе-
риоде контузионной травмы спинного мозга.

Литература:
1. Архадов Т.А. и др. Терапевтический потенциал клеток пупо-

винной крови при негематологических заболеваниях 2-е из-
дание. Под ред. М.А. Пальцева, В.Н. Смирнова. Москва 
2012. 176 с.

2. Рябов С.И., Звягинцева М.А., Смирнов В.А. и др. Бюллетень 
экспериментальной биологии и медицины, 2014. Т. 157. 
№ 1. С. 98.

3. Basso D.M., Beattie M.S., Bresnahan J.C. J. Neurotrauma. 
1995.V.12. N 1. P. 1.

4. Bazanovich S.A. et al. Bulletin of Experimental Biology and Medi-
cine. — 2022. — Т. 172. — № . 4. — С. 499–503.

5. Ядгаров М.Я., Смирнов В.А., Базанович С.А. и др. Нейрохи-
рургия. 2022. Т24. № 1.С.38.

ТЕРАПИЯ КРИОКОНСЕРВИРОВАННЫМИ 
МОНОНУКЛЕАРНЫМИ КЛЕТКАМИ 
ПУПОВИННОЙ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА ТРАВМЫ 
СПИННОГО МОЗГА В ОСТРОМ ПЕРИОДЕ: 
ЭКСПЕРИМЕНТ И КЛИНИКА

С.А. Базанович1, М.А. Звягинцева1, 
Я.В. Морозова1, С.М. Радаев2, 
В.А. Смирнов2, А.А. Гринь2, С.И. Рябов1

1  ФГБУ Научный медицинский исследовательский 
центр кардиологии им. академика Е.И. Чазова 
Минздрава России, Москва, Россия

2  ГБУЗ НИИ скорой помощи им. Н.В. Склифосовского 
Департамента здравоохранения г. Москвы, Москва, 
Россия

e-mail: Bazarus13.ukr@yandex.ru

Ключевые слова: травма спинного мозга, клеточная тера-
пия, мононуклеарные клетки пуповинной крови человека.

Цель исследования — оценка эффективности вну-
тривенного введения криоконсервированных монону-
клеарных клеток пуповинной крови человека (КМКПКЧ) 
в остром периоде контузионной травмы спинного мозга 
(КТСМ) у крыс на восстановление движений конечностей 
и формирование посттравматических кист [1] и оценка 
неврологического статуса пациентов с ушибом спинного 
мозга после введения КМКПКЧ.

Исследование выполнено на крысах-самках линии 
Спрег-Доули. Тяжелую КТСМ моделировали по методу 
«weight-drop» [2]. Использовали КМКПКЧ, хранившиеся 
3–4 года при –196°C [3]. Двигательную функцию конеч-
ностей крыс оценивали в открытом поле по шкале ВВВ [3], 
МРТ-сканирование проводили с применением МРТ высоко-
го поля [5]. Проведено клиническое исследование пациен-
тов с ушибами спинного мозга тяжелой степени и невроло-
гическим дефицитом с применением КМКПКЧ. Пациентам 
вводили 300 млн клеток в/в 4 раза (1 раз в неделю).
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Однократное в/в введение МКПКЧ 10 млн клеток 
в 1 сутки после тяжелой КТСМ достоверно улучшает 
восстановление двигательной функции задних конечно-
стей относительно уровня группы «самовосстановления» 
у крыс, а объем образующихся на 4–5 сутки посттрама-
тических кистозных полостей достоверно уменьшается 
в два раза.

Через 1 год средний прирост по шкале ASIA соста-
вил 2,2 балла в группе клеточной терапии и 0,9 в кон-
трольной группе, суммарный показатель двигательной 
активности верхних и нижних конечностей составил 
77 ± 19 и 33 ± 21,6 и самостоятельно могли передви-
гаться 78% и 30% пациентов соответственно в каждой 
группе.

Проведенное исследование показывает эффектив-
ность терапии КМКПКЧ в остром периоде КТСМ.
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Пористость в трехмерном каркасе является важным 
фактором для тканевой инженерии [1, 2]. Рост и внедре-
ние клеток в значительной степени зависят от размера 
пор внутри каркаса, которыми необходимо тщательно 
управлять с учетом конкретных параметров в зависимо-
сти от материала и применения [1, 3, 4]. Роль пористо-
сти заключается в том, что клеточные сети полагаются 
на взаимосвязанные пути для транспортировки пита-
тельных веществ, передачи сигналов клетками и проли-
ферации, имитируя по структуре окружающую среду 
нативного внеклеточного матрикса [1, 5]. Одним из рас-
пространенных методов получения высокопористых ма-
териалов является лиофилизация. Этот метод позволяет 
получать материалы с высокой удельной поверхностью 
и различной структурой пор. Первым этапом лиофилиза-
ции является заморозка, которая влияет на архитектуру 
будущих материалов. Таким образом, целью данной ра-
боты было создание замораживающей ячейки с контро-
лированием условий заморозки для получения выспоко-
пористых материалов с регулируемыми свойствами для 
тканевой инженерии.

Для синтеза материалов использовали водный рас-
твор ПВС (Sigma-Aldrich, США, Mw = 130 кДа) с концен-
трацией 6%, в который добавляли сшивающий агент — 
глутаровый альдегид (Sigma-Aldrich, США, 50% водный 
раствор) в соотношении 0,005 и 0,01 к 1 осново-моль 
полимера в присутствии соляной кислоты (Компонент-
Реактив, Россия, о.с.ч.). После смешивания полученную 
смесь замораживали при разных условиях в разрабо-
танной нами ячейки, состоящей из элементов Пельтье 
TB-127-1.0-1.3. После все замороженные материа-
лы лиофилизировали на установке Martin Christ Alpha 
2-4LSC installation в течении 72 ч при глубине вакуума 
0,250 мбар.

Для изучения механических свойств образцы испы-
тывали при одноосном сжатии на универсальной раз-
рывной машине Instron 5965. Из полученных данных 
определяли модуль упругости полимерных материалов.

Исследование морфологии образцов проводили при 
помощи растрового электронного микроскопа Phenom 
XL (ThermoFisher Scientific, США). Изображения полу-
чали с использованием детектора обратно рассеянных 
электронов при ускоряющем напряжении 5 кВ и давле-
нии 10 Па без предварительного нанесения токопрово-
дящего покрытия на образец.

В работе измеряли удельную поверхность получен-
ных материалов в зависимости от способа заморозки 
и концентрации сшивающего агента. Исследования 
проводили на анализаторе удельной поверхности и по-
ристости Authosorb iQ (Quantachrome Instruments, 
США) путем обработки изотермы адсорбции паров азо-
та при температуре 77 К в диапазоне относительных 
давлений от 10–5 до 0,99 методом Брюнера-Эммета-
Теллера (БЭТ).

В результате работы была разработана и изготовле-
на замораживающая ячейка из элементов Пельтье. С по-
мощью нее были созданы анизотропные и изотропные 
полимерные выскопористые материалы на основе ПВС 
с различной архитектурой.

Работа выполнена при поддержке государственного 
задания НИЦ «Курчатовский институт».
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В эксперименте на макаках-резусах исследовали 
эффективность трансплантации тканеинженерных 
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конструктов на основе биоразлагаемого скаффолда 
и аллогенных нейральных прогениторных клеток, полу-
ченных путем прямого репрограммирования (drNPCs) 
при восстановлении неврологического дефицита в ре-
зультате травмы спинного мозга. Предварительно 
была разработана модель необратимой спинальной 
травмы у нечеловекообразных приматов с интраопе-
рационным контролем вызванных потенциалов (ВП), 
позволяющая получить полный односторонний анато-
мический перерыв кортикоспинального тракта и за-
днего столба на уровне Th7-8 (Baklaushev VP, 2019). 
В экспериментах на этой модели было обнаружено, что 
трансплантация 5 млн drNPCs через 2 недели после 
пересечения афферентных и эфферентных путей спин-
ного мозга в течение последующих 12 недель приво-
дит к частичному восстановлению нарушенных функ-
ций спинного мозга в виде регресса ипсилатеральной 
моноплегии и восстановления сомато-сенсорных и мо-
торных ВП. Последующий иммуногистохимический 
анализ показал, что drNPCs могут сохранять свою 
мультипотентность в пересаженном спинном мозге 
не менее 12 недель, мигрируя в зоны образования ко-
нусов роста поврежденных аксонов. Sox2-позитивные 
трансплантированные клетки преимущественно об-
наруживались в зоне активной регенерации, где они 
секретировали BDNF, что сопровождалось повышен-
ным уровнем экспрессии синаптофизина клетками 
хозяина в сером и белом веществе. Трансплантация 
тканеинженерных конструктов характеризовалась зна-
чительно более высоким по сравнению с суспензион-
ным способом введения выживанием клеток. drNPCs 
в составе тканеинженерных конструктов подвергались 
нейрональной дифференцировке и выпускали длинные 
нейриты. Эти результаты так же, как результаты дру-
гих научных групп, показавших эффективность транс-
плантации НСК в составе гидрогелей и др. скаффолдов 
свидетельствуют о потенциальной перспективности 
тканевой инженерии спинного мозга в терапии необ-
ратимой спинальной травмы. Наиболее интересным 
с нашей точки зрения является комбинирование ткане-
вой инженерии с нейромодуляцией, в частности, с эпи-
дуральной электростимуляцией спинного мозга выше 
и ниже области поражения параллельно с двигатель-
ной реабилитацией.
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НА ОСНОВЕ НИЗКОТЕМПЕРАТУРНЫХ 
ФОСФАТОВ КАЛЬЦИЯ ДОПИРОВАННЫХ 
КАТИОНАМИ ЖЕЛЕЗА
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Можно выделить фосфаты кальция (ФК) с моляр-
ным соотношением Сa/P в диапазоне 1,33–1,67 как 
наиболее близкие к минеральному компоненту костной 
ткани. Эти ФК нашли наиболее широкое применение 
в хирургии. В настоящее время гидроксиапатит (ГА, 
Са5(РО4)3(ОН)), трикальцийфосфат (ТКФ, Са3(РО4)2) и ок-
такальций фосфат (ОКФ, Са8Н2(РО4)6•5Н2О) являются 
основными соединениями, используемыми в медицине 
для замещения и регенерации костной ткани [1]. Это 

связано со схожестью указанных соединений с мине-
ральным составом костной ткани. Несмотря на близость 
химического состава ГА (отношение Са/P около 1,67), 
ТКФ (около 1,5) и ОКФ (около 1,33) свойства указанных 
соединений имеют и существенные различия. В частно-
сти, это может касаться скорости деградации и специфи-
ческих свойств. Влияние на реакционную способность 
к фазовым переходам может достигаться за счет моди-
фикации фосфатов кальция введением ионов металлов, 
позволяющих создать программируемые замещенные 
формы [2]. Кроме того, за счет создания замещенных 
ФК можно получать различные материалы с необходи-
мыми свойствами, например, высокорезорбируемые или 
придавать антибактериальные свойства и т. д. [3].

Железо является важным элементом в почках и си-
стеме кровообращения, а также в виде микроэлементов 
оно содержится в твердых тканях, как в депо. Железо 
участвует во многих сложных процессах, протекающих 
в организме человека на молекулярном уровне (на-
пример, синтез эритроцитов, преобразование глюкозы 
крови в энергию и выработку ферментов). Кроме того, 
допирование фосфатов кальция может придать им маг-
нитные свойства, которые могут быть использованы 
в различных биомедицинских применениях, таких как 
восстановление тканей, магнитно-резонансная томогра-
фия, доставка лекарств, разделение клеток и лечение 
злокачественных образований на основе гипертермии.

Целью данной работы являлось разработка компози-
ционных гидрогелей на основе альгината натрия и низ-
котемпературных фосфатов кальция, допированных 
катионами железа с содержанием керамической состав-
ляющей до 15 масс. %.

Установлено, что введение катионов железа в про-
цессе синтеза дикальцийфосфат дигидрата не оказы-
вают влияния на фазовый состав конечного продукта. 
Однако наблюдается изменение морфологии частиц 
ДКФД, происходит уменьшение размеров частиц ДКФД 
при увеличении концентрации катионов Fe3+.

Изучено влияние введения катионов железа на про-
цесс гидролиза ДКФД в ОКФ. Показано, что катионы же-
леза не оказывают влияния на фазовый состав и морфо-
логию продуктов гидролиза ДКФД. Полученный порошок 
по фазовому составу и морфологии соответствует ОКФ. 
Результаты химического анализа показывают, что экс-
периментальная концентрация железа в ОКФ линейно 
растет с повышением теоретического значения, но мень-
ше него практически в 2 раза.

Разработаны композиционные гидрогели на ос-
нове альгината натрия и полученных низкотемпера-
турных фосфатов кальция, допированных катионами 
железа с содержанием керамической составляющей 
до 15 масс. % и изучены их физико-химические и меха-
нические свойства.
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Применение тканеинженерных имплантатов трахеи 
представляет собой перспективную стратегию ее рекон-
струкции и может стать последним шансом радикально-
го лечения для пациентов с обширными поражениями 
трахеи. Использование кадаверной хрящевой ткани ра-
нее позволило получить биосовместимые матриксы-но-
сители с оптимальными механическими свойствами [1]. 
Однако, повышенная плотность такого материала пре-
пятствовала его заселению клетками и последующему 
постимплантационному ремоделированию.

В исследовании мы предложили использовать лазер-
ную перфорацию хрящевой ткани человека для ее эф-
фективной колонизации назальными хондроцитами, 
а также исследовали биосовместимость и эффектив-
ность полученной тканеинженерной конструкции при вос-
становлении обширного дефекта трахеи в эксперименте.

Образцы нативной трахеи человека подверглись де-
витализации и высокоточной лазерной микроперфора-
ции инфракрасным лазером. Девитализация позволяла 
получить матрикс-носитель с сохранной архитектони-
кой [1,2]. Лазерная перфорация полностью покрыла 
поверхность матрикса микропорами диаметром 100–
200 мкм с плотностью 4–6 микропор/мм2.

Назальные хондроциты культивировались на микро-
перфорированной хрящевой ткани в течение 1 недели, 
эффективно колонизируя микропоры. Полученные тка-
неинженерные конструкции имплантировали подкожно 
бестимусным гипоимунным мышам. Глубина колони-
зации существенно улучшились через 8 недель после 
эктопической имплантации конструкций. Отмечалось 
заполнение микропор новообразованным хрящевым ма-
триксом, при этом синтез коллагенов I и II типов и аггре-
кана был подтвержден ОТ-ПЦР.

Конструкции также были имплантированы ортотопи-
чески в дефекты стенки трахеи кроликам на срок 8 не-
дель. Через 4 недели после имплантации выполнялась 
компьютерная томография (КТ) шеи для промежуточ-
ной оценки состояния просвета трахеи и положения 
конструкции. Было показано, что имплантация не при-
водила к дислокации конструкции или стенозу трахеи. 
Матриксы-носители и тканеинженерные конструкции 

трахеи анализировались до и после имплантации с помо-
щью СЭМ, микротомографии, иммуногистохимических 
исследований и цифровой ПЦР.

Микротомография высокого разрешения, выполнен-
ная через 8 недель после операции, выявила полную 
интеграцию конструкции в стенку органа. Отмечалось 
восстановление слизистой оболочки трахеи на всей 
внутренней поверхности тканеинженерной конструкции, 
подтверждаемое иммуногистохимическим исследовани-
ем [2]. Иммунологическая оценка реакции реципиента 
на ксеногенный донорский материал, заселенный алло-
генными клетками, не выявила признаков отторжения 
имплантата.

Имплантация биопротезов, основанных на микро-
перфорированных хрящевых тканях, представляет собой 
перспективную стратегию восстановления трахеи в кли-
нических исследованиях.
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Фиброз лёгких представляет собой прогрессирующее 
замещение функциональной ткани на стромальную, что 
может приводить к дисфункции органа. Мезенхимные 
стромальные клетки (МСК) обладают способностью к ре-
гуляции фиброза, однако молекулярные механизмы дан-
ного эффекта остаются малоизученными. Известно, что 
ряд подходов к подавлению фиброза основан на пода-
влении активности миофибробластов и стимулировании 
их дифференцировки в нормальные тканеспецифичные 
клетки. Одними из ключевых молекул, регулирующих эти 
процессы, являются микроРНК, которые транспортиру-
ются преимущественно в составе внеклеточных везикул 
(ВВ-МСК). Поэтому в данной работе было исследовано 
влияние микроРНК в составе ВВ-МСК на дифференци-
ровку миофибробластов в процессе развития фиброза 
in vitro и in vivo.

ВВ были выделены из кондиционированной среды 
МСК человека и охарактеризованы стандартными ме-
тодами. Ингибирование исследуемых микроРНК было 
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проведено путём трансфекции ВВ-МСК синтетическими 
олигонуклеотидами. Эффект от применения ВВ-МСК оце-
нивали с использованием in vitro модели дедифференци-
ровки миофибробластов человека (ИЦХ, вестерн-блот-
тинг, ОТ-ПЦР, модель контракции коллагенового диска) 
и in vivo модели индуцированного блеомицином фиброза 
лёгких у мышей C57Bl/6, с интратрахеальным введени-
ем ВВ-МСК через 14 дней после введения блеомицина.

Мы показали, что у животных в группе с введением ВВ-
МСК площадь депонированного коллагена и выражен-
ность фиброза легких по шкале Эшкрофта значительно 
уменьшились, а площадь функциональной легочной ткани 
увеличилась на 40–45% по сравнению с контрольными 
группами. Мы предположили, что такое влияние ВВ-МСК 
на прогрессирование фиброза основано на их способно-
сти регулировать трансдифференцировку стромальных 
клеток в активированные фибробласты и миофибробла-
сты — основные драйверы фиброза. Мы показали, что 
in vitro ВВ-МСК стимулировали дедифференцировку ми-
офибробластов на морфологическом и функциональном 
уровнях за счет переноса специфических микроРНК. 
Мы продемонстрировали, что не одна микроРНК, а ком-
плекс, состоящий из микроРНК-129 и -29c, оказал реша-
ющее влияние на наблюдаемые эффекты in vitro и in vivо. 
Данные микроРНК подавляют синтетическую активность 
клеток, уменьшая синтез коллагена I типа, а также способ-
ствуют дедифференцировке клеток, снижая количество 
компонентов фокальных контактов — винкулина, альфа-
актинина 1 и 4 типа. Подавление микроРНК-129 и -29c 
в ВВ-МСК значительно снизило их антифибротический 
эффект in vivo, что привело к увеличению количества акти-
вированных фибробластов, миофибробластов и фиброти-
ческих очагов в легких.

Таким образом мы показали, что комплекс спец-
ифических микроРНК, состоящий из микроРНК-29с 
и -129 и переносимый в составе ВВ-МСК, способен 
стимулировать дедифференцировку миофибробластов 
in vitro и in vivo, тем самым способствуя подавлению 
прогрессирования фиброза. Работа поддержана РФФИ 
(№ 20-04-60487 и № 20-315-90120).
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РНК-интерференция представляет собой механизм 
посттранскрипционного геноспецифического сайлен-
синга, обусловленного деградацией мРНК в эукарио-
тических клетках посредством ее узнавания компле-
ментарной малой интерферирующей РНК (миРНК), 
находящейся в комплексе RISC с белком AGO-2, облада-
ющим эндонуклеазной активностью.

Применение метода трансфекции миРНК неэффектив-
но в связи с непродолжительным нокдауном гена. Другая 

форма РНК-интерференции включает использование ко-
ротких шпилечных РНК (кшРНК), доставляемых трансдук-
цией лентивирусными векторами, что позволяет получить 
клеточную линию со стабильным нокдауном гена.

Целью исследования являлось выявление наиболее 
эффективного сочетания введения шпилечных конструк-
ций для подавления оверэкспрессии гена.

Для реализации РНК-интерференции были сконструи-
рованы лентивирусные частицы, кодирующие ген компле-
ментарной кшРНК. Регулирование экспрессии рассма-
тривалось в двух сочетаниях: трансдукцией кшРНК через 
24 часа после активации гена интереса и реализацией 
РНК-интерференции за 24 часа до оверэкспрессии. В каче-
стве генов интереса выступал ген GFP, ген ZBTB-16 и гены 
сигнального пути Notch (рецепторы Notch1, 3, 4).

Результаты эффективности применения метода РНК-
интерференции были оценены методами ПЦР в реаль-
ном времени через 48 часов, проточной цитометрией че-
рез 72 часа и иммунофлуоресцентной окраской клеток 
через 96 часов после трансдукции.

Анализ экспрессии гена GFP показал эффективное 
сочетание трансдукции вирусом, кодирующим кшРНК, 
за 24 часа до оверактивации.

Анализ экспрессии гена HEY1 методом количествен-
ной ПЦР указал на наибольшую эффективность сай-
ленсинга при запуске механизма РНК-интерференции 
за 24 часа до оверэкспрессии генов рецепторов сиг-
нального пути Notch.

Подавление экспрессии транскрипционного фактора 
ZBTB-16, напротив, эффективнее при трансдукции ленти-
вирусными частицами, кодирующими соответствующую 
кшРНК, через 24 часа после активации целевого гена.

Таким образом, последовательность введения ге-
нетических конструкций при помощи лентивирусной 
трансдукции должна быть подобрана индивидуально для 
каждой пары ген-кшРНК. Исследование проведено при 
поддержке гранта РНФ 18-14-00152.

ЖИВАЯ ТРЕХМЕРНАЯ МОДЕЛЬ 
АДРЕНОКОРТИКАЛЬНОГО РАКА ДЛЯ 
ПЕРСОНИФИЦИРОВАННОЙ МЕДИЦИНЫ 
И ТЕСТИРОВАНИЯ НОВЫХ ПРЕПАРАТОВ 
И МЕТОДОВ ТЕРАПИИ

А.Н. Бастрич1, Д.А. Петрова1, Б.Я. Алексеев2, 
А.А. Рослякова1, Д.Г. Бельцевич1, 
П.А. Никифорович1, Н.С. Кузнецов1, 
Е.В. Бондаренко1, С.А. Сергиенко3, 
Г.Д. Ефремов3, Л.С. Урусова1

1  НЦМУ Национальный центр персонализированной 
медицины эндокринных заболеваний, ФГБУ НМИЦ 
эндокринологии Минздрава России, Москва, 
Россия

2  ФГБУ НМИЦ радиологии Минздрава России, 
Москва, Россия

3  НИИ урологии и интервенционной радиологии 
им. Н.А. Лопаткина — филиал ФГБУ НМИЦ 
радиологии Минздрава России, Москва, Россия

e-mail: Bastrich.Asya@endocrincentr.ru

Ключевые слова: раковые органоиды, трехмерная модель 
опухолевой ткани, адренокортикальный рак, злокачествен-
ное новообразование коры надпочечника, органоподобные 
культуры.

Адренокортикальный рак (АКР) представляет со-
бой редкое злокачественное новообразование коры 
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надпочечников, отличающееся, как правило, крайне 
агрессивным течением и неблагоприятным прогнозом. 
Общая, неранжированная по стадиям заболевания, пяти-
летняя выживаемость колеблется от 16 до 38% [1].

Персонифицированная терапия позволяет суще-
ственно повысить эффективность лечения онкоболь-
ных [2]. Трехмерные раковые органоподобные культуры 
(органоиды) можно получать из биопсий или резекций 
опухоли, размножать ин витро и хранить в заморожен-
ном виде с возможностью разморозить живую культуру 
в любое время [3]. Органоиды сохраняют генетическую 
и клеточную гетерогенность исходной опухоли и позво-
ляют определять индивидуальный ответ опухоли на ле-
карственную терапию/метод с наивысшей для ин витро 
моделей предсказательной силой [4]. На сегодняшний 
момент, вероятность получения персонифицированной 
самоподдерживающейся линии органоидов может до-
стигать 95% и зависит от вида рака. Разработаны ме-
тодики получения органоидов рака молочной железы, 
рака яичников, рака легкого, рака кишечника, рака пред-
стательной железы и др. [5], но нет ни одной публикации 
об успешном культивировании органоидов АКР.

Критически важными компонентами системы культи-
вирования раковых органоидов являются: среда культи-
вирования, внеклеточный матрикс для культивирования 
и метод предподготовки образца опухоли перед началом 
культивирования. Образцы АКР были получены в резуль-
тате хирургического удаления опухолей, проведенных 
в НМИЦ эндокринологии. Применение стандартной си-
стемы культивирования, успешно опробованной ранее 
для получения линий органоидов рака прямой кишки, 
не привело к росту органоидов АКР ин витро. В результа-
те анализа опубликованных данных по биологии развития 
и составам сред для первичных культур, был определен 
фактор Х, который критически важен для роста тканей 
здорового надпочечника человека ин виво и ин витро. 
Добавление фактора Х в среду для культивирования ор-
ганоидов привело к росту трехмерных клеточных структур 
АКР, имеющих характерную для органоидов морфоло-
гию, и, впервые в мире, позволило получить самопод-
держивающуюся линию органоидов классического мор-
фологического варианта АКР. Иммуногистохимический 
анализ подтвердил злокачественную природу органоид-
ных структур. Источник финансирования — грант НЦМУ 
075-15-2020-310.
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Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) отличаются 
способностью к самообновлению и к дифференциров-
ке во все типы соматических, а также в половые клетки, 
то есть являются плюрипотентными. В последнее вре-
мя, принято выделять несколько типов плюрипотентных 
стволовых клеток, в зависимости от стадии эмбриоге-
неза, работающих сигнальных путей и факторов роста, 
необходимых для поддержания таких клеток в культуре. 
Наличие такой динамики плюрипотентных состояний 
ставит новые задачи в изучении транскрипционных фак-
торов, необходимых для функционирования ЭСК. Кроме 
того, появляются свидетельства роли некоторых факто-
ров плюрипотентности в определении судьбы клетки — 
её спецификации в том или ином направлении.

В ходе наших исследований, мы показали, что полиЦ-
связывающий белок Pcbp1 необходим для правильного 
перехода из наивного (раннего) плюрипотентного состо-
яния в праймированное (позднее). Этот белок участвует 
в тонкой настройке MAPK-сигнального пути, и препят-
ствует дифференцировке в направлении первичной эн-
тодермы. При нокауте Pcbp1 в ЭСК, в начале указанного 
перехода, помимо активации генов «праймированной» 
плюрипотентности, происходит запуск экспрессии генов 
первичной энтодермы, что приводит к апоптозу и замед-
лению созревания ЭСК.

Также нам удалось выяснить, что экспрессия Nanog 
необходима для корректной спецификации ЭСК в направ-
лении дефинитивной энтодермы. Уровень этого фактора 
падает при переходе в «праймированное» состояние. 
При этом, с началом энтодермальной дифференциров-
ки, экспрессия Nanog ре-активируется, что согласуется 
с данными, полученными при изучении эмбрионально-
го развития мыши. Мы показали, что элиминация этого 
фактора не влияет непосредственно на запуск этой спец-
ификации, т. к. наблюдается активация типичных марке-
ров Sox17 и Foxa2. Однако количество энтодермальных 
клеток в отсутствии Nanog снижается в пять раз.

Нами также получены новые данные о ключевых ами-
нокислотах Oct4, участвующих в опосредовании контак-
та с его партнёром — Sox2. Замены этих аминокислот 
на те, что представлены у его паралогов, привели к тому, 
что этот фактор стал функционировать как индуктор ней-
роэктодермальной спецификации. В настоящий момент 
мы работаем над выявлением роли Oct4 и Sox2 в ме-
зодермальной и эктодермальной дифференцировке, 
соответственно.
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Модель ангиогенеза на Матригеле является самой 
известной и простой 2D моделью in vitro. В ней эндоте-
лиальные клетки (ЭК) формируют капилляро-подобные 
структуры (КПС) только за счет взаимодействия с ро-
стовыми факторами и белками внеклеточного матрикса 
(ВМ), входящими в состав Матригеля.
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Другая 2D модель ангиогенеза — сокультивирование 
ЭК с клетками стабилизаторами — мезенхимными стро-
мальными (МСК) на пластике, предварительно не покры-
том белками ВМ. В данной модели источниками ВМ и ро-
стовых факторов являются МСК. Помимо этого, и сами 
межклеточные взаимодействия ЭК и МСК могут вносить 
вклад в формирование КПС ЭК.

Целью работы было сравнительное изучение профи-
лей экспрессии ряда генов в ЭК, вовлеченных в процесс 
ангиогенеза в разных моделях: ЭК, формирующие КПС 
на Матригеле, ЭК в ко-культуре с МСК, ЭК в конфлюэнт-
ном монослое и делящиеся/мигрирующие ЭК.

Нормировку полученных данных проводили 
к ЭК в конфлюэнтном монослое.

Мы обнаружили, что:
1) Анализ экспрессионного профиля ЭК с помощью 

программы Heatmapper показал, что в ЭК на Матригеле 
по отношению к ЭК в ко-культуре и делящимся/мигри-
рующим ЭК активировались разные кластеры генов. 
Данные различия затрагивают гены межклеточных кон-
тактов, в том числе Notch и эфриновую сигнализацию.

2) В ЭК на модели Матригеля, в кокультуре и деля-
щимися/мигрирующими ЭК апрегулировалось 4 общих 
гена: PLAU, PLAUR, JAG1 and NOTCH2.

3) Гены, ассоциированные с EndMT апрегулирова-
лись как на Матригеле, так и в ко-культуре, причем в ко-
культуре апрегуляция являлась более выраженной.

4) В ко-культуре происходила активная экспрессия 
белков ВМ, причем это происходило и в ЭК и в МСК. 
Более того, экспрессия коллагена1 в ЭК при этом воз-
растала более чем в 77 тысяч раз.

5) На Матригеле повышалась экспрессия эфри-
новых лигандов EFNA3, EFNA5, EFNB2, EFNB3 и ре-
цепторов EPHB4, EPHB6. В делящихся/мигрирующих 
ЭК происходила даунрегуляция генов почти всех ли-
гандов и рецепторов, а увеличение отмечалось только 
для рецептора EPHA2. В ЭК в ко-культуре происходила 
даунрегуляция генов лигандов EFNA1, EFNB1, EFNB2, 
EFNB3 и рецептора EPHB4, а также апрегуляция генов 
рецепторов EPHA2, EPHB1.

6) Даунрегуляция генов CCN1 и CCN2 в ЭК 
на Матригеле говорит об активации сигнального пути 
Hippo, в то время как в делящихся/мигрирующих ЭК дан-
ный путь не активен.

7) В ЭК на Маригеле происходила апрегуляция всех 
лигандов и рецепторов Notch, и активация сигнализа-
ции Notch. В кокультуре происходила апрегуляция JAG1, 
JAG2, NOTCH2 и даунрегуляция DLL1 и DLL2 и подавле-
ние сигнализации.

Мы можем заключить, что 2Д модели ангиогенеза 
in vitro на Матригеле и в ко-культуре отражают различ-
ные стадии ангиогенеза.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РНФ № 21-15-00327.
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Сборка коллагена определяется контактами фибрилл 
с поверхностью фибробласта, и пространственное рас-
положение клетки является обуславливающим в ори-
ентации пучков, что, несомненно, сказывается на осо-
бенностях коллагенового матрикса, получаемого при 
культивировании фибробластов различного происхож-
дения. В данной работе изучалась динамика формирова-
ния коллагена, создаваемого в донной культуре клетками 
жировой ткани, при стимуляции коллагеногенеза бычьей 
сывороткой и аскорбатом. Целью работы было выявить 
возможности фибриллогенеза клетками жировой ткани 
при донном культивировании различной длительности 
в условиях, предпочтительных для фибробластов.

В эксперименте использовались клетки жировых экс-
плантов крыс, культивированные в среде DМЕМ с высо-
кой глюкозой, аскорбатом и 10%-й бычьей сывороткой 
без пересева в течении 4–16 недель. Контрольные чаш-
ки в первую неделю культивирования стимулировались 
фетальной сывороткой и/или содержались без аскор-
бата. Фотодокументирование формирования коллагена 
проводилось при фазовой микроскопии живых культур 
и с окраской по Ван-Гизону или Маллори.

Фибробластоподобная морфология культур мезенхим-
ных стромальных клеток достаточно легко возникает при 
пересевах, и при уплотнении застила такие клетки не уда-
ется снять с помощью трипсина, однако это становится 
возможным благодаря применению коллагеназы. Если 
клетки не пассировались больше двух недель, многие 
из них при такой дезагрегации сохраняли вытянутую фор-
му и сходили с подложки с элементами созданного ими 
матрикса. При старении культуры без пересева до 10–
16 недель наблюдался апоптоз клеток, с сохранением 
визуализировавшихся при фазово-контрастном микро-
скопировании и гистологически окрашивавшихся колла-
геновых волокон. Необходимо отметить, что аскорбат без 
какой-либо иной стимуляции столь значительно усиливал 
коллагеногенез и фибриллогенез, что за 60 дней появля-
лись оформленные волокна длиной 300–500 мкм.

При использовании бычьей сыворотки и стеклянного 
культурального сосуда возможно целевое получение кол-
лагенового матрикса слоистой архитектуры, образован-
ного культурой мезенхимных клеток.
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Облучение мышей в сублетальной дозе радиации при-
водит к повышенному уровню интерлейкина-1 бета (ИЛ-1β) 
в крови, который остается повышенным не только в острую 
фазу после облучения, но и позднее, неопределенно долго. 
Мы также установили, что ИЛ-1β — ростовой фактор для 
стромальных клеток-предшественниц костного мозга. При 
сингенной имплантации костного мозга под капсулу поч-
ки облученных мышей в месте операции образуется очаг 
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эктопического кроветворения повышенной клеточности, 
что указывает на наличие расширенной кроветворной 
территории, образованной индуцированными ИЛ-1β стро-
мальными клетками-предшественницами. Аналогичный 
эффект происходит при использовании необлученного ре-
ципиента, которому под кожу предварительно имплантиро-
вали кости от облученного сингенного донора.

Согласно нашему предположению, повышению ИЛ-1β 
в крови облученных животных предшествует краткосроч-
ное или конститутивное повышение экспрессии в костях 
неизвестного фактора, который попадает в кровь и сти-
мулирует где-то в организме повышенный синтез и се-
крецию ИЛ-1β в периферическую кровь, что и приводит 
к наблюдаемому феномену. Вероятно, это происходит 
за счёт деметилирования промотора ИЛ-1β, поскольку 
эффект наблюдается в течение нескольких месяцев по-
сле облучения. Фактором, индуцирующим повышение 
уровня ИЛ-1β, может являться фактор некроза опухолей 
альфа (ФНОα). ФНОα — один из ключевых регуляторов 
кроветворения и, в частности, врожденного иммунитета. 
Связывание ФНОα с рецепторами на поверхности клеток 
приводит к активации таких сигнальных каскадов, как NF-
kB, JNK и каспазы-8, которые важны для активации вос-
паления, пролиферации и апоптоза, соответственно. ИЛ-
1β, в свою очередь, является одной из мишеней NF-kB.

Для проверки предположения мы исследовали экс-
прессию ФНОα в костях необлученных (n = 3) и облучен-
ных в дозе 5 Гр (n = 3) и 6 Гр (n = 5) мышей линии C57Black 
через 3–5 месяцев после экспозиции. Из бедер и голеней 
выделяли РНК, строили кДНК и проводили ПЦР в режиме 
реального времени на Tnfa (ФНОα). Нормализацию про-
водили по генам домашнего хозяйства Sdha и Rpl13a. 
Показано, что в костях мышей, облученных в дозе 
5 Гр и 6 Гр, через несколько месяцев наблюдается по-
вышенная экспрессия ФНОα в 2,5 ± 0,3 и 2,3 ± 0,3 раз, 
соответственно, по отношению к контролю. Совместно 
с данными других экспериментов, демонстрирующих спо-
собность ФНОα деметилировать CpG в промоторе гена 
Il1b, кодирующего ИЛ-1β, это усиливает гипотезу о том, 
что в наблюдаемом феномене ИЛ-1β является промежу-
точным звеном, которое регулируется ФНОα.

Наши эксперименты подтверждают важную роль ФНОα 
не только для кроветворных клеток, но также и для клеток 
кроветворного микроокружения in vivo, стромальных кле-
ток костного мозга. Исследование выполнено за счет гран-
та Российского научного фонда № 22-25-00459.
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Целью работы явилось проведение морфометриче-
ской оценки серого и белого вещества спинного мозга 
у крыс после травмы спинного мозга (ТСМ) и локальной 
гипотермии (ТСМ+ГТ).

Исследование проведено на 24 самцах крыс поро-
ды Sprague Dawley, весом 160–180 г. Все эксперимен-
ты были выполнены с соблюдением биоэтических норм. 
В условиях операционной, с соблюдением всех правил 
асептики и антисептики животным наносилась конту-
зионная ТСМ на уровне Th8 по А.Р. Аллену (1911) [1]. 
Для нанесения локальной интраоперационной гипо-
термии использовался приготовленный хладагент, ко-
торый на 20 минут помещался в декомпрессионном 
окне ламинэктомированного позвонка на твердую 
мозговую оболочку спинного мозга, как описано ра-
нее [2]. Животных выводили из эксперимента на 1, 3, 
7 и 21 сутки. Криосрезы окрашивали иммуногистохи-
мически с антителами к синаптофизину (в разведении 
1:400, ab32127, RabMAb, США) и миелину (в разведе-
нии 1:100, ab40390, Abcam, США). Проводили анализ 
и сравнение общего объема полостей в сером и белом 
веществе спинного мозга.

В результате контузионной травмы спинного мозга 
в зоне поражения наблюдались множественные кавита-
ции. В группе ТСМ площадь кавитации в сером веще-
стве в 1 сутки после травмы была на 65 % выше, чем 
в группе ТСМ+ГТ. В дальнейшем область кавитации 
в группе ТСМ снижалась. На 21 сутки площадь образо-
ванных полостей была на 40 % выше в группе ТСМ+ГТ, 
чем в группе ТСМ. Иммуногистохимический анализ 
криосрезов показал, что в клетках серого вещества 
передних рогов спинного мозга экспрессия синаптофи-
зина, начиная с 1 суток до 7 суток, была выше в группе 
ТСМ+ГТ по сравнению с группой ТСМ. На 3 сутки коли-
чество миелинобразующих клеток было выше в группе 
ТСМ. Наибольшая концентрация миелинобразующих 
клеток наблюдалась в сером веществе задних рогов 
спинного мозга на 7 сутки в группе ТСМ+ГТ.

Таким образом, мы показали, что интраоперацион-
ная локальная гипотермия способствует сохранению 
нервной ткани серого и белого вещества спинного 
мозга после ТСМ у крыс. Локальная гипотермия по-
зволяет уменьшить степень демиелинизации аксонов 
в передних рогах серого вещества спинного мозга по-
сле ТСМ у крыс, способствует восстановлению синап-
тических контактов между клетками и более раннему 
запуску процессов ремиелинизации. Работа выполнена 
в рамках программы «Стратегическое академическое 
лидерство Казанского федерального университета» 
(ПРИОРИТЕТ-2030).
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Мезенхимные стромальные клетки (МСК) являются 
наиболее часто используемым типом клеток для трехмер-
ной биопечати, в том числе на основе сфероидов. МСК 
обладают широким спектром биологических свойств, раз-
нящихся в зависимости от источника клеток. Сведения 
об особенностях каждой тканеспецифичной популяции 
МСК позволят повысить выживаемость и функциональ-
ность тканевых эквивалентов, полученных методом 3D 
биопечати. Целью данной работы стало сравнение ряда 
параметров, таких как выживаемость, метаболическая ак-
тивность, способность к пролиферации, миграции и диф-
ференцировке, сфероидов из МСК в зависимости от ис-
точника клеток при 3D экструзионной биопечати.

Биочернила для 3D экструзионной биопечати состоя-
ли из двух компонентов — гидрогеля и сфероидов. В состав 
гидрогеля входил желатин, фибрин, модифицированный 
акрилированным полиэтиленгликолем (ПЭГ), и фотоини-
циатор — рибофлавин. Сфероиды формировали в тече-
ние 3 суток из МСК, выделенных из подкожной жировой 
ткани и альвеолярной слизистой оболочки свободной 
десны человека. После биопечати на 3D-экструзионном 
биопринтере BioX CellInk проводили двухэтапную сшивку 
конструктов и культивировали их при стандартных усло-
виях (37оС, 5%СО2) от 3 до 21 суток.

Напечатанные конструкты на основе сфероидов 
из МСК из обоих источников были жизнеспособны и мета-
болически активны, однако темпы пролиферации клеток 
в их составе отличались. Кроме того, сфероиды из МСК 
жировой ткани быстрее мигрировали в гидрогеле, форми-
руя обширные кластеры клеток. Сфероиды из МСК аль-
веолярной слизистой оболочки свободной десны форми-
ровали более длинные, тонкие и разветвленные отростки 
в конструктах. Также в полученных конструктах установле-
ны различия эффективности дифференцировки в остео-
генном, хондрогенном и адипогенном направлениях.

Таким образом, полученные методом 3D биопечати 
конструкты на основе сфероидов из МСК из различных 
источников различаются по физиологическим и морфо-
логическим свойствам. Сфероиды из МСК жировой тка-
ни позволяют быстро заполнить объем напечатанного 
гидрогелевого конструкта, обеспечивая высокую плот-
ность клеток, в то время как сфероиды из МСК альвео-
лярной слизистой оболочки свободной десны эффектив-
нее формируют отростки в конструктах, занимая более 
обширную площадь конструкта.

Работа выполнена при поддержке РНФ (№ 22-75-
10120, сфероиды и биопечать).
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Гладкомышечный α-актин (α-SMA) считается мар-
кером многих заболеваний [1], однако механизмы, ре-
гулирующие его экспрессию, до сих пор остаются не-
известными. Показано, что при раневых повреждениях 
кожи происходит превращение фибробластов в мио-
фибробласты, которое сопровождается перестройкой 
актиновых структур и экспрессией α-SMA, а также 
интенсивным синтезом компонентов внеклеточного 
матрикса (ВКМ) [2]. Связь между матриксом и клетка-
ми обеспечивается трансмембранными белками инте-
гринами, которые способны передавать внеклеточные 
сигналы внутрь клеток путем привлечения к своим 
цитоплазматическим доменам нерецепторных киназ, 
участвующих в дальнейших сигнальных каскадах [3]. 
Целью настоящей работы являлось изучение роли ин-
тегрин-опосредованных сигнальных путей в регуляции 
α-SMA и процесса заживления раневых повреждений 
кожи. Для этого использовали оптимизированную 
in vitro модель раны на монослойной культуре кожных 
фибробластов человека и проводили оценку динамики 
интегринов и ключевых связанных с ними киназ — ки-
назы фокальной адгезии (FAK) и интегрин-связанной 
киназы (ILK) — в процессе заживления имитированной 
раны.

С помощью методов иммунофлуоресценции 
и Вестерн-блоттинга было показано, что после нанесе-
ния имитированной раны в фибробластах происходило 
формирование выраженных стресс-фибрилл с появле-
нием гладкомышечной изоформы актина, которое со-
провождалось накоплением коллагенового матрикса 
во внеклеточном пространстве. В целом, эти данные 
указывают на процесс превращения фибробластов 
в миофибробласты и подтверждают адекватность ис-
пользования настоящей модели. Результаты оценки 
интегринов и связанных с ними киназ показали посте-
пенное повышение уровня интегрина бета-1, а также 
киназы FAK в процессе заживления имитированной 
раны, при этом для ILK, напротив, наблюдалось посте-
пенное снижение по сравнению с контрольными клет-
ками. Ингибирование указанных киназ с помощью ком-
мерческих ингибиторов приводило к снижению уровня 
α-SMA в фибробластах и нарушению процесса зажив-
ления раны, при этом ингибирование ILK имело более 
выраженный эффект. В целом, в ходе работы были 
получены результаты, указывающие на роль интегрин-
опосредованных сигнальных путей в регуляции процес-
са заживления раны.
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В большинстве случаев повреждение хряща ведет 
к образованию волокнистой соединительной ткани, кото-
рая не обладает необходимыми биохимическими и меха-
ническими свойствами [1,2].

Изучение механизмов репаративной регенерации 
у животных, обладающих способностями к восстанов-
лению тканей без развития рубца, поможет раскрыть 
закономерности репаративного гистогенеза. Такие спо-
собности к регенерации описаны у иглистых мышей или 
мышей рода Acomys [3].

Целью данного исследования являлась оценка репа-
ративного хондрогенеза эластического хряща у мышей 
рода Acomys.

Эксперимент проведен на двух группах живот-
ных: самцы мышей Acomys cahirinus (n=12) и линии 
Balb/c (n=12), которым был смоделирован хирургиче-
ский дефект ушной раковины (диаметр дефекта 3 мм / 
полное удаление ушной раковины)

Оценку результатов и забор материала производили 
на 2, 5, 15, 21 сутки и с 1 по 3 месяц после операции. 
Парафиновые срезы окрашивали гематоксилином и эо-
зином, а также орсеином.

К 15 суткам после операции в группе мышей 
Balb/c в краях поврежденного хряща проксимальной 
и дистальной части дефекта выявили репаративный хон-
дрогенез, характеризующиеся накоплением неупорядо-
ченных вновь образованных хондроцитов и отсутствием 
структурированной надхрящницы. Никаких других эле-
ментов репарации, кроме тех которые были выявлены 
на 15 сутках, на других сроках эксперимента не были 
обнаружены.

К 15 суткам у мышей Acomys также наблюдали про-
цессы репаративной регенерации краев раны. К 30 сут-
кам дефект ушной раковины был полностью закрыт. 
На гистологических срезах наблюдали эластический 
хрящ, который заполнял область дефекта, но имел мор-
фологические отличия от хряща неповрежденной ушной 
раковины. Во вновь образованном хряще были видны 
мелкие упорядоченные хондроциты с небольшими лаку-
нами, сформированной надхрящницей и обилием эла-
стического матрикса.

После полного удаления ушной раковины у мышей 
группы Acomys к 3 месяцу наблюдали восстановления 

1/3 утраченных тканей. В контрольной группе отмечали 
только эпителизацию культи ушной раковины.

Таким образом, у мышей Balb/c дефект ушной ра-
ковины не закрывается. У мышей Acomys ткани анало-
гичного дефекта восстанавливаются, причем мы обна-
ружили процессы репаративного хондрогенеза, ведущие 
к полному восстановлению целостности и структуры 
хрящевой ткани. Работа выполнена в рамках Программы 
академического стратегического лидерства Казанского 
Федерального Университета (Приоритет-2030), проект 
поддержан Российской Федерацией в лице Министерства 
Науки и Высшего Образования (№ 075-15-2021-1344).
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Колючие мыши или мыши рода Acomys. являются од-
ними из немногих представителей класса млекопитаю-
щих с повышенной способностью к регенерации, в част-
ности, к восстановлению функциональности тканей без 
развития рубцевания [1]. Кроме того, мыши рода Acomys 
имеют особенности клеточного и тканевого строения 
надпочечника, не присущие грызунам.

Целью данной работы является описание особенно-
стей строения тканей надпочечника акомисов и их де-
тальное сравнение с надпочечниками мышей.

Исследование по изучению особенностей строения 
надпочечника проводили на 2 группах животных: самцы 
мышей Acomys cahirinus (n=4), и самцы мышей линии 
Balb/c (n=4). После обезболивания «Zoletil 100» в рас-
чете 7 мг на 1 кг массы тела хирургическим способом 
извлекали надпочечники для дальнейшего гистологиче-
ского анализа.

При сравнении послойного строения тканей надпочеч-
ников мышей рода Acomys и мышей линии Balb/c были 
выявлены значительные отличия. Группы животных раз-
личаются по характеру зональности коры надпочечни-
ков. У мышей линии Balb/c кора надпочечник содержит 
клубочковую и пучковую зону, однако отсутствует сетча-
тая зона, вместо которой предположительно располага-
ется Х-зона, которая, по данным литературы, является 
аналогом фетальной коры у человека [2, 3, 4]. В отличие 
от лабораторных мышей, кора надпочечников мышей 
рода Acomys содержит сетчатую зону и продуцирует 
как кортизол (у лабораторных мышей и крыс основным 
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глюкокортикоидом является кортикостерон), так и андро-
гены. В этом отношении надпочечники мышей Acomys 
имитируют надпочечники человека.

В виду того, что мыши рода Acomys имеют строение 
тканей надпочечника схожее с человеком, в будущем они 
могут применяться в качестве лучшей модели для изуче-
ния заболеваний надпочечника. Однако для этого необ-
ходимо будет провести дополнительные валидационные 
исследования с использованием методов иммуногисто-
химии и транскриптомного анализа.

Работа выполнена в рамках Программы акаде-
мического стратегического лидерства Казанского 
Федерального Университета (Приоритет-2030), проект 
поддержан Российской Федерацией в лице Министерства 
Науки и Высшего Образования (№ 075-15-2021-1344).
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Георгий Петрович Пинаев (1929–2013), д.б.н., про-
фессор, заслуженный деятель науки (1985), заведующий 
Отделом клеточных культур Института цитологии РАН, 
внес значительный вклад в развитие клеточной биоло-
гии, включая исследование биологии клетки в культуре 
и влияния белков внеклеточного матрикса на функцио-
нальную активность клеток. Особое значение имели ра-
боты, инициированные и поддержанные Г.П. Пинаевым, 
по созданию белковых и синтетических матриц-но-
сителей для 3D культивирования клеток и созданию 
(на их основе) клеточных продуктов для восстановления 
поврежденных тканей человека. Работы Г.П. Пинаева 
основывались на глубоких фундаментальных знаниях, 
умении комплексно решать научные и научно-органи-
зационные задачи, необходимости практического ис-
пользования полученных результатов фундаментальных 
исследований.

Научная карьера Г.П. Пинаева начиналась с био-
химических исследований механизмов биологической 
подвижности, что привело к необходимости использо-
вания в работе культивируемых клеток. Первые навыки 
культуральных работ он получил за рубежом и активно 
внедрял полученные знания в нашей стране. В это вре-
мя в стране отсутствовали коллекция клеточных культур 
и вся инфраструктура, обеспечивающая эту область де-
ятельности: необходимые сыворотки и культуральные 
среды, лабораторная посуда и оборудование. Вопросы 

о необходимости организации коллекции и инфраструк-
туры были поставлены Г.П. Пинаевым перед Отделением 
физико-химических наук АН СССР. В результате, 
в 1978 году, был организован Междуведомственный 
научно-технический совет по проблемам молекулярной 
биологии и молекулярной генетики при Госкомитете 
Совета Министров СССР по науке и технике (под руко-
водством академика Ю.А. Овчинникова) и сформирова-
на Комиссия по клеточным культурам под руководством 
Г.П. Пинаева. Было принято решение о необходимости 
создания Всесоюзной коллекции клеточных культур. 
Для осуществления взаимодействия специалистов была 
создана Межрегиональная общественная научная ор-
ганизация «Ассоциация специалистов по клеточным 
культурам». Г.П. Пинаев был бессменным президентом 
Ассоциации.

В задачу Комиссии входило также задание по соз-
данию в стране отечественной инфраструктуры, вклю-
чающей разработку питательных сред, производство 
эмбриональной сыворотки крупного рогатого скота, про-
изводство пластиковой посуды и специализированного 
оборудования.

Клеточная биология и биотехнология стали ос-
новными направлениями исследований, проводимых 
в Отделе клеточных культур ИНЦ РАН под руковод-
ством Г.П. Пинаева. В 1991 г. по Гособоронзаказу ГВМУ 
МО СССР была начата разработка первого в стране 
биомедицинского клеточного продукта для заживления 
критических и сверхкритических ожогов — был создан 
«Эквивалент дермальный, ЭД», разрешенный к приме-
нению в клиниках в 2006–2011 гг. В настоящее время 
в ИНЦ РАН активно продолжаются работы по созданию 
клеточных продуктов для регенеративной медицины.

ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ, ОТВЕТСТВЕННЫХ 
ЗА ЭПИГЕНЕТИЧЕСКУЮ РЕГУЛЯЦИЮ, В МСК 
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КИСЛОРОДА
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Понимание фундаментальных процессов, лежащих 
в основе регуляции функций мультипотентных мезен-
химных стромальных клеток (МСК), является ключом 
к их успешному клиническому применению, которое 
включает предварительную подготовку клеточного мате-
риала с целью получения продукта с оптимальными для 
конкретных терапевтических целей свойствами. Хорошо 
известен факт существования клеток в тканевой нише 
при парциальном давлении О2, значительно более низ-
ком, чем атмосферное, что значительно модифицирует 
свойства клеток. В основе регуляции клеточного ответа 
на любое воздействие лежат разнообразные эпигенети-
ческие механизмы. И наша задача состояла в том, чтобы 
провести скрининг изменения экспрессии генов, уча-
ствующих в эпигенетической регуляции, в ответ на раз-
личный уровень оксигенации.

МСК человека культивировали в течение 72 ч при 
1%, 3%, 5% и 20% О2. Из образцов клеток получали 
тотальную РНК, амплифицировали с помощью набора 
Illumina TotalPrep RNA Amplification Kit (Ambion, США) 
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и проводили гибридизацию на микрочипах Human-Ref-12 
(Illumina, США). Данные анализировали с помощью про-
граммного обеспечения GenomeStudio (Gene Expression 
Module v1.5.4, Illumina). Для оценки экспрессии генов, 
участвующих в эпигенетической регуляции, использова-
ли базу данных www.epifactors.autosome.org.

Наибольший эффект гипоксического культивиро-
вания наблюдался при 3% О2: из 34686 генов изменя-
лась экспрессия 4707 генов, при 1% — 3423 генов, при 
5% — 2971 генов. Наиболее количество генов, участву-
ющих в эпигенетической регуляции функций клетки, из-
меняло транскрипционную активность также при 3% 
О2 — 180 генов; при 1% — 101 ген; при 5% — 79 генов. 
Наибольшую долю среди них составляли гены, мишеня-
ми которых являются гистоны. В меньшем количестве 
были представлены гены, взаимодействующие с хрома-
тином/ДНК. Самую малую группу составляли гены, воз-
действующие на РНК.

В условиях 3% О2 по сравнению с нормоксией снижа-
лась представленность генов, участвующих в регуляции 
гистонов, и увеличивалась — для генов, регулирующих 
хроматин/ДНК, а также РНК. Культивирование при 1% 
и 5% О2 наоборот снижало по сравнению с 20% О2 пред-
ставленность генов, регулирующих РНК; для генов, регу-
лирующих хроматин/ДНК — представленность снижа-
лась (при 1% О2) либо не изменялась (при 5% О2); для 
генов, регулирующих гистоны — повышалась (при 1% О2) 
или не изменялась (при 5% О2).

Таким образом, при 3% О2 МСК отвечают измене-
нием экспрессии большего количества генов по срав-
нению с 1% и 5% О2, при этом задействовано больше 
генов, участвующих в эпигенетической регуляции. 
Представленность генов, воздействующих на различ-
ные мишени в эпигенетическом ответе МСК на разный 
уровень гипоксии, может отличаться в зависимости 
от уровня О2.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ 
№ 22-25-00749
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Клеточная терапия на основе индуцированных плюри-
потентных стволовых клеток (ИПСК) в настоящее время 
проходит стадию клинической апробации. Использование 
пациент-специфических ИПСК теоретически может 
обеспечить персонализированную терапию благодаря 
их главному преимуществу — иммунотолерантности. 

Однако некоторые группы исследователей сообщают, 
что аберрантная экспрессия генов, сопровождаемая из-
менениями протеома и образованием неоантигенов, мо-
жет приводить к распознаванию производных ИПСК ау-
тологичными Т-клетками [1,2]. Между тем, возможность 
активации NK-клеток ранее не рассматривалась.

Наше исследование посвящено изучению NK-
клеточного ответа при сокультивировании с различ-
ными производными ИПСК. Используя изогенную кле-
точную модель, состоящую из исходных фибробластов 
и фибробластоподобных производных (iPS-fibro), мы по-
казали, что клетки, дифференцированные из ИПСК, 
вызывают высокий уровень дегрануляции и цитоток-
сичности NK-клеток. В то же время производные ИПСК 
с нокаутом гена B2M, лишенные молекул HLA-I, не вы-
зывали дополнительного увеличения активации NK-
клеток. С помощью транскриптомного анализа мы вы-
явили значительный дисбаланс NK-клеточных лигандов 
в iPS-fibro. По сравнению с исходными соматическими 
клетками в производных ИПСК повышена экспрессия 
лигандов к семейству активирующих рецепторов DNAM-
1 и NKG2D и снижена экспрессия молекул HLA-I, основ-
ных ингибирующих лигандов NK-клеточных рецепторов. 
Причиной недостатка ингибирующих сигналов в iPS-fibro 
может быть недостаточная зрелость клеток, диффе-
ренцированных из ИПСК. Длительное культивирование 
и пассирование iPS-fibro или предварительная обработ-
ка клеток IFNγ повышает экспрессию HLA I класса, что 
возвращает баланс лигандов в равновесное состояние 
и снижает дегрануляцию и цитотоксичность NK-клеток. 
В этой связи неполная иммунологическая толерантность 
к аутологичным клеткам, полученным из ИПСК, должна 
приниматься во внимание при использовании клеточных 
продуктов, дифференцированного из ИПСК, в целях ре-
генеративной медицины. Работа поддержана грантами 
РФФИ #20-315-90041 и #19-29-04113-мк.
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Гиалиновый хрящ обладает ограниченными регене-
ративными способностями [1]. Применение клеточно-
инженерных конструкций (КИК) с модифицированными 
клетками является одним из перспективных методов 
его восстановления [2]. Ключевой этап разработки 
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подобной технологии состоит в выборе метода модифи-
кации клеточной культуры [3]. В работе проведено срав-
нение эффективности применения принципиально раз-
личных невирусных методов модификации первичной 
культуры мезенхимных стромальных клеток (МСК) кры-
сы по их влиянию на дифференцировку МСК в хондро-
генном направлении.

В качестве агентов для модификации МСК исполь-
зовали: рекомбинантный белок TGF-β3, фотобиости-
муляцию низкоинтенсивным лазерным излучением 
632,8 нм, а также экспрессионную плазмиду с геном 
tgfβ3. Трансфекцию проводили при помощи препарата 
Lipofectamin3000. При помощи проточной цитометрии 
на приборе BD FACS Aria III определяли: эффективность 
трансфекции и % жизнеспособных клеток, из чего дела-
ли вывод о цитотоксичности различных методов. Анализ 
эффективности модификации клеточной культуры про-
водили: по изменению экспрессии генов, ассоцииро-
ванных с дифференцировкой в хондрогенном направле-
нии — sox9, tgfβ3, acan, col2a1.

Эффективность трансфекции МСК плазмидой была 
<5%, а цитотоксичность высокой >75%. Не наблюдали 
цитостатического при использовании фотобиостимуля-
ции или добавлении к культуре рекомбинантного белка. 
При этом, модификация этими методами оказывала вы-
раженное действие на хондрогенную дифференцировку 
МСК, значительно увеличивая экспрессию основных ге-
нов хондрогенеза (col2a1>60х, sox9>80x, tgfβ3>1000x).

Таким образом, использование белка TGF-β3 или фо-
тобиостимуляции являются наиболее перспективными 
методами для модификации МСК при клеточной инжене-
рии гиалинового хряща ввиду своей эффективности и от-
сутствия цитотоксичности.
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Высокий уровень экспрессии урокиназы и ее рецеп-
тора (uPAR) связан c опухолевой прогрессией и риском 
развития метастаз, что позволяет рассматривать уро-
киназную систему как перспективную мишень для по-
давления роста опухоли [1]. Клетки опухоли способны 
изменять свое микроокружение за счёт образования 
внеклеточных везикул, содержащих сигнальные белки, 
микроРНК и транскрипционные факторы, вызывающие 
ее химиорезистентность и метастазирование. Высокие 
уровни экспрессии белков урокиназной системы 

в экзосомах опухолевых клеток позволяют предполагать 
их роль в перерождении окружающей стромы и актива-
ции метастазирования, опосредованной внеклеточными 
везикулами [2].

В работе изучали влияние везикул опухолевых клеток 
на изменение транскрипционной активности фибробла-
стов. Собирали везикулы с клеток мышиной нейробла-
стомы Neuro 2A дикого типа (N2A WT) и N2A с подавлен-
ной экспрессией uPAR (N2A-Plaur-/-), сокультивировали 
с фибробластами 48 часов, после чего проводили оцен-
ку уровня экспрессии мРНК маркеров активированной 
стромы (MMP2, MMP9, IL6, MCP1, mTOR, p53).

Было обнаружено, что добавление везикул от N2A 
WT достоверно повышает экспрессию мРНК mTOR, 
MMP2 и p53 в мышиных фибробластах по сравнению 
с контрольной средой (р<0,05), тогда как сокультиви-
рование с везикулами от N2A-Plaur-/- такого эффекта 
не вызывает. В тоже время везикулы от N2A-Plaur-/-
подавляли экспрессию MMP9 по сравнению с кон-
трольной средой (р<0,05), везикулы же дикого типа 
не оказывали такого влияния. Оба типа везикул по-
вышали экспрессию генов IL6 и MCP1 и достоверно 
не отличались.

Таким образом, можно предположить, что нокаут гена 
Plaur приводит к изменению состава везикул, что влияет 
на транскрипционную программу фибробластов и пони-
жает проопухолевое действие везикул. Это открытие при-
влекает внимание к дальнейшему изучению механизмов 
участия урокиназной системы в перепрограммирова-
нии клеток стромы опухоли. Работа выполнена за счет 
средств гранта РФФИ No 20-015-00186\20.
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Целью создания полезной модели является моде-
лирование стандартизированного термического ожо-
га необходимой глубины с заранее заданной площа-
дью, с точным ее вычислением, а также возможностью 
дозирования повреждающего фактора по времени 
и по температуре.

Эта цель достигается тем, что корпус выполнен в виде 
цилиндрической емкости, заполняемой водой, плоское 
дно которой выполняет функции контактного ожогово-
го элемента, а нагреватель выполнен в виде трубчатого 
электронагревательного элемента, причем корпус вы-
полнен из термостойкого светопрозрачного материа-
ла, корпус снабжен рукояткой. Контроль за температу-
рой осуществляется при помощи термометра, а время 
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воздействия-секундомером. Для фиксации лаборатор-
ного животного имеется приспособление. Устройство ис-
пользуют следующим образом:

Наркоз животному проводят при помощи рометара 
и золетила. С участка кожи, на котором будет проведе-
но моделирование ожога, полностью удаляют шерсть. 
Лабораторное животное фиксируют за лапы при помощи 
ленточных фиксаторов.

Корпус заполняют водой, размещают в нагреватель 
и нагревают до заданной температуры. Контроль за тем-
пературой осуществляют термометром, время воздей-
ствия фиксируют секундомером. Температура 96° со-
храняется в течение 1 мин.

Экспериментальным путем была выявлена зависи-
мость степени ожога от времени действия температурно-
го фактора [1].

Площадь ожога выражается в процентах ко всей по-
верхности тела. Для расчета площади поверхности тела 
у белых крыс Lee (1929) предложил модификацию фор-
мулы Мее-Рубнера [2].:

S = K·W
Где S — поверхность тела в квадратных сантиметрах,
К — коэффициент, равный 12,54,
W — вес животного в граммах.
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Высокая биологическая совместимость фторполи-
меров определяет их широкое применение в качестве 
имплантатов в реконструктивно-восстановительной 
хирургии. В настоящие время на основе фторполиме-
ров изготавливают искусственные кровеносные сосу-
ды; желчные протоки; искусственные клапаны сердца; 
имплантаты для пластической хирургии; мембраны для 
стоматологии; имплантаты для травматологии и ортопе-
дии [1]. Особое место среди фторполимеров занимают 
материалы, обладающие сегнето- и пьезоэлектрически-
ми свойствами в силу перспектив создания на их осно-
ве «умных» имплантатов способных стимулировать про-
цессы регенерации поврежденных тканей, посредством 

собственной электрической активности без использова-
ния батарей или электродов.

В работе представлены результаты исследований 
по изучению возможности использования отечествен-
ного электроактивного полимерного материала — сопо-
лимера винилиденфторида с тетрафторэтиленом (ВДФ-
ТеФЭ) в качестве биологически активного полимера 
для изготовления мембран для регенерации слизистых 
оболочек ротовой полости, мембран для заживления 
гнойных ран, 3D имплантатов для восстановления твер-
дых тканей в области головы и шеи, интрамедулляр-
ных имплантатов для лечения врожденных патологий 
опорно-двигательного аппарата у детей и разработки 
искусственных сосудов. В сравнительном аспекте пред-
ставлены результаты исследований физико-химических 
и медико-биологических свойств сегнетоэлектрических 
полимерных мембран, сформированных методами элек-
тро- и аэродинамического формования. Дана оценка фи-
зико-химических свойств и клинической эффективности 
сегнето- и параэлектрических полупроницаемых фторпо-
лимерных мембран. Представлены результаты по моди-
фицированию поверхности фторполимерных ВДФ-ТеФЭ 
мембран для увеличения биосовместимости.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 20-03-00171.
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Мультипотентные мезенхимные стромальные клет-
ки (МСК) представляют собой важнейшую популяцию 
постнатальных стволовых клеток, характеризующуюся 
потенцией к дифференцировке в клетки костной, хряще-
вой и жировой тканей. Известно, что и старение, и са-
харный диабет связаны с дисфункцией жировой ткани, 
способствуя развитию инсулиновой резистентности [1]. 
Известно также о схожих функциональных изменениях 
в МСК из жировой ткани при ожирении и метаболическом 
синдроме (МетС) [2, 3], и о накоплении сенесцентных кле-
ток при развитии ожирения. Кроме того, на модели сви-
ньи было показано, что при МетС в МСК наблюдаются из-
менения в экспрессии мРНК компонентов инсулиновой 
сигнализации [4]. При развитии инсулинорезистентности 
происходит снижение или полное подавление инсулин-за-
висимой активации PI3K/Akt-зависимой сигнализации 
и часто происходит подавление MAPK/Erk1/2 сигналь-
ного каскада. В данной работе мы решили проверить, 
изменяется ли кальциевая сигнализация, активируемая 
инсулиновым рецептором при развитии инсулинорези-
стентности. Используя метод прижизненной флуорес-
центной микроскопии с кальциевым биосенсором Fluo-8, 
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мы провели серию экспериментов по определению осо-
бенностей инсулиновой сигнализации в МСК из жиро-
вой ткани у инсулинорезистентных, пожилых и здоровых 
доноров. Мы выявили, что МСК из жировой ткани инсу-
линорезистентных и сенесцентных доноров отвечает 
на инсулин кальциевыми осцилляциями; клетки раннего 
пассажа здорового донора отвечали низкоамплитудным, 
но продолжительным по времени приростом внутрикле-
точного уровня кальция. Ответы у пожилых и инсулиноре-
зистентных доноров были существенно более выражены. 
Ингибиторный анализ с использованием ингибитора 
фосфолипазы C (PLC) показал, что инсулиновая сигнали-
зация в МСК инсулинорезистентных и пожилых доноров 
протекает по PLC-независимому механизму, в отличие 
от клеток молодого донора на ранних пассажах. Наши 
эксперименты показали, что при развитии инсулиноре-
зистентности наблюдается усиление инсулин-зависимой 
кальциевой сигнализации.
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Лимб представляет собой переходную зону рого-
вицы глаза и считается местом, где находятся лим-
бальные стволовые клетки [1]. Мезенхимальные ство-
ловые клетки (МСК) лимба расположены в «нише» 
и питают лимбальные эпителиальные стволовые клетки 
(ЛЭСК [2]). Нередко возникает дефицит ЛЭСК из-за хи-
мических и термических ожогов, физического повреж-
дения роговицы, а также при врожденных заболева-
ниях [3]. В связи с этим считается, что возникновение 
лимбальной недостаточности связано или с функцио-
нальной несостоятельностью ЛЭСК, или с нарушени-
ем функциональной активности МСК лимба. Поэтому 
большой интерес представляет собой изучение взаи-
мовлияния МСК лимба с ЛЭСК.

В связи с этим целью нашей работы являлось изуче-
ние влияния кондиционной среды от ЛЭСК на функцио-
нальную активность МСК лимба человека.

МСК и ЛЭСК получали из области лимба энуклеи-
рованных по плановым медицинским показаниям глаз. 
МСК культивировали в среде DMEM/F12 c добавлением 
10 % FСS. ЛЭСК культивировали на амниотической мем-
бране в стандартных условиях в среде CECBM (Corneal 
Epithelial Cell Basal Medium) без FСS. Интенсивность 
пролиферации МСК лимба оценивали в МТТ тесте под 
влиянием кондиционной среды. Миграционная актив-
ность МСК лимба была исследована в тесте закрытия 
раны с помощью микроскопа Axio Observer. Продукцию 
ФНО-α, BDNF, SDF-1a, виментина, общего коллагена, фи-
бронектина, ICAM-1, IGF определяли методом ИФА в со-
ответствии с рекомендациями производителя.

Показано, что кондиционная среда от ЛЭСК статисти-
чески значимо снижает пролиферативную активность 
МСК на 38% по сравнению с контролем. В тесте по оцен-
ке миграционной активности МСК лимба установлено, 
что под влиянием кондиционной среды от ЛЭСК мигра-
ции клеток не наблюдается на всем протяжении экспери-
мента (48 ч), закрытие раны не происходит. В кондицион-
ной среде ЛЭСК обнаружена повышенная концентрация 
VEGF, TNF-α, пониженная концентрация BDNF, вименти-
на, фибронектина.

Полученные данные вносят вклад в понимание взаи-
модействия клеток в нише лимба, необходимого для под-
держания клеточного гомеостаза в лимбе роговицы.
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На сегодняшний день отсутствуют эффективные 
универсальные противовирусные препараты для лече-
ния вирусных заболеваний передней поверхности глаза. 
Известно, что интерферон-λ (ИНФ-λ) играет важную роль 
во врожденной противовирусной, противогрибковой за-
щите слизистых [1]. В исследованиях продемонстри-
ровано, что ИНФ- λ регулирует функциональную актив-
ность нейтрофилов для снижения воспаления роговицы, 
вызванного вирусом простого герпеса. Также при на не-
сении ИНФ-λ на роговицу наблюдается подавление ин-
фильтрации иммунными клетками роговицы, что значи-
тельно снижает воспаление [2]. Модификация белковых 
молекул нативных препаратов позволяет значительно 
улучшить их фармакодинамические свойства. Поэтому 
представляется актуальным создание противовирусных 
препаратов для офтальмологии на основе пегилирован-
ного интерферона-λ1 (ПЭГ ИФН-λ1).
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В связи с этим целью работы было оценить цито-
токсическое влияние рекомбинантного человеческого 
ИФН-λ1 и его пегилированной формы, на клетки конъюн-
ктивы человека.

ИНФ-λ-1 использовали в концентрациях 37 мкг/
мл, 370 мкг/мл и ПЭГ ИНФ- λ-1, полученного методом 
электронно-лучевой иммобилизации, в концентрациях 
42 мкг/мл, 420 мкг/мл. Оба препарата произведены 
в АО «СЦФБ» (Россия). Степень чистоты препаратов> 
97%. Для культивирования использовали культуру кле-
ток нормальной конъюнктивы человека Chang conjunctiva 
clone 1-5c-4. Цитотоксическое действие препаратов 
оценивали в МТТ-тесте. Пролиферативную активность 
клеток изучали на клеточном анализаторе xCELLigence 
System (Roche Applies Science, США).

По результатам МТТ-теста жизнеспособность кле-
ток конъюнктивы под влиянием ИНФ-λ-1 в концентра-
ции 37 мкг/мл и ПЭГ ИНФ- λ в концентрации 42 мкг/
мл была сопоставимой и составила 92%, 90%, соот-
ветственно. Десятикратное увеличение концентрации 
ИФН-λ1 и ПЭГ ИФН-λ1 снижало жизнеспособность 
клеток на 15–20%. Также пролиферативная активность 
клеток конъюнктивы после добавления ИНФ-λ1 и ПЭГ 
ИНФ-λ была сопоставима с пролиферативной активно-
стью клеток в контроле в течение 48 часов наблюдения 
в режиме реального времени.

Таким образом, препараты ИНФ-λ-1 и ПЭГ 
ИНФ-λ-1 не обладают выраженной цитотоксичностью 
на клетки конъюнктивы человека и могут считаться без-
опасными в качестве активных фармацевтических суб-
станций для разработки лекарственных препаратов в ле-
чении вирусных поражений конъюнктивы.
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Острые и хронические воспаления гортани; травмы 
различной этиологии, в том числе ятрогенные; ожоги — 
все это, в итоге, становится причиной формирования руб-
цов, которые приводят к нарушению нормального смыка-
ния голосовых складок и стенозу гортани. В результате 
возникает стойкое нарушение голосовой и дыхательной 
функций [1]. К сожалению, существующее многообразие 
методик по реабилитации голосовой функции не приво-
дит к полному ее восстановлению и регрессу нарушений 
в структуре голосовых складок [2].

Целью данной работы является обзор литературных 
данных для изучения возможностей стволовых клеток 
в восстановлении структуры и функций голосовых скла-
док при их повреждении.

Были проанализированы статьи за период 
с 2010 по 2021. Для поиска использовалась база данных 

Medline (Pubmed). Статьи представляли собой преимуще-
ственно доклинические исследования на животных.

Рубцовая ткань представляет собой хаотично рас-
положенные пучки коллагеновых волокон. В результате 
пространственной дезорганизации экстрацеллюлярного 
матрикса собственной пластинки слизистой оболочки 
и дисбаланса белков, голосовая складка, представлен-
ная такой тканью, не может выполнять свои функции. 
Стволовые клетки способны увеличивать регенера-
цию голосовых складок, приводя к образованию ткани, 
по морфологическим и биомеханическим свойствам 
приближающейся к строению нативной [3]. Стволовые 
клетки ингибируют профибротические эффекты фибро-
бластов, усиливают экспрессию фактора роста фибро-
бластов, фактора роста гепатоцитов, нормализуют экс-
прессию генов проколлагена, TGF β1, ИЛ-1β, ИЛ-17β 
и фактора некроза опухоли, оказывая тем самым анти-
фибротическое действие и моделируя воспалительную 
реакцию, чем усиливают регенерацию голосовых скла-
док и улучшают их вибрационные свойства [4].

Клеточная терапия демонстрирует перспективу в ре-
парации структуры и функций голосового отдела горта-
ни. Стволовые клетки эффективно восстанавливают по-
врежденные голосовые складки, приближая их строение 
к нативным структурам.
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Кальцификация сердечно-сосудистой системы 
может происходить в результате осложнений раз-
личных заболеваний или являться самостоятельной 
патологией. Значительную часть этой патологии зани-
мает кальцинирующая болезнь аортального клапана 
(КБАК). Заболевание смертельно и единственным вари-
антом лечения является хирургическая замена клапана.

Основой развития КБАК является остеогенная диф-
ференцировка интерстициальных клеток клапана (ИКК). 
В предыдущих исследованиях показана роль сигнально-
го пути Notch как в развитии КБАК, так и в остеогенной 
дифференцировке ИКК. Таким образом использование 
ингибиторов передачи сигналов Notch в ИКК может рас-
сматриваться как перспективный подход для лечения 
КБАК.

Цель данной работы — тестирование ингибиторов 
сигнального пути Notch для подавления остеогенной 
дифференцировки первичный культур ИКК, полученных 
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от пациентов с КБАК. Выделенные ИКК из операцион-
ного материала с КБАК были стимулированы в сторону 
остеогенной дифференцировки с добавлением выбран-
ных ингибиторов Notch: CB-103 или кренигацестата, 
и без них. Степень дифференцировки исследовали с по-
мощью ПЦР в реальном времени, анализировали уро-
вень экспрессии маркеров остеодифференцировки. 
А также измеряя уровень кальцификации с помощью 
окрашивания Ализариновым красным. Цитотоксичность 
изучали с помощью МТТ-теста. Для понимания молеку-
лярных механизмов при использовании ингибиторов 
остеогенной дифференцировки проводили протеомный 
анализ с помощью скорострельной протеомики с ионной 
подвижностью на платформе TimsToF Pro.

Кренигацестат в концентрациях 50–100 нМ пол-
ностью подавляет остеогенную дифференцировку 
и не оказывает очевидного цитотоксического действия. 
Ингибитор CB-103 не оказывает значимого ингибирую-
щего воздействия на остеодифференцировку.

При помощи протеомного анализа были найдены по-
тенциальные мишени кренигацестата. Нами было выяв-
лено изменение экспрессии белков, ассоциированных 
с развитием скелета, например, фибриллина 1, и белков, 
ассоциированных с сердечно-сосудистыми заболевани-
ями, например, LMOD1. Однако функция большинства 
из обнаруженных белков не была описана в контексте 
КБАК ранее, что свидетельствует о недостаточном по-
нимании механизма действия кренигацестата и фунда-
ментальных механизмов остеогенной дифференцировки 
ИКК.

Другими исследователями кренигацестат был изучен 
в контексте лечения опухолевых клеток in vitro, в кон-
центрациях схожих с нашими от 100нМ до 10мкМ [1]. 
И был проверен в клинических испытаниях в перораль-
ной форме с дозировками 25, 50 и 75 мг с оптимальной 
пероральной дозировкой 50 мг и максимальной дозой 
100 мг [2]. Он обладает контролируемым токсическим 
действием без опасных побочных эффектов.

Таким образом, кренигацестат эффективно пода-
вляет остеогенную дифференцировку ИКК, мы знаем 
эффективную дозировку кренигацестата для ингибиро-
вания остеогенной дифференциации ИКК in vitro и ин-
тервал дозирования, который безопасен для людей при 
пероральной или внутривенном введении. Мы пред-
полагаем, что кренигацестат будет эффективен в кли-
нических испытаниях против кальцификации сосудов, 
но все же считаем, что необходимы дополнительные экс-
перименты с тканями (кальцинированный аортальный 
клапан) и моделями животных. Исследование выпол-
нено при финансовой поддержке Министерства Науки 
и Высшего Образования Российской Федерации (номер 
соглашения 075-15-2020-901).
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Актуальность: при местных лучевых поражениях 
(МЛП) большой площади не всегда удается получить 
трансплантаты кожи для укрытия в нужном объеме. 
Одним из перспективных методов лечения МЛП явля-
ется применение децеллюляризованной амниотической 
мембраны человека (АМ), служащей альтернативным 
источником укрывного материала для лечения различ-
ных повреждений организма [1–2].

Цель: изучить эффективность комбинированной те-
рапии МЛП с применением АМ и лиофилизата кондицио-
нированной среды мезенхимальных стромальных клеток 
плаценты человека (КС).

Материалы и методы: 28 лабораторных животных 
(крысы Wistar, самцы с массой 230,0 ± 20,0 граммов). 
Животные были рандомизированы случайным образом 
и разделены на 4 группы (n=7) в зависимости от вида 
проводимой на 21 сутки терапии после моделирования 
МЛП:

К — контроль без терапии;
А — фиксация АМ узловыми швами к краям язвенной 

поверхности;
ЛП — интрадермальное введение КС вокруг зоны 

поражения;
А+ЛП — интрадермальное введение КС и последую-

щая фиксация АМ к краям язвенной поверхности МЛП.
Каждое животное наблюдали 1 раз в неделю 

до 112 суток, измеряли зону поражения МЛП кожи, рас-
считывали площадь язвенной поверхности. На 112 день 
эксперимента от животных получали биоптат с МЛП для 
проведения гистологического исследования. В каче-
стве статистического метода использовали U-критерий 
Манна-Уитни.

Результаты: на 112 день эксперимента регистри-
ровали наименьшую площадь МЛП в группе А+ЛП — 
0,08 ± 0,08 см2. В группах А, ЛП и К площадь МЛП 
составила 0,12 ± 0,08, 0,58 ± 0,23 и 2,15 ± 0,57 см2, 
соответственно. Статистически значимые различия от-
мечали в группе К по сравнению с другими группами 
(p≤0,05).

Полное заживление МЛП отмечали у 80% животных 
в группе А+ЛП, в группах А, ЛП и К у 67%, 25% и 0% 
животных.

Таким образом, по клинической картине заживле-
ния была выявлена лидирующая группа — А+ЛП. При 
патогистологической оценке в группе А+ЛП отмечали 
дефект кожи с грануляционной тканью и участками фи-
броза, либо заживший дефект с толщиной эпителиаль-
ного пласта 5–10 клеток. Дерма фиброзирована с еди-
ничными волосяными фолликулами. Подкожная мышца 
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и подкожно-жировая клетчатка обычного гистологиче-
ского строения без воспалений.

Заключение: Предложенная комбинированная тера-
пия в группе А+ЛП показала свою эффективность при 
заживлении МЛП тяжелой степени. Изолированное ис-
пользование АМ также показало свою эффективность — 
применение способствовало заживлению тканей и со-
кращению площади язвенной поверхности.
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Цель исследования — оценить стерильность, токсич-
ность и целостность ткани трансплантатов аллогенных 
сухожилий при использовании разных режимов обра-
ботки в среде сверхкритического диоксида углерода 
(СК СО2).

В работе исследовали 42 образца сухожилий m. tibialis 
anterior длинной 5 см, полученных от тканевых доноров. 
Образцы трансплантатов обрабатывали 10% диметил-
сульфоксидом 30 минут, помещали в криопробирки объ-
емом 5 мл с перфорированной винтовой крышкой и упа-
ковывали в комбинированный плоский пакет для газовой 
стерилизации с индикатором. В зависимости от режима 
стерилизации, образцы разделили на несколько групп: 
1 и 4 группы — 6 часов, 100 атм., 2 и 5 группы — 10 ча-
сов, 100 атм., 3 и 6 группы — 72 часа, 75 атм. В группах 
1–3 проводился медленный сброс давления СО2 (деком-
прессия), в 4–6 группах — быстрый. В качестве контроля 
использовали 6 образцов нативных сухожилий. После 
стерилизации трансплантаты 1–6 групп хранили при 
температуре –80оС в течение 14 суток, затем размора-
живали при +4оС. Стерильность сухожилий оценивали 
по стандартной методике с использованием тиогликоле-
вой среды и бульона Сабуро. Гистологические препараты 
сухожилий окрашивали гематоксилин-эозином, также 
оценивали интенсивность автофлуоресценции коллаге-
новых волокон. Исследование токсичности проводили 
в культуре мультипотентных мезенхимальных стромаль-
ных клеток костного мозга человека.

После вскрытия реакторов для стерилизации в сре-
де СК СО2 у групп образцов с режимом быстрой деком-
прессии выявлены разрывы и намокание упаковочного 
пакета, у большинства криопробирок сорваны крышки, 
сухожилия находились на бумажной подложке пакета. 
В группах с медленной декомпрессией целостность па-
кетов, пробирок и ткани визуально была не нарушена. 

На всех образцах сработал индикатор газовой стери-
лизации. При бактериологическом посеве трансплан-
таты из групп с медленной декомпрессией были сте-
рильными, с быстрой декомпрессией — нестерильными. 
Коллагеновые волокна сухожилий 1–3 групп сохраняли 
свою целостность и топографию, были параллельно ори-
ентированы и содержали незначительные локальные 
разрывы, интенсивность их автофлуоресценции соответ-
ствовала норме. В сухожилиях 4–6 групп отмечали выра-
женную отечность, наличие декондесированных волокон 
с распадом на отдельные фибриллы, обширные разры-
вы, интенсивность автофлуоресценции коллагена была 
снижена в 2,1–3,5 раза. Исследование in vitro показало, 
что все исследуемые типы трансплантатов не оказывали 
токсического действия на клетки.

Таким образом, режимы стерилизации сухожилий 
в среде СК СО2 с медленной декомпрессией обеспечи-
вают стерильность трансплантатов и позволяют эффек-
тивно сохранить архитектонику ткани.

ИММУНОСУПРЕССИВНАЯ АКТИВНОСТЬ 
ИНДУЦИРОВАННЫХ МИКРОВЕЗИКУЛ
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Ключевые слова: естественные везикулы, индуцированные 
микровезикулы, мезенхимные стволовые клетки, цитохала-
зин В.

Клеточная терапия на основе мезенхимных стволо-
вых клеток (МСК) сопряжена с определенными рисками. 
Однако, везикулы, высвобождаемые МСК, сохраняют те-
рапевтический потенциал родительских клеток. При этом 
они не несут риска онкотрансформации и являются без-
опасным терапевтическим инструментом. Главное пре-
пятствие для внедрения везикул в клиническую практи-
ку — это их ограниченный выход. Метод, разработанный 
Pick et al., позволяет получить индуцированные микро-
везикулы (МВ) с помощью цитохалазина В (ЦВ) в боль-
шом количестве за счет блокировки полимеризации 
актиновых филаментов цитоскелета [1]. Было показано, 
что естественные везикулы, полученные из МСК, демон-
стрируют иммуносупрессивную активность на дендрит-
ных клетках, Т и В-лимфоцитах, макрофагах [2]. Однако, 
обладают ли подобной способностью индуцированные 
МВ (далее МВ-ЦВ) оставалось до настоящего времени 
неизученным. Поэтому мы оценили иммуномодулирую-
щую активность МВ-ЦВ, выделенных из МСК, на моно-
нуклеарных клетках периферической крови человека 
(МКПК) in vitro.

МКПК были изолированы из крови с использованием 
Фиколла путем центрифугирования в градиенте плотно-
сти. МВ-ЦВ были получены из МСК жировой ткани чело-
века, обработанных 10 мкг/мл цитохалазина В. МКПК 
были окрашены CFDA SE, затем инкубированы с 10 мкг/
мл МВ-ЦВ в течение 24 ч и проанализированы с помо-
щью проточного цитофлуориметра BD FACS Aria III.

Фитогемагглютинин (ФГА) способен индуцировать 
активацию и пролиферацию лимфоцитов in vitro. ФГА 
(10 мкг/мл) использовался в качестве контроля как 
активатор, так как было показано, что он повышает экс-
прессию CD25, являющегося маркером ранней актива-
ции лейкоцитов. Иммуноокрашивание с использованием 
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моноклональных антител CD4, CD19 и CD8 проводили 
на 3-й день после активации лимфоцитов. ФГА увели-
чил экспрессию маркера активации CD25 на Т-хелперах 
(CD4+CD25+; 86,6 ± 5,1%), B-клетках (CD19+CD25+; 
90,7 ± 3,41%), и Т-цитотоксических лимфоцитах 
(CD8+CD25+; 87,36 ± 3,35%). Предобработка МКПК 
микровезикулами с последующей активацией ФГА ин-
гибировала экспрессию CD25 среди всех рассматрива-
емых субпопуляций лимфоцитов: на Т-хелперах (37,56 ± 
9,14%), B-клетках (44,93 ± 8,05%) и Т-цитотоксических 
лимфоцитах (19,96 ± 2,44%).

Полученные нами данные свидетельствуют о том, 
что МВ-ЦВ МСК проявляют иммуносупрессивную актив-
ность на мононуклеарных клетках периферической кро-
ви человека. Исследование выполнено за счет средств 
гранта Российского научного фонда № 21-75-10035, 
в рамках Программы стратегического академическо-
го лидерства Казанского федерального университета 
(ПРИОРИТЕТ-2030).
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Создание новых биоматериалов для регенеративной 
медицины направлено на улучшение свойств существу-
ющих материалов и конструкций с целью достижения 
ускоренной или же более качественной регенерации де-
фекта. Сверхвысокомолекулярный полиэтилен (СВМПЭ) 
уже зарекомендовал себя в качестве эффективного ма-
териала для реконструкции хряща, обеспечивая поверх-
ность с низким коэффициентом трения. Однако исследо-
вания последних лет позволяют использовать пористый 
СВМПЭ и композиционный материал на основе СВМПЭ 
с добавлением гидроксиапатита также при регенерации 
костной ткани [1]. Одним из перспективных направлений 
в биомедицине является изучение свойств материалов 

с альтернативными наполнителями, которые, благодаря 
своим уникальным характеристикам, могут обеспечить 
создание новых композиционных материалов с улуч-
шенными свойствами. В качестве возможного напол-
нителя может рассматриваться диопсид (CaMgSi2O6), 
демонстрирующий осаждение апатита на поверхности 
при инкубации в растворе, имитирующем внеклеточную 
жидкость организма, что делает его многообещающим 
кандидатом для реконструкции костных дефектов [2]. 
Помимо этого, диопсид обладает хорошими сорбцион-
ными свойствами по отношению к костному морфоге-
нетическому белку-2 (BMP-2), использование которого 
сопряжено с повышением регенеративного потенциала. 
В настоящей работе на первом этапе был получен диоп-
сид с помощью ранее опробованного золь-гель метода 
с окислительно-восстановительными реакциями с ис-
пользованием дополнительной стадии механоактива-
ции [3]. Полученная фракция представляла собой мезо-
пористые микрочастицы диопсида. Далее были получены 
композиционные материалы на основе СВМПЭ и диоп-
сида. Для этого проводилась механоактивация порошков 
диопсида и СВМПЭ и их смешение с солью в планетарной 
шаровой мельнице, с последующим термопрессованием 
и обессоливанием. Полученные пористые композицион-
ные материалы были охарактеризованы посредством 
сканирующей электронной микроскопии. На последнем 
этапе была продемонстрирована возможность исполь-
зования разработанного имплантируемого материала 
на основе СВМПЭ, диопсида и BMP-2 для регенерации 
костной ткани на моделях in vivo. Работа выполнена при 
финансовой поддержке гранта РНФ 22-15-00216.
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Некодирующие РНК (нкРНК) — это, как правило, ре-
гуляторные молекулы, не подвергающиеся трансляции. 
Уровень их экспрессии зачастую чувствителен к малей-
шим изменениям в метаболизме клетки, в том числе об-
условленных канцерогенезом. Ассоциированные с тем 
или иным видом рака днРНК могут быть использованы 
как специфичные онкомаркеры, а также как мишени для 
направленной терапии.

Ранее мы охарактеризовали новую печень-специфич-
ную нкРНК HELIS [1], ген которой окружен неизвестными 
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днРНК, высокоспецифичными для тканей мозга. Мы про-
вели биоинформатический анализ данного локуса и вы-
брали наиболее перспективные днРНК, активация экс-
прессии которых наблюдается при глиобластоме, что 
позволяет рассматривать их как потенциальные онко-
маркеры. Нам удалось идентифицировать две новые 
днРНК LINC1102 и CABR1 в первичных культурах глиом 
человека [3], максимально приближенных по свойствам 
к раковым опухолям мозга и сохраняющих низкую сте-
пень дифференциации. При этом в обычных имморта-
лизованных клеточных линиях экспрессия этих днРНК 
была на несколько порядков ниже.

Известной особенностью многих днРНК является аль-
тернативный сплайсинг, приводящий к одновременному 
существованию в клетке нескольких изоформ. В базах 
данных аннотированы 4 транскрипта для CABR1 и 35 — 
для LINC1102. С помощью ОТ-кПЦР с парами прайме-
ров, комплементарными различным экзонам или ме-
стам их соединений мы провели масштабный скрининг 
возможных транскриптов обеих днРНК, в результате 
которого оказалось, что ни одна из заявленных изоформ 
не является полностью верной. Для более точной харак-
теристики CABR1 и LINC1102 мы провели идентифика-
цию их 5'- и 3'- концов методом RACE с последующим 
секвенированием полученных фрагментов. В результа-
те проделанной работы мы установили преобладающие 
и минорные изоформы каждой из двух днРНК и опреде-
лили точные координаты их экзонов, что позволило подо-
брать наиболее перспективные мишени для направлен-
ного нокдауна. Мы также проверили, как направленное 
снижение экспрессии CABR1 и/или LINC1102 влияет 
на экспрессию маркеров EMT и стволовых клеток (CD44, 
CD133, N- и E-кадгеринов). Работа поддержана грантом 
РФФИ № 21-34-70042 мол_а_мос.
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Сегнетоэлектрические полимеры на основе вини-
лиденфторида (ВДФ) являются гибкоцепными кристал-
лизуемыми материалами, относятся к классу электро-
активных полимеров и обладают высокими значениями 
пьезо- и пироотклика. Эти свойства, а также высокая 
химическая и термическая стабильность и близость зна-
чения акустического импеданса к значению такового 
в биологических тканях обуславливают перспективность 
использования сегнетоэлектрических полимеров в каче-
стве биомедицинских материалов.

Устройства на основе таких материалов широ-
ко используются для регистрации физиологических 

сигналов человека: снятия электрокардиограммы, контро-
ля дыхания, измерения температуры тела и пульсовых волн. 
Сополимеры в виде пленок, волокон, пористых мембран 
и трехмерных пористых каркасов представляют большой 
интерес в приложениях тканевой инженерии для регенера-
ции костной, мышечной и нервной ткани. Электроактивные 
макропористые пленки различной толщины, изготовлен-
ные методом спин-коатинга, также могут быть использова-
ны в качестве материалов для создания интеллектуальных 
каркасов тканевой инженерии [1]. На основе сополимера 
ВДФ-ТрФЭ изготавливаются композитные покрытия им-
плантатов, которые, благодаря высоким остеоиндуктивным 
свойствам и способности сорбировать стволовые клетки, 
стимулируют репаративный остеогенез [2].

Биосовместимость полимерных медицинских мате-
риалов обеспечивается их химическими и физическими 
свойствами. В ходе работы были изучены структурно-
морфологические, спектральные и электрофизические 
свойства пленок сополимера винилиденфторида с гек-
сафторпропиленом. Фазовый состав материала исследо-
вался с помощью ИК-Фурье спектроскопии. Морфология 
поверхности пленок была изучена методами атомно-си-
ловой микроскопии и сканирующей электронной микро-
скопии. Получены топографии поверхности пленок, рас-
считаны значения среднеквадратичной шероховатости, 
проведены динамические наблюдения в электронном 
пучке. Методами силовой микроскопии пьезоотклика из-
учены пьезоэлектрические свойства материала.

Работа выполнена в рамках государственного за-
дания Министерства науки и высшего образования 
РФ № FFZE-2022-0009.
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Полимерные материалы на основе полилактида при-
влекают внимание исследователей в различных сферах 
научной деятельности, в том числе и в регенеративной 
медицине. Полилактид обладает значительной проч-
ностью, хорошей совместимостью с живыми тканями 
и не образует токсичных продуктов при деградации в фи-
зиологических средах человека. На основе полилактида 
различными методами получают скаффолды, хирурги-
ческие соединительные элементы, части кровеносной 
и опорно-двигательной систем [1].

Несмотря на то, что внедрение в человеческий орга-
низм материалов на основе полилактида не вызывает 
опасных осложнений, существует ряд специфических 
проблем. Сам полилактид как материал обладает ги-
дрофобными свойствами [2], что усложняет процесс 
клеточной пролиферации [3], замедляя тем самым вос-
становление поврежденных и замещаемых тканей после 
имплантации.
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Поверхностная модификация полилактида реакцией 
аминолиза позволяет сделать поверхность обрабатыва-
емого материала более гидрофильной. Обработка поли-
мерных пленок из полилактида 5 % раствором 1,2-диами-
ноэтана в этиловом спирте при комнатной температуре 
на протяжении 1 часа приводит к увеличению краевого 
угла смачивания со 63,4 градусов до 87,7 градусов, что 
практически приближает поверхностные свойства ма-
териала к гидрофильным. Поверхность материала, под-
вергнутая аминолизу, благодаря присоединению поли-
функционального амина приобретает функциональную 
группу, по которой можно проводить дополнительную 
модификацию полимера при необходимости.

Работа выполнена при поддержке госзадания НИЦ 
«Курчатовский институт».

Литература:
1. DeStefano, Vincent; Khan, Salaar; Tabada, Alonzo (2020). Engi-

neered Regeneration, 1(2020), 76–87.
2. Gwang-Hoe Koo; Jinho Jang (2008). Surface modification 

of poly(lactic acid) by UV/Ozone irradiation. , 9(6), 674–678.
3. Ferrari, & Cirisano, Francesca & Morán, Maria. (2019). Col-

loids and Interfaces. 3. 48.

ЭМБРИОНАЛЬНОЕ РАЗВИТИЕ НЕКОТОРЫХ 
СОСУДОВ ГОЛОВЫ И ШЕИ

И.Ю. Бычкова1, Х.А. Абдувосидов2, В.В. Рогинский1

1  ФГБУ НМИЦ Центральный НИИ стоматологии 
и челюстно-лицевой хирургии Минздрава России, 
Москва, Россия

2  ФГБОУ ВО Московский государственный медико-
стоматологический университет им. А.И. Евдокимова 
Минздрава России, Москва, Россия

e-mail: mana93@list.ru

Ключевые слова: эмбриональное развитие, магистраль-
ные сосуды головы и шеи, морфометрия, гиперплазия кро-
веносных сосудов, детские гемангиомы.

Актуальность. Для выявления периодов, в которые 
возможно возникновение гиперплазии кровеносных со-
судов (ГКС), т. н. детских гемангиом в течение внутриу-
тробной жизни (ВЖ), необходимо знание эмбриогенеза 
сосудов головы и шеи. На 3–4 неделях ВЖ дорсальная 
дуга 2 аорты становится подъязычной артерией и степи-
альной артерией [1, 4]. Вентральные аорты дают начало 
общей сонной артерии (ОСА) [4]. Наружная сонная арте-
рия (НСА) развивается из корней вентральных аорт [1, 
4]. Из 1 жаберной артерии образуются верхнечелюст-
ная артерия, из 2-й — лицевая артерия [4]. Внутренняя 
сонная артерия (ВСА) происходит от третьей дуги и дор-
сальных корней аорты [1, 4]. На 6 неделе ЭР в передней 
части тела появляются крупные сосуды, они сходятся 
по обеим сторонам головы и образуют головные вены. 
Кровь по ним проходит через передние кардинальные 
вены, в протоки Кювьера. В том месте, где передняя кар-
динальная вена впадает в проток Кювьера, формируется 
ветвь, отводящая кровь от мандибулярной области — на-
ружная яремная вена (НЯВ). Внутренняя яремная вена 
(ВЯВ) — передняя кардинальная вена — образуется 
на 32–40 день ВЖ [1].

Цель. Выявить динамику внутриутробного формиро-
вания и развития магистральных сосудов головы и шеи.

Материалы и методы. Исследован абортивный ма-
териал, 25 эмбрионов и плодов человека от 3-х до 12-
ти недель. Изготовлено 110 гистологических препаратов. 

Окрашивание проводилось гематоксилин-эозином и им-
прегнацией серебром. Оценивалась скорость развития 
магистральных сосудов головы и шеи: ОСА, НСА, ВСА, 
ВЯВ: изучены толщина внутренней (tunica intima — T. 
I.), средней (tunica media — T. M.) и наружной (tunica 
adventitia — T. A.) оболочек сосудистой стенки.

Результаты. На каждом этапе развития отмечает-
ся увеличение толщины каждой из оболочек изученных 
сосудов. С 3–4 недели внутриутробного развития начи-
нается закладка и развитие лицевой артерии, и к 10-й 
неделе развития в толще языка формируется язычная 
артерия.

Заключение. Исследование внутриутробного разви-
тия сосудов необходимо продолжить, с учетом влияния 
внешних негативных факторов на развитие структуры 
стенки сосудов на каждом этапегестации.
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Биомеханический стресс индуцирует старение клеток 
и их секреторную активность (SASP). Целью работы явля-
лось изучить регенерацию эластического хряща в зави-
симости от размера механически нанесенного дефекта 
и активности клеточного старения.

Эксперимент проводился путём моделирования 
сквозных ран ушных раковин кроликов различных диаме-
тров: 4мм (группа № 1), 6 мм (группа № 2), 8 мм (группа 
№ 3) для оценки влияния размера дефекта на скорость 
и характер регенерации. На 30-е, 60-е, 90-е сутки жи-
вотных выводили из эксперимента. Образцы забирали 
в пределах интактных тканей с отступом 0,5 см от края 
нанесенного дефекта. Полученный материал анализи-
ровали гистологическими, гистохимическими, морфоме-
трическими и статистическими методами.

В результате наблюдалась нелинейная зависимость 
характера и скорости регенерации хрящевой пластинки 
от размера дефекта. На 30-е сутки в группе № 2 рост хря-
ща был в 3,6 раза более равномерным, чем в группе № 1 
(р<0,05). Окрашивание X-gal для выявления активной 
бета-галактозидазы стареющих клеток было более ин-
тенсивным в группе № 3, хрящ регенерировал с наиболь-
шей скоростью: на 85% активнее, и на 80% равномернее 
чем в группе № 1 (р<0,05 и p<0,0001). Высокая ско-
рость регенерации, скорее всего, ассоциирована с при-
сутствием стареющих клеток, которые ускоряют регене-
рацию на ранних сроках. [1]. На 60 сутки во всех группах 
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уровень экспрессии бета-галактозидазы снижался. Это 
можно объяснить их элиминацией иммунными клетками. 
Замедление роста хряща, скорее всего, связано с ремо-
делированием внеклеточного матрикса [2]. На 90 сутки 
в группе № 2 выявили наименьшую активность бета-
галактозидазы и наибольшую площадь регенератов. 
В группе № 3 уровень экспрессии бета-галактозидазы 
был в 5 раз выше, чем в группе № 2 (p<0,05). Из этого 
следует, что длительная персистенция стареющих клеток 
негативно влияет на регенерацию [1].

Число стареющих клеток в ткани связано с размером 
дефекта. После повреждения стареющие клетки ускоря-
ют регенерацию хряща, а при длительной персистенции 
ингибируют. Работа выполнена при поддержке гранта 
РНФ 21-75-00081.
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Четырнадцать пациентов с ремиттирующей фор-
мой рассеянного склероза были многократно иммуни-
зированы аутологичной поликлональной T-клеточной 
вакциной [1,2,3]. Индуцирующий курс иммунотера-
пии состоял из 4 еженедельных Т-клеточных вакци-
наций. Вакцинальная доза варьировала в пределах 
2,0–4,0×107 клеток. Поддерживающее лечение вклю-
чало в себя вакцинации с интервалом в один месяц. 
Неврологический статус всех обследованных пациен-
тов, оцениваемый по функциональной шкале Курцке 
с использованием расширенной шкалы инвалидизации 
(EDSS), до начала лечения составлял в среднем 3,6 ± 
0,39 балла, среднее количество обострений в год — 1,4 
± 0,16.

В течение 1 года от начала лечения у всех наблю-
давшихся больных обострений заболевания зареги-
стрировано не было, а у 11 из них отмечено отчетливо 
улучшение неврологических параметров (EDSS в сред-
нем 2,9 ± 0,38) . У 3 пациентов состояние сохранялось 
стабильным на протяжении всего срока наблюдения. 
Субъективная оценка основных симптомов заболевания 
показала, что у 9 из 14 пациентов уменьшилась слабость 
в конечностях, головокружение и шаткость при ходьбе; 
у 6 — улучшилась функция тазовых органов (произошло 
урежение императивных позывов); у 3 — уменьшилась 
утомляемость, проявления астении, эмоциональная ла-
бильность. 3 пациента отметили улучшение когнитив-
ной функции по МоСа тесту. Переносимость вакцинации 
в целом была удовлетворительной, единичные побочные 
эффекты в виде покраснения в месте инъекции купиро-
вались самостоятельно.

Проведение Т-клеточной вакцинации сопровожда-
лось достоверным снижением уровня IFNγ и подъемом 
уровня IL-4 и IL-10 в сыворотке крови пациентов, дву-
кратным снижением частоты IFNγ-продуцирующих CD4+ 
и СD8+ Т-клеток памяти. Также, у пациентов с рассеян-
ным склерозом через 1 год после проведенного лечения 
регистрировалось значительное снижение пролифера-
тивного ответа мононуклеарных клеток периферической 
крови на миелиновый антиген. Наши данные указыва-
ют на значительный иммунорегуляторный потенциал 
Т-клеточной вакцинации, которая в перспективе может 
найти широкое применение в лечении рассеянного скле-
роза и других аутоиммунных заболеваний.
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Введение. Высокопористые полилактидные грану-
лы могут длительно высвобождать малые дозы BMP-
2, обеспечивая экто- и ортотопический неоостегенез 
и исключая вероятные риски, которые могут быть свя-
заны с избыточной концентрацией BMP-2: гиперостоз, 
воспаление, анаплазия (Vasilyev, et al., 2019, 2020). 
Использование полилактидных (PLA) гранул в сочета-
нии с хитозан-глицерофосфатным гелем позволит улуч-
шить его прочностные и манипуляционные свойства 
за счёт получения пластилиноподобной композиции, 
способной отверждаться после внесения в рану за счёт 
температуры внутренней среды организма и её бу-
ферных систем. Степень деацетилирования хитозана 
(DD%) при этом может оказывать выраженное влияние 
на цито- и биосовместимость, и на прочностные свой-
ства системы. Однако взаимосвязь всех этих факторов 
ещё не была показана.

Материалы и методы. Образец хитозана (ChitoClear 
HQG 1600, «43040», Primex, Island) был реацетили-
рован до 19,5, 39, 49, 55, 56 DD% для исключения 
воздействия других факторов: длины цепи, степени 
очистки и пр. DD% устанавливали с помощью 1Н-ЯМР 
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и ИК-Фурье спектроскопии. Для получения гидрогелей 
стерильный хитозан растворяли в 0,1 М уксусной кис-
лоте и добавляли водный раствор β-глицерофосфата 
при температуре 4°С. Высокопористые (пористость 
98%) частицы полилактида получали распылением 
замороженных эмульсий полимера с применением 
сублимационной сушки. Массовая доля полилактид-
ных гранул составляла 1–20 %. BMP-2 импрегниро-
вали в PLA-гранулы в концентрациях 10 и 50 мкг/
мл. Оценку цитотоксичности проводили на мульти-
потентных стромальных клетках (ММСК) человека 
с помощью МТТ-теста. Адгезию и выживаемость 
клеток на поверхности композиций материалов оце-
нивали с помощью витального окрашивания PKH26, 
DAPI и кальцеином. Прочностные характеристики 
были исследованы на электромеханической системе 
«Instron-5965» (Instron, США). Биосовместимость 
и способность индуцировать экто- и ортотопический 
остеогенез исследовали на моделях подкожной им-
плантации и критического дефекта теменных костей 
у крыс линии Wistar. Для этого через 14 и 28 дней 
имплантированный материал подвергали гистологиче-
ской обработке с последующей морфометрией.

Результаты и обсуждение. Снижение степени деа-
цетилирования хитозана (DD%) в составе гидрогеля 
с β-глицерофосфатом приводило к увеличению отно-
сительной выживаемости клеток ММСК in vitro и сни-
жению лейкоцитарной инфильтрации при подкожной 
имплантации крысам in vivo. Включение 12 масс.% 
полилактидных гранул оказалось оптимальным с точ-
ки зрения моделируемости композиции и приводи-
ло к возрастанию модуля упругости материала в ~ 
100 раз, по сравнению с хитозановым гидрогелем без 
наполнителя. Избыточное наполнение PLA-гранулам 
более 15% приводило к разрушению материала при 
деформации ~ 10%. Остеоиндуктивные и остеокон-
дуктивные способности материала на основе хитоза-
нового гидрогеля из реацетилированного хитозана 
(39 DD%) и высокопористых PLA-гранул, импрегни-
рованных BMP-2, были продемонстрированы на мо-
делях орто- и эктопического остеогенеза. Так, при им-
плантации композиции внутрь критического дефекта 
теменных костей крыс оказалось, что концентрация 
BMP-2 10 мкг/мл обладала оптимальными свойства-
ми: костная ткань в виде островков заполняла толщу 
всего материала. В тех же условиях при имплантации 
материала с 50 мкг/мл BMP-2 происходило избыточ-
ное разрастание костной ткани и выталкивание мате-
риала за пределы дефекта. Достаточные остеоиндук-
тивные свойства материала с 10 мкг/мл BMP-2 были 
также показаны при подкожной имплантации, то есть 
в условиях без костного окружения.

Заключение. Разработанная матрица костно-пла-
стического материала на основе реацетилированного 
хитозана, β-глицерофосфата и высокопористых поли-
лактидных гранул с BMP-2 может быть использована для 
получения способных к моделированию и биорезорбции 
биосовместимых остеопластических материалов, кото-
рые обладают выраженными остеоиндуктивными и осте-
окондуктивными свойствами.
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Мультипотентные мезенхимальные стромальные 
клетки (ММСК) широко применяют в тканевой инжене-
рии благодаря их доступности, возможности дифферен-
цировки в различных направлениях и иммуномодули-
рующим свойствам. Однако наиболее полным образом 
эти важные особенности ММСК проявляются лишь при 
наличии специфического окружения, формирующего 
их тканевую нишу in vivo. Одним из наиболее перспектив-
ных подходов к решению данной проблемы in vitro явля-
ется трехмерное культивирование клеток в виде сферои-
дов. В отличие от двумерных культур, в сфероидах клетки 
имеют возможность образовывать контакты и обмени-
ваться регуляторными сигналами, а также продуциро-
вать экстрацеллюлярный матрикс, что способствует ре-
ализации их функций.

Данная работа посвящена применению сфероидов 
на основе ММСК из различных источников для модели-
рования регенеративных процессов in vitro.

В первой части работы был изучен хондрогенный по-
тенциал ММСК при сфероидном культивировании [1]. 
Источниками ММСК были выбраны пульпа молочного 
зуба, Вартонов студень (строма) пуповины и подкожная 
жировая клетчатка, положительным контролем служи-
ли первичные хондроциты. Сфероиды получали путем 
агрегации 8 тыс. клеток в низкоадгезивных 96-луноч-
ных планшетах. Хондрогенную дифференцировку прово-
дили в течение 3-х недель в среде, содержащей TGF-β1. 
Гистохимический анализ всех образцов выявил прогрес-
сивное накопление экстрацеллюлярного матрикса и при-
сутствие в нем коллагена и гликозаминогликанов.

Далее была разработана 3D-модель ангиогенеза, 
основанная на культивировании сфероидов из ММСК 
и эндотелиоцитов в гидрогеле [2]. Сфероиды, состоя-
щие из эндотелиоцитов пуповинной вены и МСК стро-
мы пуповины в соотношении 1:1 (1000 клеток в одном 
сфероиде), культивировали в фибриновом геле с добав-
лением 20% лизата тромбоцитов (ЛТ). Прижизненное 
наблюдение осуществляли при помощи системы 
IncuCyte Zoom (Essen BioScience, США). Трехмерные 
отростки (спрауты), а также распределение обоих ти-
пов клеток в геле анализировали при помощи фазово-
контрастной и сканирующей лазерной конфокальной 
микроскопии. Показано, что ЛТ поддерживал миграцию 
обоих типов клеток и способствовал образованию «ис-
тинных» в морфологическом плане спраутов, образую-
щих анастомозы II типа.

Полученные результаты позволяют заключить, что 
модели, созданные на основе сфероидов из ММСК, 
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обладают высокой биологической релевантностью и мо-
гут быть широко использованы при разработке терапев-
тических регенеративных технологий. Работа выполнена 
в рамках Программы фундаментальных научных иссле-
дований в Российской Федерации на долгосрочный пе-
риод (2021–2030 годы) (№ 122022800499-5).
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При старении наблюдаются комплексные изменения, 
включающие снижение двигательной активности, массы 
и функциональных возможностей (инсулиновая чувстви-
тельность, работоспособность и сила мышц) скелетных 
мышц, которые зачастую развиваются на фоне хрониче-
ского воспаления. Цель работы — исследовать влияние 
старения на транскриптом скелетной мышцы человека.

Транскриптомный профиль (РНК секвенирование) 
скелетной мышцы пожилых пациентов с первичным ар-
трозом коленного/тазобедренного сустава (OP, n=35, 
72(66–83) года, индекс массы тела (ИМТ) 30(21–43) 
кг/м2) сопоставляли с транскриптомом молодых здо-
ровых добровольцев (YH, n=10, 35(25–43) лет, ИМТ 
22,5(18,9–29,4) кг/м2). Для выявления вклада хрониче-
ского воспаления и снижения двигательной активности 
в изменение генной экспрессии YH сопоставляли с груп-
пой молодых пациентов с артрозом (YP, n=7, 39(26–45) 
лет, ИМТ 25,8(25,4–30,9) кг/м2). Для оценки влияния 
возраста сопоставляли группы YP и OP.

Субъективная оценка двигательных возможностей 
не различалась между пациентами разного возраста 
и была значительно ниже, чем у YH. Маркеры воспали-
тельного ответа (уровень лейкоцитов и нейтрофилов 
крови) были сопоставимы между OP и YP, но значитель-
но выше, чем в YH. У старых людей (сравнение OP vs. 
YH) гены с повышенной экспрессией (2529) были ас-
социированы с процессами воспаления, перестройкой 
внеклеточного матрикса и жировым обменом; гены 
с пониженной экспрессией (1007 генов), преимуще-
ственно, кодировали белки митохондрий и регуляторы 
углеводного обмена. У молодых пациентов (сравнение 
YP vs. YH) гены, увеличившие экспрессию (2107), были 
связаны с воспалением и биогенезом внеклеточного ма-
трикса, а уменьшившие экспрессию (558) кодировали 

митохондриальные белки. Эти изменения были сопоста-
вимы, но менее выражены, чем при сравнении OP vs. YH. 
Сравнение OP vs. YP показало, что у пожилых пациентов 
количество изменивших экспрессию генов по сравнению 
с молодыми было значительно меньше, чем в остальных 
случаях: 536 и 299 снизили и увеличили экспрессию, 
соответственно.

Таким образом, у старых пациентов с первичным 
артрозом происходят выраженные изменения транс-
криптома скелетных мышц (OP vs. YH). Большинство 
из этих изменений были обнаружены у молодых пациен-
тов с артрозом и сниженной двигательной активностью 
относительно молодых здоровых людей (YP vs. YH). Это 
позволяет предполагать, что возраст-зависимые изме-
нения транскриптома скелетных мышц индуцированы 
преимущественно воспалением и снижением двигатель-
ной активности.

Работа поддержана РНФ (грант 21-15-00405, био-
материалы здоровых добровольцев, транскриптомное 
исследование, биоинформатическое исследование), го-
сударственным заданием МГУ им. М.В. Ломоносова и вы-
полнена с использованием оборудования, полученного 
в рамках программы развития МГУ им. М.В. Ломоносова 
(биоматериалы пациентов, клинические и лабораторные 
исследования).

СЕНЕСЦЕНТНЫЕ МЕЗЕНХИМНЫЕ 
СТРОМАЛЬНЫЕ КЛЕТКИ ТЕРЯЮТ 
СПОСОБНОСТЬ ПОДАВЛЯТЬ РАЗВИТИЕ 
ФИБРОЗА ЛЕГКИХ ПРИ СТАРЕНИИ

М.А. Виговский1, 2, Н.А. Басалова1, У.Д. Дьячкова2, 
В.С. Попов1, 2, А.Е. Толстолужинская2, 
О.А. Григорьева1, А.Ю. Ефименко1, 2

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

2  Кафедра биохимии и молекулярной медицины 
факультет фундаментальной медицины МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

e-mail: vigovskiy_m.a@mail.ru

Ключевые слова: фиброз легких, мезенхимные стромаль-
ные клетки, секретом, внеклеточные везикулы, индуциро-
ванная сенесценция, старение

Мезенхимные стромальные клетки (МСК) признаны 
важнейшими регуляторами процессов репарации и реге-
нерации поврежденных тканей. Во многих исследованиях 
была показана способность секретома МСК, в том чис-
ле фракции внеклеточных везикул (ВВ), предотвращать 
вызванное повреждением развитие фиброза. Однако, 
в результате изменения микроокружения при повреж-
дении состав секретома МСК может существенно ме-
няться. Ранее в нашей лаборатории было показано, что 
МСК, культивируемые в профибротических условиях, 
демонстрируют признаки индуцированного клеточного 
старения (сенесценции), при этом значительно снижает-
ся способность ВВ от таких клеток ингибировать диффе-
ренцировку миофибробластов в in vitro моделях. Целью 
данной работы было в сложной многофакторной моде-
ли фиброза легких in vivo проверить, утрачивают ли ВВ, 
секретируемые сенесцентными МСК (ВВсенМСК), свой 
антифибротический потенциал или локальное микро-
окружение способно скомпенсировать дисфункцию вво-
димых ВВ. Для этого у мышей разного возраста (4–6 нед 
и 20–24 нед) моделировали фиброз легких введением 
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блеомицина и через 14 дней интратрахеально вводили 
суспензию исследуемых ВВсенМСК, ВВконтрМСК в ка-
честве положительного контроля или раствор DMEM 
в качестве отрицательного контроля. Мышам выполняли 
МРТ легких в динамике и на 28 день после введения бле-
омицина после эвтаназии забирали бронхоальвеоляр-
ный лаваж (БАЛ) и легкие для гистологической оценки.

Нам удалось показать, что по результатам МРТ ба-
ланс регенерации в легких молодых мышей при лечении 
блеомицин-индуцированного фиброза смещается в сто-
рону восстановления нормальной ткани при введении 
как ВВконтрМСК, так и ВВсенМСК на 14 день терапии 
(хотя для последних намечается тенденция к снижению 
эффективности).

У старых мышей терапия ВВконтрМСК способствует 
эффективному восстановлению функциональной ткани, 
в то время как ВВсенМСК оказываются не способны 
уменьшить площадь повреждения легких.

Помимо показанной нами ранее способности се-
кретома МСК подавлять дифференцировку миофибро-
бластов, важным механизмом его антифибротического 
действия in vivo может выступать модуляция местного 
иммунного ответа. Проанализировав состав (БАЛ) ста-
рых и молодых мышей с блеомицин-индуцированным 
фиброзом легких, мы обнаружили значительное повы-
шение базального суммарного количества клеток ос-
новных гемопоэтических линий в БАЛ старых мышей 
и в этой же группе выявили тенденцию к снижению после 
введения ВВконтрМСК, но не ВВсенМСК.

Таким образом, индуцированная профиброзным 
микроокружением сенесценция МСК приводит к сниже-
нию антифибротического потенциала секретируемых 
этими клетками ВВ, что проявляет себя особенно ярко 
при наличии сопутствующих возраст-ассоциированных 
изменений в тканях, за счет механизмов, не ограничи-
вающихся дифференцировкой миофибробластов в зоне 
повреждения. Исследование выполнено при поддержке 
РФФИ (№ 19-29-04172).
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В рамках экспертизы качества при государственной 
регистрации клеточных продуктов подтверждается под-
линность клеточной линии. Пролиферативная актив-
ность клеточной линии является одной из характеристик 
ее подлинности. Перспективным методом определения 
пролиферативной активности является использование 
клеточного анализатора в режиме реального времени 
xCELLigence.

Цель исследования — получить и сравнить RTCA-
профили (real time cell analyzer) клеточной линии МСК 
ЖТ_D122 на 10 и 12 пассажах.

Клеточная линия МСК ЖТ_D122 — МСК 
из ЖТ 42-летнего донора получена из «Коллекции кле-
точных культур для биотехнологических и биомедицин-
ских исследований (общебиологического и биомеди-
цинского направления)» (уникальная научная установка) 

Института биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН. 
RTCA-профили получали с помощью клеточного анали-
затора xCELLigence RTCA DP (Agilent, США) по протоко-
лу анализа клеточного индекса производителя в течение 
120 ч.

Были показаны различные кинетические профили 
на 10 и 12 пассажах. Время удвоения клеток составило 
41 ч для 10 пассажа и 54 ч — для 12. Максимальный 
клеточный индекс для 10 пассажа достигал 6, в то вре-
мя как для 12 пассажа это значение было не выше 4,7. 
Скорость пролиферации на 10 пассаже была в 1,3 раза 
выше. Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что RTCA-профилирование способно показывать 
не только разницу между различными клеточными ли-
ниями, но и разницу между пассажами одной клеточной 
линии, что характеризует метод как высокоточный и пас-
сажеспецифичный и допускает возможность его приме-
нения при оценке качества продуктов на основе жизне-
способных клеток человека. Работа выполнена в рамках 
государственного задания ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 
России № 056-00001-22-00 на проведение приклад-
ных научных исследований (номер государственного уче-
та НИР 121021800098-4).
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В пожилом возрасте часто развивается ожирение 
и диабет 2 типа — заболевания, связанные с нарушения-
ми обмена жировой ткани. За обновление жировой ткани 
ответственны мультипотентные мезенхимные стромаль-
ные клетки (МСК), дифференцирующиеся под действи-
ем инсулина. Именно с нарушением чувствительности 
к данному гормону связывают метаболические наруше-
ния, возникающие при старении.

Цель нашего исследования — выяснение механиз-
мов нарушения чувствительности МСК к инсулину при 
старении.

Методы. В работе использовались МСК подкожной 
жировой клетчатки, полученные от молодых и пожилых 
доноров, а также репликативно состарившиеся МСК, 
проявляющие признаки сенесценции. Для стимуляции 
дифференцировки МСК использовали редуцированный 
адипогенный коктейль (инсулин, дексаметазон, IBMX). 
Четвертый компонент — индометацин — прямой актива-
тор мастер-гена адипогенной дифференцировки PPARγ 
не использовался, так как нашей задачей было изуче-
ние физиологических путей активации данного фактора. 
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Для оценки эффективности дифференцировки исполь-
зовали цитофлуоресцентное окрашивание красителем 
NileRed. Методом ПЦР в реальном времени оценива-
лась экспрессия ключевых маркеров дифференцировки. 
Внеклеточные везикулы (ВВ) получали кондиционирова-
нием клеток в течение 2 суток. Для концентрирования 
ВВ использовали центрифужные ультрафильтры-кон-
центраторы. Для оценки активности инсулин-зависимых 
внутриклеточных сигнальных каскадов использовался 
метод иммуноблоттинга.

Результаты. При старении происходило значитель-
ное снижение адипогенного потенциала МСК, связан-
ное с развитием инсулинорезистентности. Это было об-
условлено повышением базального уровня активации 
Erk1/2 и Akt — основных участников инсулиновой сигна-
лизации. Далее мы выяснили, участвует ли секретом се-
несцентных МСК в развитии их инсулинорезистентности. 
Проанализировав транскриптом секретома сенесцент-
ных МСК в сравнении с молодыми, мы обнаружили, что 
сенесцентные МСК продуцировали ВВ с повышенным 
содержанием микроРНК, мишенями которых являются 
молекулы, участвующие в развитии и регуляции адипо-
генных сигналов в клетке и в сигнальном ответе на ин-
сулин. Добавление ВВ от молодых МСК к сенесцентным 
клеткам восстанавливало адипогенный потенциал, а до-
бавление ВВ от сенесцентных МСК к молодым клеткам — 
снижало. Добавление к молодым МСК ВВ от сенесцент-
ных клеток приводило к повышению в них базального 
уровня активации Erk и Akt.

Таким образом, при старении происходит снижение 
адипогенного потенциала МСК, связанное индукцией 
инсулинорезистентности компонентами секретома се-
несцентных клеток. Исследование поддержано грантом 
РФФИ № 19-29-04172 мк.
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В последнее время технология электроспиннинга 
стала универсальным методом получения нетканых 
материалов с довольно обширной возможностью ис-
пользовать их в разных областях, включая медицину. 
В частности, ряд различных нановолокон на основе хи-
тозана привлекает большое внимание благодаря воз-
можности их применения в таких направлениях, как 
тканевая инженерия [1], доставка лекарств [2] и т. д. 
Одним из перспективных наполнителей хитозановых 
волокон являются наночастицы серебра, обладающие 
рядом отличительных антибактериальных, оптических 
и электропроводящих свойств.

В данной работе наночастицы серебра сферической 
формы были получены в хитозановом растворе в ук-
сусной кислоте, где хитозан выступал в роли восстано-
вителя. С применением метода электроформования, 
описанном в работе [3] (рабочее напряжение составля-
ло U=18кВ), были получены материалы на основе хито-
зан-серебро с добавлением полиэтиленоксида, который 

использовался для улучшения характеристик формуемо-
го раствора для электроспиннинга.

Коллекторная система при формовании представля-
ла собой 2 электрода напротив друг друга на расстоянии 
4 см, что позволило получить образцы размером 2×4 см. 
Сопротивление полученных материалов по направлению 
укладки волокон составляло ~15 ГОм. Также было опре-
делено, что наночастицы серебра распределены по объ-
ёму волокна, размер волокон при этом неоднородный: 
от ~30 нм до ~1 мкм.

Вследствие высокой биологической активности хи-
тозана и включению электропроводящих наночастиц 
серебра полученный материал перспективен для исполь-
зования в качестве матрикса для ориентированного вы-
ращивания клеточных культур мышечных и нейронной 
тканей. Работа выполнена при финансовой поддержке 
Министерства науки и высшего образования Российской 
Федерации в рамках соглашения № 075-15-2021-1357.
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Мезенхимальные стромальные клетки (МСК) явля-
ются одной из потенциальных стратегий лечения раз-
личного рода травм благодаря их способности стиму-
лировать заживление и регулировать иммунный ответ. 
Культивирование клеток ex vivo в условиях пониженного 
содержания кислорода способствует усилению регене-
ративных свойств МСК [1–3]. Целью работы являлось 
экспериментальное изучение эффективности МСК, вы-
ращенных в условиях нормоксии и гипоксии, на экспери-
ментальной модели химического ожога в условиях гипок-
сии и гипотермии.

Для проведения исследований использовались 
охарактеризованные МСК, выделенные из красного 
костного мозга мышей Balb/c. Одну клеточную популя-
цию культивировали в условиях нормоксии (21 % O2), 
другую — в условиях физиологической гипоксии (5 % 
O2). Химический ожог у животных получали с помощью 
40 % раствора гидроксида калия. В течение двух суток 
(до и после нанесения травмы) животные находились 
в климатической камере в условиях гипотермии и гипок-
сии (4 оС, 15 % O2). Через сутки после нанесения травмы 
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животным вводили суспензию МСК или физраствор 
по периметру раны.

Подкожная инъекция МСК-гипоксия способство-
вала ускорению деквамации струпа в 2,3 и 1,4 раза, 
а также способствовала уменьшению площади раны 
в 1,2 и 2,3 раза по сравнению с группами МСК-нормоксия 
и контроль соответственно. Таким образом, суспензия 
МСК, выращенных в гипоксии, является перспективным 
способом лечения ожогов, в том числе полученных в экс-
тремальных для организма условиях гипотермии и ги-
поксии. Работа выполнена при поддержке гранта по со-
глашению от 28 ноября 2018 года № 14.575.21.0179 
(идентификатор проекта RFMEFI57518X0179), заклю-
ченному между Минобрнауки РФ и МФТИ.
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Ген GNAO1 кодирует альфа-субъединицу гетеротри-
мерного комплекса G-белков. Мутации в этом гене явля-
ются причиной ранней эпилептической энцефалопатии 
17-го типа (РЭЭ17) [1]. Известно две белковых изофор-
мы GNAO1 [2], но их функциональная значимость из-
учена недостаточно. Существующие животные модели 
РЭЭ17 не полностью воспроизводят молекулярную пато-
логию заболевания [3]. Ввиду того, что РЭЭ17 является 
наследственным заболеванием с ранним появлением 
первых симптомов, особый интерес представляют моле-
кулярные механизмы патогенеза на ранних стадиях раз-
вития организма. Таким образом, целью нашей работы 
стала разработка клеточной модели РЭЭ 17-го типа и из-
учение функций GNAO1 в эмбриогенезе.

Нами были получены фибробласты кожи от па-
циента с диагностированной РЭЭ17, которые затем 
репрограммировали до плюрипотентного состояния 
неинтегративным методом. Полученные ИПСК были оха-
рактеризованы и обладают нормальным кариотипом. 
Направленной дифференцировкой из ИПСК с мутацией 
в гене GNAO1 и из ИПСК здоровых доноров были полу-
чены культуры нейронов и органоиды мозга. Экспрессию 
обеих белок-кодирующих изоформ GNAO1 в ИПСК, 
нейрональных предшественниках и органоидах пока-
зали на уровне РНК. Методом ИЦХ было показано, что 
в ИПСК GNAO1 локализован преимущественно в ядре, 
в то время как в зрелых нейронах он локализован пре-
имущественно в цитоплазме.

Полученные данные позволяют предположить, 
что роль GNAO1 в раннем эмбриональном развитии 

отличается от таковой в зрелом мозге и могут послужить 
базой для дальнейших исследований.
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В современном мире заболеваемость ожирением 
и сахарным диабетом неуклонно растет. В то же время 
фармакологическая индустрия предлагает все больше 
методов борьбы с этими заболеваниями, в частности, 
становятся популярнее препараты, относящиеся к сиг-
нальной системе глюкагоноподобного пептида-1 (ГПП-
1) — агонисты рецептора ГПП-1 и ингибиторы ДПП-4. 
Однако в современной литературе данные о влиянии 
глюкагоноподобного пептида-1 на адипогенез, наруше-
ние которого является ключевым звеном патогенеза 
метаболического синдрома, противоречивы: в исследо-
ваниях на клетках мыши продемонстрировано положи-
тельное влияние ГПП-1 на адипогенез [1], в то время как 
на клетках человека показано обратное [2]. Но работы, 
проведенные на клетках человека, обладают рядом не-
достатков, например, нет работ, проведенных на клетках, 
полученных от здоровых доноров.

Целью нашей работы является исследование влияния 
ГПП-1, его комбинации с ингибитором ДПП-4 алоглипти-
ном, а также агониста ГПП-1 лираглутида на адипоген-
ную дифференцировку мультипотентных мезенхимных 
стромальных клеток (ММСК) из подкожной жировой 
клетчатки живота, полученных от здоровых доноров.

Оценка адипогенной дифференцировки ММСК про-
изводилась при помощи флуоресцентной микроскопии 
с окраской Nile Red на 14-й день, ПЦР в реальном вре-
мени с обратной транскрипцией на гены-маркеры адипо-
генной дифференцировки — PPARγ и адипонектин. Также 
оценка динамики адипогенной дифференцировки произ-
водилась при помощи фазово-контрастной микроскопии 
клеток на протяжении нескольких дней с последующим 
автоматическим подсчетом клеток с жировыми каплями 
при помощи свёрточных нейронных сетей из модуля NIS.
ai в ПО NIS Elements AR.

Полученные данные свидетельствуют в пользу того, 
что ни лираглутид, ни комбинация ГПП-1 с ингибитором 
ДПП-4 алоглиптином не влияют на накопление клетками 
жировых капель, однако лираглутид значимо изменяет 
экспрессию адипонектина и PPARγ, что наблюдается 
в гораздо меньшей степени для комбинации ГПП-1 и ало-
глиптина и совсем не наблюдается для только ГПП-1.
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Следовательно, участники сигнальной системы ГПП-
1 участвуют в регуляции адипогенной дифференцировки 
ММСК в первую очередь за счет изменения экспрессии 
генов-маркеров адипогенной дифференцировки, не вли-
яя при этом значимо на накопление клетками жировых 
капель. С точки зрения метаболической выгоды лираглу-
тид является более выгодным, чем ингибиторы ДПП-4, 
за счет более выраженного повышения экспрессии ади-
понектина в зрелых адипоцитах.

Работа поддержана грантом РНФ № 21-15-00311 
«Механизмы межклеточной коммуникации в поддержа-
нии гомеостаза и регуляции обновления жировой ткани».
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Для проведения исследований в области регенерации 
кожи возможно использование моделей как in vitro, так 
и in vivo. В коже млекопитающих преобладающими типа-
ми клеток являются фибробласты и кератиноциты. В по-
давляющем большинстве исследований по заживлению 
ран in vitro используют один или оба из этих типов клеток. 
Изучение клеточного поведения в двумерных условиях 
культуры дает возможность исследовать конкретные ми-
шени с минимальным воздействием внешних факторов. 
Однако, подобные внешние факторы критичны в условиях 
in vivo (паракринная сигнализации, трехмерный сигналь-
ный каскад и т. д.) и их отсутствие, как правило, ограничи-
вает применение исследований in vitro. Сложный процесс 
заживления ран в естественных условиях не может быть 
полностью воспроизведен в культуральной чашке, и мо-
дели на животных являются необходимым инструментом 
в изучении патологий кожи и ранозаживления.

Для изучения заболеваний кожи используют различ-
ные виды животных, от грызунов до приматов. Однако 
по разным причинам грызуны остаются наиболее рас-
пространенным объектом. Существуют сотни мышиных 
моделей с заболеваниями человека, и во многих случаях 
ген интереса, вызывающий болезнь, мутирован и у че-
ловека и у мыши. Мыши и крысы также в подавляющем 
большинстве случаев используются для изучения рано-
заживления. Описаны различные модели ран, в том чис-
ле ожоговая, резаная, полнослойная, ишемически — ре-
перфузионное повреждение ткани (модель пролежневых 
язв, хронических ран), ишемизирование лоскута. Выбор 
типа нанесения раны зависит от целей исследования 
и предполагаемого ожидаемого терапевтического эф-
фекта от исследуемого агента.

Однако кожа грызунов имеет ряд отличительных 
черт, которые могут существенно повлиять на интер-
претацию результатов. Кроме того, методы анализа 
патологических процессов тоже не всегда релевантны. 

На современном уровне знаний о патологии кожи и про-
цессов регенерации необходимо весьма тщательно под-
ходить к выбору модели и методов оценки результатов. 
Работа ведется за счет гранта Российского научного 
фонда (проект № 21-74-30015).
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В последнее десятилетие мезенхимальные стволо-
вые клетки (МСК) все чаще используются в качестве 
препаратов для терапии ряда заболеваний нервной си-
стемы, в силу своей уникальной способности к самооб-
новлению и дифференцировке.

Выбор оптимального пути введения клеток и таргет-
ность доставки могут иметь решающее значение в ре-
ализации терапевтической эффективности клеточного 
препарата. Необходим контроль клеток после введения, 
чтобы избежать побочных эффектов, таких как злокаче-
ственная трансформация или нежелательная пролифе-
рация клеток. В силу чего, долгосрочный неинвазивный 
мониторинг клеток после введения является крайне ак-
туальной задачей.

В настоящем исследовании представлена клеточная 
линия МСК человека, содержащая генетически кодируе-
мую метку на основе инкапсулина бактерии Quasibacillus 
thermotolerans (Q.thermotolerans, Qt). Инкапсулин пред-
ставляет собой белковую оболочку диаметром 42 нм, об-
разующуюся путем самосборки из 240 белков-мономеров 
(32,2 kDa каждый), внутри которой находится грузовой бе-
лок — фермент IMEF (Iron-Mineralizing Encapsulin-Associated 
Firmicute, 42 димера, 22,6 kDa каждый), окисляющий двух-
валентное железо до трехвалентного. Таким образом, об-
разуется икосаэдр с поистине огромным весом 9,6 MDa, 
внутри которого может накапливаться около 30 000 ато-
мов железа [1], что делает инкапсулин Qt прекрасным кан-
дидатом для использования в качестве МРТ метки.

Гены, кодирующие метку, были встроены в геном МСК 
методом лентивирусной трансдукции, что позволило полу-
чить стабильную клеточную линию. Экспрессия элементов 
генетической метки была подтверждена методами ПЦР 



48 МАТЕРИАЛЫ V НАЦИОНАЛЬНОГО КОНГРЕССА ПО РЕГЕНЕРАТИВНОЙ МЕДИЦИНЕ

Гены & Клетки XVII, № 3, 2022

и Вестерн блот, тогда как ПЭМ позволила визуализиро-
вать отдельные железосодержащие наночастицы в ци-
топлазме и нуклеоплазме клеток, со средним диаметром 
32 ± 4 нм. Было показано, что в составе наночастиц при-
сутствуют железо и кислород. Генетическая метка не ока-
зывала влияния на жизнеспособность и пролиферацию 
клеток, а наличие железосодержащих наночастиц в инкап-
сулинах позволило визуализировать МСК в головном моз-
ге крысы методом МРТ как после стереотаксического, так 
и после интраартериального введения. Было продемон-
стрировано, что интенсивность МР-сигнала оставалась 
на постоянном уровне в течение 7 дней после стереотак-
сического введения клеток в головной мозг животных.
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Недавние исследования показали, что скорее моле-
кулы, продуцируемые МСК (секретом), особенно содер-
жащиеся во внеклеточных везикулах, а не сами клетки, 
отвечают за регенерацию тканей [1, 2].

Первичные культуры МСК жировой ткани крысы, 
полученные путем ферментативной диссоциации кол-
лагеназой, культивировались в среде DMEM с 5% 
эмбриональной телячьей сыворотки при 37°С и 5% 
СО2 в инкубаторе ИЛМ-170-01 (ЛамСис, Россия). Для 
получения секретома МСК, клетки на 3-ем пассаже по-
мещались в стерильный раствор фосфатного буфера 
на 24 ч при комнатной температуре, после чего надо-
садочную жидкость фильтровали и центрифугировали 
при помощи многофункциональной центрифуги Thermo 
Scientific SL 16R (Thermo, Германия).

Клетки культуры фибробластов легкого взрослой 
крысы (Sigma-Aldrich, США) рассеивались в 24-лу-
ночные планшеты и культивировались в течение суток 
в стандартных условиях с добавлением полученного 
секретома (опыт) и без (контроль). Клетки обеих групп 
подвергались 2-часовому оксидативному стрессу, ин-
дуцированному воздействием раствора перекиси во-
дорода (60 мкМ) [3].

Определение количества живых и погибших клеток 
проводили с помощью окрашивания клеток флуоресцент-
ными красителями кальцеином АМ (Sigma-Aldrich, США) 
и йодидом пропидия (Sigma-Aldrich, США). Клетки откре-
пляли от культурального пластика с помощью коктейля 
Accutase (Sigma-Aldrich, США). Клетки окрашивали 
в среде L-15 (Sigma-Aldrich, США) с 1% эмбриональной 
телячьей сыворотки, содержащей 1 мкг/мл кальцеина 
АМ и 2 мкг/мл йодида пропидия, в течение 25 минут при 
37°С. Анализ живых и погибших клеток осуществляли 
с использованием проточного цитометра Novocyte 3000 
(ACEA Biosciences, США).

Клетки опытной группы показали статистические 
достоверно более высокую в сравнении с контролем 
жизнеспособность (на 24,05%). Полученные данные 

свидетельствовуют в пользу наличия цитопротективного 
эффекта секретома МСК.
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Эндометрий является внутренней оболочкой матки. 
В ходе менструального цикла он проходит фазы проли-
ферации, дегенерации и регенерации. Эти процессы свя-
заны с активностью стволовой популяции эндометрия. 
Существует несколько маркеров стволовой популяции эн-
дометрия, которые были обнаружены в строме эндометрия 
человека. Предполагается, что они маркируют популяцию 
МСК. Локализация некоторых маркеров, например, CD90, 
ограничивается функциональным слоем и периваскуляр-
ной областью в базальном слое. CD146, в свою очередь, 
маркирует перициты. Известно, что процентное соотно-
шение клеток, экспрессирующих эти маркеры меняется 
в течение менструального цикла. Эндометрий мыши также 
подвергается изменениям в ходе эстрального цикла, одна-
ко они не так выражены, как у человека. О прогениторной 
популяции клеток эндометрия мыши и ее локализации 
имеются лишь фрагментарные данные.

На первом этапе работы криосрезы матки взрос-
лой мыши на разных стадиях эстрального цикла окра-
шивали антителами к широкой панели маркеров. 
Иммуногистохимическое окрашивание выявило гетеро-
генность в строме эндометрия мыши на всех стадиях он-
тогенеза (Е18,5, Р5 и взрослая мышь) по маркеру CD146. 
Гетерогенность по распределению иммунофлуоресцентно-
го окрашивания CD90 была обнаружена только в эндоме-
трии взрослой мыши и у эмбриона на стадии E18.5.

Строма, положительно окрашенная на CD146, пред-
ставлена или отдельными клетками или образует тяжи 
в стромальном компартменте, а также определяется вокруг 
стенок сосудов и маточных желез. Окраска на CD146 коло-
кализована на срезах эндометрия с положительной окра-
ской на CD90. К CD90+ области относится строма, подле-
жащая люминальному эпителию и маточным железам.

В тотальной фракции клеток эпителия и стромы, 
выделенных из эндометрия мыши на разных стадиях 
цикла была проанализирована экспрессия маркеров 
CD90 и CD146 при помощи метода проточной цитофлу-
ориметрии. Были выделены следующие субпопуляции: 
эпителиальные клетки EPCAM+/CD90low- и 2 популя-
ции стромальных клеток EPCAM-/CD90- и EPCAM-/
CD90+. В фазе эструса и эструса, индуцированного Е2, 
наблюдалась наибольшая медиана интенсивности флуо-
ресценции (MFI) CD90+ популяции.
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Полученные данные важны для определения раз-
личий в свойствах и локализации стволовой популяции 
у мыши и у человека. Понимание этих различий необ-
ходимо для изучения эндометрия человека с использо-
ванием мыши в качестве модельного объекта. Работа 
выполнена за счет гранта Российского Научного Фонда 
(проект № 21-74-30015).
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Многочисленные научные работы, посвященные из-
учению травмы спинного мозга (ТСМ), нацелены на ис-
следование реактивной нервной ткани, непосредственно 
прилегающей к очагу поражения спинного мозга. При 
этом, патологические сдвиги градиентно распространя-
ется в ростральном и каудальном направлениях от эпи-
центра нейротравмы. Феномен отдаленных вторичных 
повреждений имеет важное значение в посттравмати-
ческом восстановлении спинного мозга и является акту-
альным направлением для разработки принципов нейро-
реабилитации пациентов с ТСМ.

Цель исследования — иммунофлуоресцентный ана-
лиз клеток нейроглии в поясничном утолщении спинного 
мозга через 60 сут после моделирования контузионной 
травмы на уровне Тh8-Тh9 у мини-свиней.

В исследовании были использованы самки мини-сви-
ней (вьетнамская вислобрюхая) весом 20–25 кг (n=8): 
интактные животные (n=4) и опытные животные с конту-
зионной ТСМ (n=4). Дозированную контузионную травму 
вызывали между позвонками Тh8 и Тh9 с помощью ме-
таллического стержня массой 50 г, падающего с высоты 
50 см на открытый спинной мозг. Через 60 суток после 
моделирования нейротравмы поясничный отдел спинно-
го мозга процессировали для иммунофлуоресцентного 
исследования.

Поперечные срезы спинного мозга толщиной 20 мкм 
окрашивали с помощью антител против маркеров астро-
цитов (GFAP), олигодендроцитов (Olig2) и микроглии 
(Iba1). Экспрессию GFAP и Iba1оценивали как относи-
тельную имммунопозитивную площадь в процентах, ко-
личество Olig2-иммунопозитивных ядер подсчитывали 
с учетом окраски ядер с помощью DAPI. Результаты пред-
ставлены как средняя ± стандартная ошибка среднего.

Анализ экспресcии GFAP показал увеличение относи-
тельной GFAP-позитивной площади в поясничном утол-
щении у опытных животных как в передних (26,99 ± 0,97 
%), так и в задних (18,37 ± 2,06, %) рогах, при сравнении 
с интактными животными (10,15 ± 0,6% и 16,9 ± 1,14%, 
соответственно). Относительная Iba1-позитивная пло-
щадь была также больше у опытных животных в перед-
них (18,73 ± 0,49%) и задних (15,38 ± 0,63%) рогах, 
при сравнении с интактными животными (9,53 ± 0,94% 
и 8,13 ± 0,28%, соответственно). Количество 

Olig2-положительных ядер у интактных мини-свиней со-
ставило 13 ± 0,93 в передних и 11,33± 1,23 в задних 
рогах. При этом у опытных мини-свиней было выявлено 
меньшее количество Olig2-положительных ядер как в пе-
редних (4,67 ± 0,61), так и в задних (3,67 ± 0,33) рогах.

Таким образом, увеличение площади, занимаемой 
астроцитами и клетками микроглии, а также снижение 
количества олигодендроглиальных клеток в поясничном 
утолщении спинного мозга через 60 сут после контузи-
онной травмы в нижнегрудном отделе у мини-свиней сви-
детельствуют о вторичных патологических изменениях 
в нервной ткани, удаленной от эпицентра нейротравмы.
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В развитие атеросклероза вовлечено множество 
факторов и дисфункция митохондрий в клетках по-
раженной области, может занимать ключевую роль 
в возникновении и прогрессировании заболевания [1]. 
Митохондриальная дисфункция проявляется в виде 
мутаций мтДНК, вызывая окислительный стресс, ухуд-
шенному развитию АТФ [2]. Явление, когда мутирован-
ная мтДНК может сосуществовать с не мутировавшей 
мтДНК, называется гетероплазмией. Антиоксиданты, 
например, витамин Е (VE) и Emblica officinalis (EO), те-
оретически могут снижать степень окислительного 
стресса [3,4]. Удобной моделью для изучения роли ми-
тохондриальных мутаций являются цибриды. Поскольку 
мутации мтДНК могут быть связаны со степенью акти-
вации моноцитов, были использованы цибриды, полу-
ченные из моноцитарной линии THP-1 с разной мтДНК 
пациентов с атеросклерозом.

THP-1, TCN-521, LSM1 культивировали 48 ч с VE и EO 
с концентрацией 15 и 500×103 мг/л соответственно. 
Выживаемость была высокой с VE 96–98%, но с EO была 
относительно низкой 75–86%. После инкубации с анти-
оксидантами измеряли гетероплазмию мутаций, связан-
ных с атеросклерозом: T3336C, C3256T, C5178A [1]. 
VE не повлиял на гетероплазмию THP-1, но у TCN-
521 смог уменьшить на 4,4 ± 1,82 % у мутации C5178A. 
Клетки линии LSM1 мутации T3336C уменьшилась 
с 50 ± 0,7% до 39 ± 3,1%, а при мутации C3256T увеличи-
лась на 6,4 ± 1,5%. При культивировании с ЭА гетероплаз-
мия у THP-1 на всех мутациях снизилась от 2,4 ± 0,6% 
до 9,9 ± 2%, у TCN-521 и LSM1 максимальное снижение 
отмечено у мутации T3336C на 8,3 ± 2,4% и 8,2 ± 2,5% 
соответственно. Работа выполнена при поддержке 
Российского Научного Фонда, грант № 22-25-00480.
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В докладе будет представлен оригинальный подход 
к созданию биотрансплантата из культивированных кле-
ток эпителия губы на основе фибринового геля.

Целью создания биотрансплантат является его при-
менение в офтальмологии для установления нового эпи-
телиального покрова на роговице у пациентов с тяжелы-
ми заболеваниями, затрагивающих оба глаза.

Будет представлена полная технологическая цепоч-
ка его получения: 1) оценка иммунофенотипа места би-
опсии; 2) влияние культуральных систем на клетки; 3) 
морфология, иммунофенотип и проточная цитофлюори-
метрия культивированных клеток; 4) технология сборки 
биотрансплантата; 5) жизнеспособность клеток в био-
трансплантате; 6) моделирование выхода клеток.
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Благодаря своей легкодоступности и высокой пла-
стичности, аутологичные стволовые клетки производные 
нервного гребня (neural crest-derived stem cells, NCSCs) 
взрослого организма представляют собой идеальный 
вид клеток для использования в регенеративной медици-
не при восстановлении костно-хрящевых дефектов [1]. 
Применение бесклеточных технологий, в которых ис-
пользуются только внеклеточные продукты их жизне-
деятельности, сопоставимо по эффективности с транс-
плантацией клеток и наряду с культивированием NCSCs 
в среде свободной от сыворотки представляется более 
биологически безопасным [2, 3].

Первичные культуры стволовых клеток производных 
нервного гребня (neural crest related stem cells, NCSCs) 
мыши культивировались в свободной от сыворотки среде 
DMEM при 37°С и 10% СО2 (опыт) и в аналогичных усло-
виях с добавлением 10% FBS (контроль). Для получения 

секретома NCSCs клетки помещались в стерильный 
раствор PBS на 24 ч при комнатной температуре, после 
чего отбирали супернатант с последующей фильтраци-
ей и центрифугированием. Анализ содержания нуклеи-
новых кислот и белка проводили методом фотометрии. 
Фракция экзосом выделялась с использованием метода 
магнитной сепарации и анализировалась при помощи 
проточной цитометрии.

В опытной группе наблюдалось более низкое, по срав-
нению с контролем, содержание нуклеиновых кислот 
и белка в полученном секретоме (на 12,37% и 9,84%) 
и уменьшение фракции экзосом (на 14,81%), при этом 
статистически значимых различий обнаружено не было.

Таким образом, наши предварительные данные сви-
детельствуют в пользу возможности применения безсы-
вороточной среды для культивирования NCSCs в целях 
получения их секретома.

Литература:
1. Grimm W.D., Didenko N., Fritsch T et al. Biomedical Journal 

of Scientific and Technical Research. 2019. V. 17. № 2. P. 
12732.

2. Zeuner, M.-T., Didenko, N.N., Humphries, D. et al. Frontiers 
in Cell and Developmental Biology. 2018. V. Apr 11. № 6. P. 39.

3. Диденко Н.Н., Серенко Т.В., Диденко М.О. Неделя науки — 
2021. Материалы международного молодёжного форума: 
Сб. науч. трудов. Ставрополь: СтГМУ, 2021. С. 356.

ИЗУЧЕНИЕ ИЗМЕНЕНИЙ В ОПУХОЛЕВЫХ 
СФЕРОИДАХ АДЕНОКАРЦИНОМЫ МОЛОЧНОЙ 
ЖЕЛЕЗЫ ЧЕЛОВЕКА ПРИ ДОБАВЛЕНИИ 
ИНДУЦИРОВАННЫХ ЦИТОХАЛАЗИНОМ 
В МЕМБРАННЫХ ВЕЗИКУЛ

З.Е. Гилазиева, А.С. Пономарев, 
В.В. Соловьева, А.А. Ризванов

ФГАОУ ВО Казанский (Приволжский) федеральный 
университет, Казань, Россия

e-mail: zegilazieva@gmail.com

Ключевые слова: микроокружение опухоли, клетки глиобла-
стомы, аденокарцинома молочной железы, мезенхимные 
стволовые клетки, мембранные везикулы, цитохалазин В

Опухолевые клетки и их микроокружение постоянно 
взаимодействуют и влияют друг на друга через внеклеточ-
ные везикулы, к которым относятся мембранные везикулы 
или микровезикулы (МВ). Изучение влияние МВ на опухо-
левые сфероиды может предоставить новые данные, кото-
рые будут играть роль в развитии биологии опухоли. Целью 
работы является установить изменения, которые происхо-
дит в опухолевых сфероидах под действием индуцирован-
ных цитохалазином B мембранных везикул мезенхимных 
стволовых клеток жировой ткани человека (иМВ МСК) 
и клеток глиобластомы человека (иМВ SNB-19).

В этом исследовании клетки аденокарциномы мо-
лочной железы (MCF-7) использовались для создания 
опухолевых сфероидов в суспензии. Клетки глиобласто-
мы (SNB-19) и мезенхимные стволовые клетки (МСК), 
полученные из жировой ткани, были использованы для 
выделения иМВ с помощью 10 мкг/мл цитохалазина 
B. Добавление иМВ SNB-19 и иМВ МСК к сфероидам 
проводили в концентрациях 5 мкг, 10 мкг и 20 мкг. 
Влияние иМВ анализировали с помощью конфокаль-
ной микроскопии, проточной цитометрии и ПЦР в ре-
альном времени. Кроме того, для анализа влияния ци-
тохалазина В на везикулы было проведено их сравнение 
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с везикулами естественного происхождения (ЕВ) (без 
добавления цитохалазина В). ЕВ получали с помощью 
ультрацентрифугирования.

Для определения морфологии и размеров иМВ и ЕВ, вы-
деленных из МСК и SNB-19 использовалась сканирующая 
электронная микроскопии, которая показала, что везикулы 
имеют округлую морфологию и размер иМВ МСК в среднем 
составляет 150 нм, а иМВ SNB-19 около 248 нм. Размер 
ЕВ, выделенных с помощью ультрацентрифугирования 
в среднем, составляет 148 нм для ЕВ МСК и 233 нм для 
ЕВ SNB-19. Полученные данные демонстрируют, что иМВ 
и ЕВ не отличаются размерами друг от друга. Было показа-
но, что иМВ, как и ЕВ могут взаимодействовать с опухоле-
выми клетками MCF7 в монослойной культуре. Добавление 
иМВ МСК к данным сфероидам в концентрациях 5 мкг, 
10 мкг, 20 мкг увеличивало их количество. Окрашивание 
сфероидов Annexin V показало, что концентрация 20 мкг 
иМВ МСК снижала жизнеспособность опухолевых клеток 
в сфероидах. Добавление иМВ SNB-19 к опухолевым сфе-
роидам MCF7 также увеличивало их количество, однако, 
концентрация 20 мкг иМВ SNB-19 увеличивала жизне-
способность опухолевых клеток в сфероиде по сравнению 
с иМВ МСК. Добавление иМВ МСК влияло на экспрессию 
генов OCT4 и NANOG в сфероидах. При добавлении иМВ 
SNB-19 увеличивается экспрессия генов OCT4 и SOX2. 
Также статистически достоверная разница в экспрессии 
гена SLUG по сравнению с контролем наблюдалась при до-
бавлении иМВ SNB-19.

Таким образом, был проведен сравнительный ана-
лиз влияния иМВ МСК и иМВ SNB-19 на формирование 
и качество сфероидов. Работа выполнена при поддержке 
Программы стратегического академического лидерства 
Казанского (Приволжского) федерального университета 
(ПРИОРИТЕТ-2030), за счет средств Российского науч-
ного фонда (грант № 21-74-10021).
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Плазма, обогащенная тромбоцитами (ОбТП) — фрак-
ция, выделенная из периферической крови, содержание 
тромбоцитов в которой превышает физиологический 
уровень. Считается, что концентрация тромбоцитов 
в ОбТП должна составлять не менее 1000000/мкл, 
больше или меньше не будет оказывать регенеративный 
эффект. По мнению Marx R.E. ОбТП может называться 
только тот продукт, в котором в небольшом количестве 
плазмы содержится увеличенное количество тромбоци-
тов. Перед введением тромбоциты дополнительно акти-
вируются (Ca2+, тромбин, температурный режим).

В нашем исследовании одной из задач стояло полу-
чение конечного продукта объемом 20–30 мл, соблюдая 

необходимые требования. При этом важно было определить 
наиболее подходящий способ активации, что, прежде всего, 
было обусловлено точкой приложения, особенностями хи-
рургического вмешательства. Разработанный нами прото-
кол выделения ОбТП и ее активации обеспечивал следую-
щие характеристики конечного продукта: объем конечного 
продукта составлял 20–50 мл, стерильный. Клеточный со-
став готового продукта: содержание тромбоцитов составля-
ло, в среднем, 1098 ± 58,68×109/л, по сравнению с исход-
ным уровнем — 312,3 ± 16,62×109/л, p<0,0001, при этом 
отсутствовало содержание лейкоцитов и эритроцитов. Для 
получения ОбТП был отработан протокол двойного центри-
фугирования: сначала на мягком режиме, чтобы получить 
наибольшую концентрацию тромбоцитов в плазме, далее 
жесткий режим, для уменьшения объема ОбТП. С целью ак-
тивации был использован режим глубокой заморозки при 
–80С, с последующим размораживанием и хранением при 
–20С. Другой способ был основан на введении CaCl2 для 
активации аутологичного тромбина и далее смешивание 
тромбина с ОбТП для получения тромбогеля.

За период с 2017г. по 2021г. всего в исследовании 
приняло участие 166 человек с разной нозологией. В за-
висимости от заболевания пациенты были разделены 
на группы: стриктура уретры — 29 человек, интерстици-
альный цистит — 36 человек, трофическая язва — 46 чел, 
хронический остеомиелит нижних конечностей — 8 чел., 
47 пациентов с дефектами лицевого скелета. Для запол-
нения костных полостей был использован тромбогель. Для 
лечения трофических язв тромбогель и лизат тромбоци-
тов, в урологии применяли лизат тромбоцитов, курсами. 
При анализе полученных данных побочные эффекты выяв-
лены не были, у пациентов с интерстициальным циститом 
и трофическими язвами наблюдалась длительная ремис-
сия. При применении производных плазмы, обогащенной 
тромбоцитами, во время оперативных вмешательств со-
кращался восстановительный послеоперационный пери-
од, не было отмечено развития гнойных осложнений.

Таким образом, продукты из плазмы, обогащенной 
тромбоцитами, могут служить дополнительным спосо-
бом стимуляции восстановления ткани и лечения тяже-
лых рецидивирующих заболеваний с нарушением про-
цессов регенерации.

ВЫБОР ОПТИМАЛЬНЫХ УСЛОВИЙ 
СОХРАНЕНИЯ СУСПЕНЗИИ КЛЕТОК, 
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В нашей работе мы анализировали влияние темпе-
ратурного режима и длительности хранения на функци-
ональную активность клеток, подготовленных для ис-
пользования (для экспериментального или клинического 
применения).

Для исследования были использованы дермальные 
фибробласты четвертого пассажа, культивированные 
при стандартных условиях в полной питательной среде, 
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состоящей из ДМЕМ (Gibco) и 10% фетальной бычьей 
сыворотки (ФБС). При достижении конфлюэнтности 80–
90% флаконы с клетками обрабатывали трипсином-ЕДТА, 
ресуспендировали до гомогенной взвеси. В зависимости 
от ресуспендирующего раствора клетки были разделены 
на 3 группы: 1 группа: контрольная, клетки, ресуспенди-
рованные в растворе ДМЕМ и 10% ФБС; 2 группа: клет-
ки, ресуспендированные в физиологическом растворе 
NaCl 0,9% и 10% альбумине; 3 группа: фибробласты, 
ресуспендированные в физиологическом растворе NaCl 
0,9%. Каждая группа была подразделена на 3 подгруппы 
в зависимости от температурного режима хранения и дли-
тельности хранения: хранение при +4°С в течение 3 часов 
и 24 часов; хранение при +24°С в течение 3 часов и 24 ча-
сов; хранение при +37°С в течение 3 часов и 24 часов.

Нами установлено, что при температурном режиме 
+4°С количество клеток наиболее стабильно вне зависи-
мости от ресуспендирующего раствора. Однако, при выбо-
ре наиболее оптимальных условий подготовки клеток не-
обходимо учитывать и жизнеспособность клеток для чего 
был использован витальный краситель (трипановый си-
ний). Помимо этого, при микроскопической оценке образ-
цов учитывалось наличие агрегатов. При оценке этих двух 
параметров (жизнеспособность и агрегаты) наиболее удо-
боваримым оказались образцы, хранившиеся в растворах 
№ 1 и № 2 при температуре +4°С, в течение 3–24 часов. 
При температурном режиме +20°С при длительном хране-
нии появлялось значительное количество агрегатов, такие 
образцы не пригодны для использования. Вне зависимости 
от ресуспендирующего раствора при температуре хране-
ния +37°С образцы демонстрировали снижение жизнеспо-
собности клеток на 30–50%, и при хранении 24 часа были 
выявлены во всех образцах сплошь агрегаты. Показано, 
что нахождение клеток в физиологическом растворе через 
24 часа приводит к потере их жизнеспособности более, 
чем на 50%. Поскольку перед нами была поставлена зада-
ча определить наиболее приемлемые условия хранения су-
спензии фибробластов, в том числе и с целью клинической 
реализации, то считаем самым подходящим ресуспендиру-
ющий раствор № 2 (физиологический раствор 0,9% NaCl+ 
альбумин 10%), так как в растворе № 1 содержится ксено-
генный продукт (фетальная бычья сыворотка).

Таким образом, результаты проведенного исследова-
ния позволили сделать нам вывод об условиях сохране-
ния готовой суспензии дермальных фибробластов: ресу-
спендирующий раствор (физиологический раствор 0,9% 
NaCl + альбумин 10%), температура хранения +4°С, вре-
мя хранения: от 0 до 24 часов.

ПРИМАТЫ КАК ЛАБОРАТОРНОЕ ЖИВОТНОЕ 
ДЛЯ СОЗДАНИЯ МОДЕЛИ ПОВРЕЖДЕНИЙ 
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Анатомические параметры и максимальное соответ-
ствие функциональным параметрам является важным 
критерием при выборе вида животного для создания мо-
дели повреждения дыхательной системы. Выбор модели 
примата был основан на анатомическом сходстве дыха-
тельной системы с человеческой, что позволит макси-
мально точно воспроизвести все аспекты оперативного 
вмешательства на легких: выделение дыхательных путей 
и легких, технику наложения швов, перевязку сосудов. 
Для создания экспериментальной модели были выбраны 
нечеловекообразные приматы вида Papio anubis (пави-
аны анубисы). Исследование было выполнено в услови-
ях ФГБНУ «НИИ медицинской приматологии». Данная 
работа была представлена 2 сериями экспериментов. 
Первым этапом моделировали повреждение трахеи с по-
следующим ушиванием дефекта. Во второй серии экс-
периментов животным была выполнена левая пневмо-
нэктомия под общей анестезией с вентиляцией одного 
легкого. Пневмонэктомию завершали формированием 
культи левого бронха. В зону дефекта трахеи и культю 
бронха вводили исследуемые продукты.

Эксперимент был выполнен на 11 половозрелых осо-
бях мужского пола, возрастом от 7 до 14 лет, весом — 
22,4 ± 4,5 кг. 6 павианам была выполнена трахеотомия, 
4 — пневмонэктомия. Весь период эксперимента живот-
ных содержали в индивидуальных клетках.

Животные были разделены на 2 группы: опытная 
и контрольная. Опытной группе вводили исследуемый 
клеточный продукт, контрольной группе — физиологиче-
ский раствор NaCl 0,9%. В послеоперационном периоде 
проводили ежедневный мониторинг витальных функций. 
Согласно протоколу исследования животных выводили 
из эксперимента на 3-е, 7-е, 14-е и 21-е сутки. Для оцен-
ки регенеративного потенциала ткани в области введе-
ния исследуемого продукта проводили забор образцов 
трахеи и бронхов с последующим гистологическим ис-
следованием. Для оценки общеклинического состояния 
животного проводили забор периферической крови. 
В течение всего периода наблюдения приматы чувство-
вали себя удовлетворительно, сохраняли двигательную 
активность, осложнений зафиксировано не было.

Таким образом, использование приматов в качестве 
крупных лабораторных животных представляет интерес 
для проведения трансляционных исследований повреж-
дений дыхательной системы и открывает новые возмож-
ности для доклинических исследований в области реге-
неративной медицины.
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Наиболее изученными и перспективными объекта-
ми для эффективного восстановления поврежденных 
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тканей в области регенеративной медицины в настоящее 
время считаются мезенхимные стволовые клетки (МСК). 
Одним из революционных подходов, объединяющих 
в себе методологии тканевой инженерии и клеточной те-
рапии, стало применение клеточных пластов (КП) — мно-
гослойных конструкций из клеток и наработанного ими 
внеклеточного матрикса (ВКМ). МСК в составе КП ха-
рактеризуются высокой жизнеспособностью, а наличие 
белков ВКМ и заякоренных в нем растворимых факторов 
способствует большей эффективности при использова-
нии таких конструкций в терапии заболеваний.

Несмотря на очевидный потенциал применения 
КП из МСК, на сегодняшний день существуют ограни-
чения для их широкого применения. В первую очередь, 
КП из МСК очень гетерогенны по своему составу, т. к. 
формируемая МСК тканеинженерная конструкция пред-
ставляет собой многослойный пласт с организованным 
ВКМ. В связи с этим формируемые КП из МСК трудно 
стандартизируемы, ведь получаемые из тканей доно-
ров МСК зачастую сильно отличаются друг от друга. 
Уникальные свойства используемых МСК усложняют 
процесс получения готовых конструкций заданных харак-
теристик в установленные сроки.

В работе был отработан протокол получения 
КП из МСК и проведена детальная характеристика 
МСК, использованных для получения тканеинженерных 
конструкций и их анализа. Сравнительный анализ МСК 
в составе монослоя и КП позволил выявить ключевые 
параметры, которые определяют сроки сборки. Было 
установлено, что культуры МСК с длительным временем 
лаг–фазы формируют КП в более длительные сроки, при 
этом зависимости от скорости роста клеточной культуры 
обнаружено не было. Методами качественного и коли-
чественного анализа было экспериментально установ-
лено, что высокое содержание коллагена I типа и IV типа 
в культивируемых МСК также положительно коррелиру-
ет с длительными сроками сборки КП.

Результаты, полученные в данной работе, расширят 
представление о механизмах, опосредующих сборку 
КП, что позволит разработать протоколы для получения 
в установленные сроки тканеинженерных конструкций 
заданных характеристик, пригодных для клинического 
применения. Исследование выполнено в рамках государ-
ственного задания МГУ им. М.В. Ломоносова и по пер-
спективному направлению научно-образовательного 
развития Московского университета «Молекулярные 
технологии живых систем и синтетическая биология»
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В теле организма человека существует более трех-
сот различных типов функциональных клеток, которые 
выполняют различные функции: размножение, деления, 

терминальные, дифференцированные, а также постмито-
тические клетки (нейроны, кардиомиоциты) и другие [2].

В ходе эволюции в организме человека сложились 
физиологические механизмы регенеративных процес-
сов, которые позволяют обновлять клетки виде посто-
янно делящихся клеток, помогающие заменять отрабо-
танные и мёртвые клетки. Большую роль в этом играют 
стволовые клетки, которые могут не только делиться, 
но и становится клетками и исполнять те функции в тка-
нях в которую они попадают [1].

Вместе с этим с возрастом отмечается сенесценция 
клеток, которые накапливаются в процессе старения, 
что ведет к генеративным нарушениям и неспособности 
к регенерации и обновлению клеток в теле организма. 
Это связано с каскадом физиологических процессов: 
увеличением роста провоспалительных цитокинов и ме-
таллопротеиназы, что ведет разрушению внеклеточного 
матрикса (ВКМ). Помимо этого, отмечается накопление 
нефункцирующих фибробластов в кожном покрове, раз-
растанию близлежащих предраковых клеток [3].

Важно отметить, что процессы старения происхо-
дят на всех уровнях организма человека и проявляются 
в виде увеличения атеросклеротических бляшек, артрит-
но-атрозных нарушениях опорно-двигательной системы, 
в язвах кожного покрова и резком деление клеток и по-
ражении печени и во внутренних железах организма 
человека [1–3].

Таким образом, физиологические механизмы регене-
рации клеток организма тесным образом связано с воз-
растные заболеваниями человека, при которых запуска-
ются воспалительные процессы.
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Лечение дефектов суставного хряща является од-
ной из наиболее сложных задач современной ортопе-
дии [1]. Новые перспективы в решении этой проблемы 
открылись с развитием тканевой инженерии и связаны 
с применением сфероидов, которые сохраняют функци-
ональные характеристики хрящевой ткани и способны 
интегрироваться в нативную архитектуру хряща [2, 3]. 
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В настоящей работе разработана методика биопеча-
ти тканеинженерных конструктов на основе коллагена 
и сфероидов из хондроцитов человека, предназначенных 
для замещения дефектов хряща.

На первом этапе были сформированы сфероиды из пер-
вичной культуры хондроцитов человека, используя различ-
ные концентрации клеток, и изучена кинетика изменения 
их диаметров на протяжении 9 дней. Для всех концентра-
ций наблюдалось формирование сфероидов правильной 
формы приблизительного одного размера в рамках одной 
концентрации. В процессе культивирования происходило 
постепенное уменьшение диаметров сфероидов.

Для характеризации биологических свойств сферои-
дов была изучена кинетика их слияния, распластывания, 
а также биомеханические свойства. Все сфероиды де-
монстрировали эффективное слияние и распластывание, 
скорость которого была обратно пропорциональна перво-
начальной концентрации клеток. Оценка биомеханичеких 
свойств сфероидов показала, что в процессе культивиро-
вания происходит увеличение прочности сфероидов, сви-
детельствующее о накоплении внеклеточного матрикса.

С помощью биопринтера «Фабион» были напечатаны 
трехмерные конструкты на основе коллагенового гидро-
геля и сфероидов из хондроцитов человека. Во фрагмен-
тах хряща были сформированы дефекты круглой формы 
диаметром 12 мм и глубиной 3–5 мм, в полость которых 
была напечатана коллагеновая решетка со сфероидами 
в ячейках. Фрагменты хряща, содержащие конструкты, 
были подкожно имплантированы иммунодефицитным 
мышам на срок 1 месяц, после чего с помощью гистоло-
гического анализа была проведена оценка регенератив-
ных свойств напечатанных конструктов.

Проведенные исследования имеют как теоретиче-
ское, так и практическое значение и могут лечь в основу 
технологии замещения дефектов хрящевой ткани.
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Дефекты мягких тканей ежегодно диагностируют-
ся в мире у 5,5 млн больных. Нагноение ран являются 
в Российской Федерации причиной половины случаев 
обращения пациентов за хирургической помощью. На се-
годняшний день рынок средств, используемых на лечение 
ран мягких тканей, превышает 15 млрд $, на профилакти-
ку развития рубцов и шрамов — 12 млрд $. Суммарные 
расходы в мире на лечение ран мягких тканей по некото-
рым оценкам почти достигают 100 млрд $.

Цель исследования — улучшение показателей лече-
ния ран мягких тканей за счет аппликационного и гидро-
прессивного применения водородной воды.

Материалы и методы: исследование в первом 
и втором блоках было направлено на изучение воз-
действия водородной воды на протекание раневого 
процесса в асептических и гнойных ранах, соответ-
ственно. Лечение раневого процесса осуществляли 
во 2-й и 3-й контрольных группах аппликационным и ги-
дропрессивным применением 0,9% раствора хло-
рида натрия, в опытных группах — водородной воды. 
Гидропрессивная санация осуществлялось при помощи 
специального устройства — источником гидроимпульс-
ного потока жидкости (до 7 атм.), разработанного вместе 
с КБ «Химавтоматика» (г. Воронеж).

Оценка течения раневого процесса в эксперимен-
тальном исследовании проводилась с помощью объек-
тивных, лабораторных, микробиологических, гистологи-
ческих, морфометрических и статических методов.

Результаты и их обсуждение: Апликационное при-
менение водородной воды в общем лечении ран мягких 
тканей способствовало ускорению заживления ранево-
го процесса 1-й и 2-й фаз в среднем на 1,1–1,7 и 1,1–
1,3 раза соответственно, в сравнении с данными 
в 1-й контрольной группе. Аппликации водородной водой 
при лечении чистых ран показали наилучшие показа-
тели лечения по сравнению с контрольными группами 
и 2-й опытной, что по всей видимости обусловлено про-
тивовоспалительными и антиоксидантными свойствами 
Н2 воды. Гидпрессивная обработка Н2 водой (2-я опыт-
ная группа) показала лучшие результаты в лечении гной-
ных ран, по сравнению с аппликацией и обработкой 0,9% 
р-ром NaCl, что обусловлено более качественным очище-
нием раны высоконапорным потом жидкости. Во время 
лечения гнойных ран — более быстрое купирование отеч-
ности, ускорение формирования фибрина и коллагена, 
эпидермиса и восстановления мышечной ткани.

Вывод: Предварительные исследования показали 
безопасность и эффективность аппликационного и ги-
дропрессивного применения водородной воды в лечении 
ран мягких тканей.
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Проведен сравнительный анализ коррозионной 
активности биорезорбируемого сплава магния MA8 
(система Mg-Mn-Ce) и Mg–0,8Ca в физиологических 
средах (среда для культивирования клеток млекопи-
тающих — Minimum Essential Medium (MEM) и водном 
растворе NaCl). Установлено влияние состава, микро-
структуры и неоднородности биорезорбируемого маг-
ниевого сплава на его коррозионные характеристики 
на микро- и мезоуровне с помощью локальных элек-
трохимических методов, гравиметрического анализа 
скорости коррозии, традиционных электрохимических 
испытаний и анализа химического состава поверх-
ности материала. Кальцийфосфатные соединения 
являются основными продуктами, образованными 
на поверхности магниевого сплава, выдержанного 
в среде MEM. Предложена модель механизма корро-
зии сплава магния в MEM, включающая три стадии 
развития поверхностной пленки. Построена диаграм-
ма, позволяющая определить возможные реакций, 
протекающие на поверхности сплава магния в MEM, 
и термодинамическую вероятность образования хими-
ческих соединений на основании значений локального 
pH [1–3].

Проведена сравнительная оценка особенностей 
протекания коррозионного процесса на микроуровне 
на образцах сплава с естественной оксид/гидрок-
сидной пленкой и с базовым покрытием, сформиро-
ванным методом плазменного электролитического 
оксидирования (ПЭО). Установлен механизм биоде-
градации сплавов с гидроксиапатитсодержащим ПЭО-
покрытием в среде MEM. В порах и на поверхности 
ПЭО-покрытия защитного слоя выявлено образование 
гидроксиапатитсодержащих продуктов в результате 
ионного синергетического взаимодействия между под-
ложкой сплава магния, ПЭО-покрытием и компонента-
ми среды МЕМ. Проведена модификация ПЭО-слоя: 
электрофоретическая обработка ПЭО-слоя с исполь-
зованием биополимера. Композиционные защитные 
слои ограничивают доступ агрессивной среды к мате-
риалу, повышая защитные антикоррозионные свой-
ства покрытий, с одной стороны, и, за счет своего уни-
кального состава, будут ускорять рост костной ткани, 
с другой, что позволяет рассматривать такие сформи-
рованные материалы как перспективные для имплан-
тационной хирургии [4,5].

Электрохимические измерения проведены при фи-
нансовой поддержке гранта Российского научного фонда 
№ 21-73-10148. Формирование покрытий и анализ со-
става поверхности выполнены при финансовой поддерж-
ке гранта Российского научного фонда № 20-13-00130.
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Сигнальный путь Hippo и транскрипционный 
ко-активатор YAP1 оказывают непосредствен-
ное влияние на пролиферацию и дифференциацию 
клеток в различных органах, в том числе легких. Ядерно-
цитоплазматический сдвиг YAP1, который свидетель-
ствует об активации его сигнального пути и одновре-
менной репрессии пути Hippo, в развивающихся легких 
мышей играет важную роль в регулировании ветвления 
и нормального развития проксимального и дистального 
отделов легких [1, 2]. В ходе эмбриогенеза YAP1 экс-
прессируется в ядрах эпителиальных клеток альвеол, 
а в респираторном эпителии обнаруживается преиму-
щественно в цитоплазме. В настоящее время, влияние 
ядерно-цитоплазматического сдвига YAP1 на функцио-
нирование и регенеративные способности клеток легких 
в постнатальном развитии мало изучены.

В качестве модели исследования были использова-
ны органоиды легких мыши, полученные из клеточной 
суспензии легких неонатальных мышей и культивируе-
мые в матригеле. Органоиды были визуально разделены 
на три группы: 1 — крупные, полые, округлые; 2 — малые, 
неполые, округлые; 3 — среднего размера, неполые, 
не округлые. ИГХ анализ подтвердил разделение орга-
ноидов по типам и выявил экспрессию маркеров клеток 
верхних дыхательных путей (секретоглобин), а также 
альвеолярного эпителия (аквапорин 5). Таким образом, 
полученные органоиды были разделены на бронхиоляр-
ные, альвеолярные и смешанного типа, что согласуется 
с литературными данными [3].

Для исследования влияния YAP1 на развитие разных 
типов органоидов был использован ингибитор YAP1 — 
вертепорфин (ВТП). Экспрессия YAP1 оценивалась 
в трех типах органоидов с помощью ИГХ и программ-
ных методов количественного подсчета уровня ядер-
ной экспрессии. При добавлении ВТП (концентрации 
1 мкМ; 1,5 мкМ), количество бронхиолярных органои-
дов уменьшается по сравнению с контролем, при этом 
количество органоидов альвеолярного типа снижает-
ся не существенно. Уровень экспрессии YAP1 в ядрах 
клеток альвеолярных органоидов статистически досто-
верно выше, чем в бронхиолярных органоидах в кон-
троле. Однако в присутствии ВТП уровень ядерного 
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YAP1 в бронхиолярных органоидах статистически значи-
мо повышается с ростом концентрации ВТП. Вероятно, 
при добавлении ВТП нарушается механизм, контро-
лирующий ядерно-цитоплазматическое перемещение 
YAP1 в клетке, происходит подавление развития брон-
хиолярного типа органоидов и накопление YAP1 в ядрах 
бронхиолярного эпителия.

Исследование выполнено за счет гранта Российского 
научного фонда (проект № 21-74-30015).
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Рестриктивная кардиомиопатия (РКМП) — это редкая 
тяжелая форма патологии миокарда с ранним возрастом 
манифестации и плохим прогнозом. По данным ФГАУ 
«НМИЦ здоровья детей» в России доля детей с РКМП со-
ставляет 3% от всех случаев генетически обусловленных 
кардиомиопатий [1]. В основе патогенеза заболевания 
лежит ограничение наполнения желудочков сердца кро-
вью, вызванное повышением жесткости и снижением 
пластичности миокарда. Большинство случаев РКМП яв-
ляются идиопатическими и обусловлены мутациями в ге-
нах саркомерных и цитоскелетных белков. Недавно была 
установлена роль гена филамина С (FLNC), кодирующего 
актин-связывающий белок, в развитии РКМП. Однако, 
механизмы влияния мутаций филамина С на структуру 
и функции кардиомиоцитов остаются неизвестными [2]. 
На сегодняшний день в мире работы по изучению FLNC-
ассоциированной РКМП на модели кардиомиоцитов 
человека in vitro единичны. В настоящей работе была 
получена клеточная модель кардиомиоцитов, диффе-
ренцированных из ИПСК пациента c подтвержденной 
мутацией c.7416_7418delGAA в гене FLNC и диа-
гнозом РКМП, а также из ИПСК здорового донора. 
Кардиомиоциты экспрессировали основной маркер 
зрелых кардиомиоцитов — сердечный тропонин Т, и со-
храняли способность к сокращению в культуре на протя-
жении двух месяцев культивирования, в том числе после 
процедуры замораживания. Таким образом, получен-
ная клеточная модель на основе дифференцированных 

производных ИПСК представляет большой интерес как 
для раскрытия фундаментальных механизмов, приводя-
щих к развитию рестриктивного фенотипа миокарда при 
РКМП, так и для поиска мишеней специфической тера-
пии в данной группе пациентов. Данная работа была под-
держана грантом № 075-15-2019-1669 Министерства 
науки и высшего образования Российской Федерации.
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Трехмерная (3D) биопечать стала многообещающей 
технологией для воспроизводства тканей и органов с вы-
соким уровнем контроля над геометрией и микроархи-
тектурой получаемых изделий. Новые биочернила и фо-
тосшиваемый гидрогель для тканевой инженерии стали 
ключом к разработке ряда биоинженерных конструкций, 
не исключая таковых и для пластики дефектов кожи.

Фотосшиваемый гидрогель на основе хитозана — 
один из самых перспективных материалов для тканевой 
инженерии органов и тканей. Его биосовместимость, от-
носительная простота изготовления, а также контролиру-
емые механические, реологические и биодеградацион-
ные свойства соответствуют современным комплексным 
требованиям к полнослойным конструкциям, например 
биоинженерным конструкциям для лечения глубоких 
ожоговых ран.

В ходе нашего исследования был создан образец, 
напечатанный при помощи 3D-биопринтера Rokit Dr. 
INVIVO 4D2, с использованием 3-х типов биочернил 
на основе 4% раствора среднемолекулярного хитозана 
и соответственно 3-х разных видов клеток (кератиноци-
ты, дермальные фибробласты, мультипотентные мезен-
химальные стромальные клетки жировой ткани). Данная 
структура, по своим свойствам и микроархитектонике, 
максимально повторяет естественную ткань кожи. Она 
способна к самоподдержанию и росту, а также, в отли-
чие от традиционных перевязочных средств, не требует 
замены в течение всего периода заживления глубокой 
ожоговой раны. В текущий момент времени проводятся 
испытания полученных образцов на мелких лаборатор-
ных животных (крысах).

Использование созданных тканеинженерных кон-
струкций, созданных при помощи трехмерной биопечати 
в комплексном лечении глубоких ожогов создает условия 
для улучшения исходов их лечения, позволяет решить про-
блему нехватки донорских ресурсов и избежать осложне-
ний, свойственных методам кожной аутодермопластики.
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Мышцы различных групп формируют отличающиеся 
друг от друга паттерны регенеративного ответа на физи-
ческую нагрузку, включающие реакцию миосателлитов. 
Известно, что лазерное воздействие и прием аминокис-
лот с разветвленной цепью (BCAA) могут воздействовать 
на процессы гиперплазии и гипертрофии мышцы в усло-
виях тренировки [1,2], при этом особенности реакции ми-
осателлитов различных групп мышц на комбинированную 
стимуляцию лазером и аминокислотами не изучались.

Целью исследования явился анализ влияния инфра-
красного лазерного воздействия и BCAA на миосател-
литоциты различных мышечных групп при принудитель-
ном плавании. Эксперимент был выполнен на 30 крысах 
Wistar, разделенных на 5 групп: 1) интактный контроль, 
2) тренировки принудительным плаванием, 3) трениров-
ки с приемом аминокислот с разветвленной цепью, 4) 
тренировки с инфракрасным лазерным воздействием, 
5) тренировки с лазерным воздействием и приемом ами-
нокислот с разветвленной цепью. Животные выводились 
из эксперимента через 6 недель после начала трениро-
вок. Изучались гистологические препараты m. biceps 
femoris, m. pectoralis major, m. triceps brachii, анализиро-
вали количество миосателлитоцитов и площадь их ядер.

Принудительное плавание в течение 6 недель не при-
водило к статистически значимым изменениям коли-
чества и площади ядер миосателлитов. Площади ядер 
миосателлитов в разных мышечных группах не отли-
чались, а количество миосателлитов было выше в m. 
triceps brachii. После стимуляции регенерации лазерным 
воздействием наиболее выраженные изменения как 
количества миосателлитов, так и площади ядер наблю-
дались в m. biceps femoris, а при приеме ВСАА количе-
ство миосателлитоцитов было значительно выше в m. 
triceps brachii. В группе комбинированного применения 
инфракрасного лазерного облучения и BCAA происхо-
дило более выраженное увеличение площади ядер ми-
осателлитоцитов и их количества, чем при изолирован-
ной лазерной терапии, либо приеме аминокислот. В m. 
pectoralis major увеличение площади ядер миосателли-
тов было выражено слабее относительно других групп 
мышц, при этом количество клеток увеличивалось сопо-
ставимо. Таким образом, лазерное воздействия на мыш-
цы в комбинации с приемом ВСАА стимулирует ответные 
реакции миосателлитов в тренировочном процессе, при 
этом наибольшая эффективность регенеративного про-
цесса наблюдается в мышцах конечностей.
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В сердце периваскулярная ниша формирует микро-
окружение сосуда и участвует в регуляции гомеостаза 
и репаративных процессах. Данную регуляцию обеспечи-
вает взаимодействие компонентов периваскулярной ниши: 
эндотелиальных клеток, перицитов, фибробластов и фор-
мируемого ими матрикса, за счет паракринной и меж-
клеточной передачи сигналов. Для изучения механизмов 
функционирования периваскулярной ниши и возможных 
способов воздействия необходимо наличие адекватных 3D 
клеточных моделей, обогащенных сосудистыми клетками. 
В связи с чем целью нашей работы было разработать ме-
тод получения 3D модели периваскулярной ниши сердца.

Модель периваскулярной ниши разрабатывали на ос-
нове сфероидов (кардиосфер), полученных из кардиаль-
ных клеток (КК) и эндотелиальных клеток (ЭК). КК получа-
ли методом эксплантной культуры из сердец мышей линии 
C57Bl/129 и культивировали в среде IMDM, содержащей 
20% сыворотки, на фибронектине. ЭК получали путем 
ферментативной диссоцииации сердечной ткани (1 мг/
мл коллагеназа А, 30 мин при 37°С) с последующей им-
муномагнитной селекцией по маркеру CD31, и культиви-
ровали в среде EGM2-MV на желатине. Для обогащения 
кардиосфер эндотелиальными клетками ЭК и КК комби-
нировали (3:50, 1:5 и 2:5) и культивировали в планшетах 
с низкоадгезивным U-образным дном (Nunc) в среде для 
кардиосфер (35% IMDM, 65% DMEM/F-12, 3% сыво-
ротки) в течение 3 дней. Характеристику обогащенных 
ЭК кардиосфер выполняли путем иммунофлуоресцентно-
го окрашивания и оценки проангиогенных свойств по спо-
собности формировать «сосудистую сеть» в фибриновом 
геле и секретировать факторы-регуляторы ангиогенеза 
(ProteomeProfiler antibody array).

Мы показали, что разработанный нами протокол позво-
ляет формировать обогащенные ЭК кардиосферы неза-
висимо от доли ЭК. При этом монокультура ЭК не способ-
на к формированию сфероидов. В составе обогащенных 
ЭК кардиосфер визуализировали эндотелиальные (CD31) 
и гладкомышечные (SMA) клетки, а также компоненты 
внеклеточного матрикса (коллаген, фибронектин, лами-
нин). Анализ секретома обогащенных сфероидов пока-
зал наличие факторов-регуляторов ангиогенеза (MCP-1, 
MIP-1α, MMP3 и др.). При этом способность обогащенных 
ЭК кардиосфер формировать сосудистые структуры (чис-
ло и длина отростков) была выше, чем монокультуры ЭК. 
Данные результаты свидетельствуют о сохранении в обо-
гащенных ЭК кардиосферах принципов взаимной регуля-
ции, характерных для периваскулярной ниши.

Таким образом, мы разработали 3D клеточную мо-
дель периваскулярной ниши в сердце. Обогащенные 
ЭК кардиосферы обеспечивают сохранение основного 
состава и специализированных межклеточных и секре-
торных взаимодействий сосудистого микроокружения, 
что позволяет использовать данную модель для изучения 
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механизмов функционирования и регуляции периваску-
лярной ниши сердца. Работа выполнена при финансиро-
вании гранта РНФ № 21-15-00327.
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МСК (мультипотентные мезенхимальные стромаль-
ные клетки) являются востребованным инструментом 
регенеративной медицины. Они обладают высокой про-
лиферативной и паракринной активностью, иммуноу-
клончивостью, способностью к мультилинейной диффе-
ренцировке и модулируют иммунный ответ. Это делает 
возможным применение аллогенных МСК для регенера-
ции тканей и снижения острых воспалительных процес-
сов. Терапевтический эффект МСК чаще всего достига-
ется за счёт их паракринной активности, при этом состав 
секретома в большой степени зависит от экзогенных 
факторов.

В исследовании изучался паракринный профиль МСК 
в условиях провоспалительного микроокружения. МСК 
жировой ткани человека 72 часа сокультивировали с мо-
нонуклеарами периферической крови (МНК) человека 
и популяциями ЕК и Т-клеток. МНК и Т-клетки стимулиро-
вали фитогемагглютинином 10 мкг/мл, а ЕК — IL-2 и IL-
15 (20 и 10 нг/мл соответственно).

При сокультивировании существенно (р<0,05) по-
вышалась секреция МСК факторов роста: FGF-2, 
fraktalkine, eotaxin, G-CSF, VEGF. При этом продукция EGF, 
TGF-a и PDGF-AB/BB не изменялась. Концентрация GRO, 
IL-6 и IL-8 в среде от сокультуры возрастала по сравне-
нию с монокультурой МСК. В среде от стимулированных 
МНК также обнаружился высокий уровень этих факторов, 
в частности, GRO синтезируется макрофагами. В экспе-
риментах с сепарированными популяциями ЕК и Т-клеток 
удалось установить, что продукция GRO увеличивается 
за счёт вклада МСК. С помощью ПЦР-анализа показано, 
что экспрессия генов IL6 и IL8 в МСК после сокультиви-
рования увеличивалась в 10 и 200 раз, соответственно. 
Кроме того, выявлено повышение экспрессии генов, ко-
дирующих иммуномодуляторные медиаторы IDO и PGE2. 
При сокультивировании с выделенными популяциями 
иммунных клеток было обнаружено, что, помимо увели-
чения продукции описанных выше медиаторов, возрас-
тала секреция EGF и PDGF-AB/BB при взаимодействии 
с обоими типами клеток, а TGF-a — только с ЕК. При этом 
эффекты по остальным медиаторам также отличались: 
кратность увеличения продукции PDGF-AB/BB и FGF-
2 МСК в сокультуре с ЕК была в 5 раз больше, чем при 
взаимодействии с Т-клетками. Увеличение VEGF было 
более выражено (в 6 раз) в сокультуре МСК и Т-клеток.

Таким образом, в ответ на провоспалительное микро-
окружение МСК выделяют широкий спектр растворимых 
медиаторов, включающий в себя, как провоспалительные 
цитокины, так и факторы роста и иммуносупрессивные ме-
диаторы. Уровень продукции этих факторов зависит от типа 
иммунных клеток, с которым происходит взаимодействие. 

В целом, можно говорить не только о проявлении им-
муносупрессивных свойств МСК, но и об увеличении 
регенеративного потенциала МСК под воздействием 
микроокружения, сформированного провоспалительно-
активированными иммунными клетками. Работа выполне-
на при поддержке гранта РФФИ № 19-29-04026.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ НОВЫХ ПОЛИМЕРОВ 
ДЛЯ ПРЕОДОЛЕНИЯ ПРОБЛЕМЫ 
БИОМЕХАНИЧЕСКОГО НЕСООТВЕТСТВИЯ 
СИНТЕТИЧЕСКОГО СОСУДИСТОГО ПРОТЕЗА 
И АРТЕРИАЛЬНОГО СОСУДА

А.Ю. Городков1, Т.Х. Тенчурин2, 
С.В. Крашенинников2, Ш.Т. Жоржолиани1, 
Ю.М. Цыганков1, А.Д. Шепелев2, 
В.Г. Мамагулашвили2, С.Н. Чвалун2

1  Федеральное государственное бюджетное 
учреждение НМИЦ сердечно-сосудистой хирургии 
им. А.Н. Бакулева Минздрава России, Москва, 
Россия

2  НИЦ Курчатовский институт, Москва, Россия

e-mail: agorodkov@bk.ru

Ключевые слова: аорта, протез кровеносных сосудов, элек-
троформование, механические свойства, гистологические 
исследования.

Известно, что упругость аорты переменна вдоль 
ее длины [1]. Это, в сочетании со сложной конфигурацией 
проточного канала аорты, должно обеспечивать условия 
самоорганизации смерчеобразной структуры потока кро-
ви [2,3]. В литературе практически отсутствуют сведения 
о попытках воспроизвести упруго-прочностные свойства 
нативной аорты или артерий в синтетическом матриксе.

Использование при изготовлении протезов крове-
носных сосудов (ПКС) технологии эле-троформования 
сделало возможным получение матриксов с заданными 
свойствами, приближающими их к нативным тканям [4].

Выбор полимера для изготовления ПКС играет важ-
нейшую роль. Одними из перспективных полимеров счи-
таются поликапролактон (ПКЛ) (жесткий, неэластичный 
материал), и сополимер винилиденфторида с гексафтор-
пропиленом (СКФ-26) (каучукоподобный полимер) [5].

Из указанных материалов методом электроформова-
ния были изготовлены прототипы ПКС, которые имплан-
тировали в брюшную аорту свиней на срок три месяца. 
Прорастание протезов оценивали на основании гисто-
логического исследования капсулы. Соответствие свой-
ствам нативной ткани оценивали по изменению механи-
ческих свойств до и после имплантации.

На микропрепаратах показано, что в случае ПКС 
из ПКЛ капсула практически не структурирована, не со-
держит слоев клеток. Ткань капсулы незрелая, содер-
жит большое количество клеток лимфогистиоцитарно-
го ряда, фибробласты расположены хаотически. ПКС 
из СКФ-26 формирует капсулу, в которой стенка имеет 
слоистую структуру. Она имеет эндотелизированную 
внутреннюю поверхность. Внутренняя капсула содержит 
слои гладкомышечных клеток, ориентированных вдоль 
и по окружности протеза. Неоадвентиция состоит из зре-
лой соединительной ткани.

Такое различие в процессах прорастания прототипов 
ПКС клетками нашло свое отражение и в изменении ме-
ханических свойств. Так у ПКС из ПКЛ прочность упала 
в 2 раза, модуль упругости и деформация разрушения 
снизились на 38 и 22% соответственно. В тоже время 
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прочность ПКС из СКФ-26 после имплантации не изме-
нилась, а модуль упругости и деформация разрушения 
снизились на 15 и 25% соответственно.

Полученные результаты показывают, что выбор ма-
териала и технологии изготовления позволяют воспро-
извести биомеханические свойства артериального со-
суда в конструкции синтетического сосудистого протеза. 
Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РНФ № 22-15-00148
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Введение. Одним из приоритетных направлений 
развития отечественной медицинской науки, согласно 
Стратегии развития медицинской науки в Российской 
Федерации на период до 2025 года (утв. распоряжени-
ем Правительства Российской Федерации от 28 декабря 
2012 г. № 2580-р), является создание биомедицинских 
клеточных и тканеинженерных конструкций. Одним из ви-
дов таких конструкций является сфероид животных кле-
ток, который представляет собой агрегат клеток (чаще 
сферической формы), состоящий из одного или несколь-
ких видов клеток, находящихся в различных состояниях 
(пролиферирующие, спокойные, и т. д.), и, необязательно, 
содержащий матрикс. Появление первых заявок на па-
тент как по процедуре РСТ (PCT/JP 2003/011471; 
публикация WO 2004035101 А1, 29.04.2004), так 
и на национальном уровне (RU 2019134905 А1, 
30.10.2019) вызывает сложности для заявителей и спе-
циалистов, поскольку в национальных патентных законо-
дательствах не определены «специфические» требова-
ния, позволяющие описать их сущность, что необходимо 
в виду сложности объектов. Руководство заявителей 
только общими требованиями к патентным объектам при-
водит к ситуации, когда даже поданная по процедуре РСТ 
заявка либо не переходит на национальную фазу (РСТ/
GB 1998/000343; публикация WO 1998035021 А1, 
13.08.1998), либо уже на национальной фазе во всех 
странах выносятся решения об отказе в выдаче патента 
на изобретение (РСТ/EP 2017/070881; публикация 
WO 2018036910 А1, 01.03.2018).

Цель. Целью настоящего исследования является 
определение «специфических» требований для данно-
го объекта в виде существенных признаков формулы 

изобретения, поскольку биологические объекты, по край-
ней мере в отечественном законодательстве, всегда 
характеризуются «специфическими» требованиями 
к их раскрытию и отражению этой специфики в формуле 
изобретения в качестве существенных признаков.

Материалы и методы. Основным методом является 
анализ международного опыта рассмотрения заявок 
на данные объекты, в т. ч. переписка между патентным 
экспертом и заявителем, приведшая к принятию ре-
шения об отказе в выдаче патента (по системе Global 
Dossier), специализированная научная литература.

Результаты. Анализ заявок, формула которых содер-
жит объект сфероид животных клеток (продукт), показал, 
что чаще всего заявители указывают либо на клеточный 
состав сфероида (US 20160022870 А1, 28.01.2016; 
KR 10-2019-0059864 А, 22.11.2018), либо на свой-
ства, которые приобрел сфероид (ЕР 3287521 А1, 
28.02.2018). При этом, по таким заявкам делопроизвод-
ство либо еще ведется, либо прекращено по причине от-
сутствия ясности и достаточности раскрытия (т. е. приня-
то решение об отказе в выдаче патента на изобретение). 
Таким образом, проанализировав международный опыт 
и основываясь на данных специализированной научной 
литературы, для сфероида как биологического объекта, 
предложен следующий набор существенных признаков: 
используемая линия (или линии) клеток (и простран-
ственная организация слоев клеток внутри сфероида), 
питательная среда, матрикс (при его наличии), форма, 
диапазон размеров и иные признаки, характеризующие 
новые функции клеток, возникшие в результате образо-
вания сфероида. Указанное предложено для включения 
в действующие отечественные нормативные правовые 
акты в области патентования изобретений.
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И ПРОГНОЗИРОВАНИЯ ДИНАМИКИ 
НЕЙРОМОРФОГЕНЕЗА И ВЕРИФИКАЦИИ 
ЕГО ВЫЧИСЛИТЕЛЬНЫХ МОДЕЛЕЙ: 
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Так как, согласно ряду общеизвестных биофизиче-
ских моделей, развитие нейронов управляется электро-
физиологической функцией их предшественников при 
развитии последних, понятно, что, моделируя и визуали-
зируя их электрическое поле при росте отростков, начи-
ная со сферического нейробласта как модели точечного 
заряженного источника, можно получить представление 
о направлении роста отростков нейрона при его морфо-
генезе из нейробласта [1,2]. В связи с этим нами было 
осуществлено моделирование электрических полей 
групп нейронов (с графической визуализацией в виде си-
ловых линий и векторных полей) и отдельных нейронов 
на разных стадиях нейрогенеза (начиная с нейробла-
стов), а затем произведено сравнение результатов мо-
делирования [3] с результатами анализа цейтраферных 
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съёмок развития нейронов в фазовом и аноптральном 
контрасте, а также при различных флуоресцентных мето-
дах (супра)витального окрашивания [4,5].

Моделирование велось в предположении, что исход-
ный нейробласт (без отростков) может рассматривать-
ся как точечный источник заряда, линии поля которого 
в ходе развития в дальнейшем управляют аксональным 
наведением и векторами процессов развития отростков 
(sensu lato) и развития филоподий. Были рассчитаны 
и визуализированы 2D векторные поля (т. е. эквипотен-
циальные линии, изолинии напряженности и линии тока) 
в выборках цейтраферных записей для нейробластов 
и одиночных нейронов, а также нейронных ансамблей 
с разным числом клеток в них. Исходно силовые линии 
рассчитывались в предположении одинакового заряда 
всех клеток, но в дальнейшем была создана ещё одна 
модель для количественного анализа электрического 
поля популяций нейронов с различным зарядом.

Сопоставление визуализации вычисленных электри-
ческих полей нейронов в модели и результатов измере-
ния векторных полей их движения для случая гальвано-
таксиса было весьма удовлетворительным, что является 
предсказуемым, исходя из модели [3]. Также обнаружен 
факт удовлетворительного соответствия модели и экс-
перимента в случае нейроморфогенеза на полимерных 
сегнетоэлектрических подложках.
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Болезнь Паркинсона (БП) — одно из самых рас-
пространённых нейродегенеративных расстройств 
с большим разнообразием как наследственных, так 
и спорадических форм. Большая гетерогенность пато-
логии значительно затрудняет создание платформ для 
моделирования заболевания и скрининга потенциаль-
ных лекарственных препаратов. Разработка техноло-
гий клеточного репрограммирования и направленной 
дифференцировки плюрипотентных клеток в различ-
ные типы нейронов или глии дали начало новым — па-
циент-специфичным моделям заболевания. Данные 
клеточные модели позволяют наиболее адекватно 
воспроизводить патологический фенотип, присущий 
конкретному больному с исследуемой патологией, 
а также исследовать генетически обусловленные спо-
радические случаи заболевания. В нашей лаборатории 
мы работаем с целой палитрой пациент-специфичных 
моделей БП, включая наследственные формы БП с му-
тациями в генах LRRK2, SNCA, PARK2 и генетически 
обусловленными спорадическими случаями заболе-
вания. Все проведенные нами исследования были вы-
полнены на дофаминергических нейронах, полученных 
из индуцированных плюрипотентных стволовых кле-
ток пациентов с БП и здоровых доноров. Полученные 
клеточные модели полностью охарактеризованы. 
Подтверждена электровозбудимость и экспрессия 
специфичных нейрональных маркеров, более 90% 
полученных нейронов экспрессировали маркер до-
фаминергических нейронов — тирозингидроксилазу. 
Основной фокус наших исследований обращен на из-
учение кальциевой сигнализации, нарушения которой 
неоднократно отмечались в различных моделях ней-
родегенеративных патологий, включая БП. С помощью 
метода петч-кламп в конфигурации регистрации инте-
гральных токов через всю плазматическую мембрану 
клетки мы показали увеличение входа кальция в клетку 
через потенциал-управляемые каналы в дофаминерги-
ческих нейронах пациента с мутацией SNCA (в сравне-
нии с дофаминергическими нейронами здоровых до-
норов), и отсутствие выраженных нарушений притока 
кальция через потенциал-управляемые каналы в дофа-
минергических нейронах пациентов с мутациями в ге-
нах LRRK2 и PARK2. Кроме того, мы отметили выра-
женное увеличение депо-управляемого входа кальция 
в дофаминергических нейронах пациентов с мутацией 
в LRRK2, но не в SNCA и PARK2. Полученные резуль-
таты были также подтверждены на изогенной системе 
с коррекцией мутации в гене LRRK2. Таким образом, 
в зависимости от типа мутации паттерн нарушения 
кальциевой сигнализации в разных пациент-специфич-
ных моделях может быть различен, что необходимо учи-
тывать при переходе к персонализированной терапии 
и для повышения эффективности скрининга потенци-
альных лекарств. Исследование выполнено при финан-
совой поддержке гранта Министерства науки и высше-
го образования Российской Федерации (Соглашение 
№ 075-15-2021-1075 от 28.09.2021) (договор 
415/21-23-НИР) и гранта РНФ № 22-14-00218.
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Верификация регенерации повреждённых клеток пе-
чени при лечении хронической печеночной недостаточ-
ности (ХПН) является актуальной проблемой регенера-
тивной медицины. Не ослабевает интерес к поиску новых 
эффективных методов, характеризующих регенерацию 
повреждённой печени.

Целью исследования стало определение наиболее 
информативных морфофункциональных показателей, 
пригодных для оценки эффективности коррекции и лече-
ния ХПН с помощью клеточно-инженерных конструкций 
(КИК).

Работа выполнена на 80 самцах крыс Вистар 
(220–250 г.). Моделирование ХПН осуществляли пу-
тем инъекции 60% CCl4 под кожу в течение 42 суток. 
Мезенхимальные стволовые клетки культивировали 
7 суток, затем 3 суток совместно с клетками печени 
(КП), которые затем использовали для создания КИК. 
Эффективность применения КИК при ХПН оценивали 
по морфологии печени и КИК в последующие 90 су-
ток. Преобразование изображений гистологических 
срезов проводили в программе MATLAB с использова-
нием алгоритма кластеризации k-средних. Определяли 
специфические маркеры для автоматизированного 
анализа.

В структуре КИК на 90 сутки выявлены новообра-
зованные сосуды и жизнеспособные гепатоциты, пол-
ная интеграция в ткань печени. В паренхиме печени 
выявлена пролиферация гепатоцитов, восстановление 
структуры печеночной дольки. Дистрофия структур пе-
чени, жировые вакуоли, степень развития соединитель-
ной ткани были менее выражены в отличие от контроля. 
Визуализация морфологических данных с помощью ме-
тодов машинного обучения позволила наглядно предста-
вить эти изменения.

Таким образом, использованные морфофункцио-
нальные показатели состояния печени информативны, 
характеризуют эффективность коррекции и лечения 
ХПН и могут быть использованы для оценки структурной 
динамики в эксперименте.
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Открытие возможности репрограммирования сома-
тических клеток и разработка технологии получения ин-
дуцированных плюрипотентных стволовых (ИПС) клеток 
человека, открыла новые перспективы в трансплантоло-
гии и изучении молекулярных и клеточных основ тяжелых 
болезней человека [1]. Способность ИПС клеток к диф-
ференцировке в разнообразные клетки органов и тканей 
человеческого организма, такие как кардиомиоциты, ней-
роны, гепатоциты и тд., создала новые возможности для 
моделирования ряда тяжелых патологий человека, иссле-
дования молекулярных и клеточных механизмов их разви-
тия in vitro. Кроме того, технология ИПС клеток позволила 
создавать тест-системы, с помощью которых в настоя-
щее время можно проводить масштабный скрининг и вы-
яснять свойства потенциальных лекарственных средств, 
направленных на лечение конкретных заболеваний, учи-
тывая при этом индивидуальные особенности пациента. 
Тот факт, что данная технология позволяет получать ИПС 
клетки из индивидуальных дифференцированных сомати-
ческих клеток как от здоровых, так и от больных доноров 
создает ей существенные преимущества перед технологи-
ей эмбриональных стволовых клеток, что, в свою очередь, 
открывает большие перспективы в развитии персонали-
зированной медицины. В настоящей работе с помощью 
созданной многоуровневой тест-системы, основанной 
на ИПС клетках человека, полученных от здоровых доно-
ров и пациентов с болезнью Паркинсона, проведен скри-
нинг соединений на наличие нейропротекторной активно-
сти [2]. На первых этапах, тестирование ряда соединений 
пептидной и не пептидной природы осуществлялось как 
на недифференцированных ИПС клетках, так и на клет-
ках, находящихся на начальных стадиях дифференциров-
ки (эмбриоидные тела). Такой подход позволял выявлять 
наличие или отсутствие у них цито- и эмбриотоксических 
свойств. На следующих этапах, с использованием культур 
нейрональных предшественников и терминально диф-
ференцированных нейронов было продемонстрировано 
нейропротекторное действие ряда пептидов семейства 
меланокортинов, а также представителей семейства кан-
набиноидов, таких как N-докозагексаноилдофамин and 
N-арахидоноилдофамин [3]. Принципиально важным яв-
ляется тот факт, что использование ИПС клеток и их диф-
ференцированных производных позволяет существен-
ным образом сократить эксперименты по тестированию 
перспективных для фармакологии соединений на клетках 
животных, а осуществлять их сразу на клетках человека.

Работа выполнена при поддержке гранта Российского 
научного фонда (№ 21-15-00103).



62 МАТЕРИАЛЫ V НАЦИОНАЛЬНОГО КОНГРЕССА ПО РЕГЕНЕРАТИВНОЙ МЕДИЦИНЕ

Гены & Клетки XVII, № 3, 2022

Литература:
1. Takahashi K., Tanabe K., Ohnuki M. et al. Cell. 2007. V. 131. P. 

861–872.
2. Новосадова Е.В., Андреева Л.А., Арсеньева Е.Л. и др. Пат. 

РФ № 2646446 от 05 марта 2018г.
3. Novosadova E., Antonov S., Arsenyeva E. et al. Neurotoxicology. 

2021. V. 82. P. 108–118.

ИССЛЕДОВАНИЕ БИОЛОГИЧЕСКИХ СВОЙСТВ 
КРИОГЕННО-СТРУКТУРИРОВАННОГО 
ГИДРОГЕЛЯ НА ОСНОВЕ ЖЕЛАТИНА ДЛЯ 
БИОМЕДИЦИНСКИХ ТЕХНОЛОГИЙ

А.М. Григорьев1, Ю.Б. Басок, А.Д. Кириллова, 
В.А. Сургученко, Н.П. Шмерко1, 
В.К. Кулакова2, Р.В. Иванов2, В.И. Лозинский2, 
А.М. Суббот3, В.И. Севастьянов1

1  ФГБУ НМИЦ трансплантологии и искусственных 
органов им. академика В.И. Шумакова Минздрава 
России, Москва, Россия

2  ФГБУН Институт элементоорганических 
соединений им. А.Н. Несмеянова РАН, Москва, 
Россия

3  ФГБНУ НИИ глазных болезней, Москва, Россия

e-mail: Bear-38@yandex.ru

Ключевые слова: криогенно-структурированный гидрогель, 
желатин, макропористая губка, тканевая инженерия, печень.

Согласно прогнозам на ближайшие годы, острый де-
фицит донорских органов будет расти, что делает необ-
ходимым поиск альтернативных технологий, в том числе, 
технологий тканевой инженерии и регенеративной меди-
цины, основанных на имплантации клеточно-инженер-
ных конструкций (КИК), включающих матрицы-носители, 
нагруженные стволовыми и/или специализированными 
клетками [1]. При создании КИК предпочтительными 
формами матриц являются макропористые системы 
из твердотельных полимеров или гидрогелей [2].

Целью работы было исследование биологических 
свойств матрицы из криогенно-структурированного ги-
дрогеля в форме макропористой желатиновой губки, 
а также возможности создания на ее основе КИК, с раз-
личными клеточными компонентами.

Основными компонентами синтеза криогенно-
структурированного гидрогеля были желатин (тип А), 
N-(3-диметиламинопропил)-N’-этилкарбодиимид, (ЭДК) 
и мочевина (все — Sigma-Aldrich, США). Морфологию по-
верхности исследовали методом сканирующей электрон-
ной микроскопии (СЭМ). Степень набухания в воде об-
разцов определяли гравиметрически. Цитотоксичность 
оценивали на фибробластах мыши линии NIH 3T3 и ме-
зенхимальных стромальных клетках жировой ткани че-
ловека (МСКЖТч) с использованием IncuCyteZOOM 
(EssenBioscience, США). В качестве клеточной компо-
ненты КИК были выбраны МСКЖТч, клетки гепатоцел-
люлярной карциномы HepG2 или эндотелиальные клетки 
пупочной вены человека линии EA.hy926. Содержание 
альбумина в культуральной среде определяли мето-
дом иммуноферментного анализа. Скорость метабо-
лизма аммиака оценивали после 90 минут инкубации 
с 1 mM хлоридом аммония (Sigma-Aldrich, США), разве-
денным в культуральной среде на 15 сутки эксперимента.

Получение криоструктурированного гидрогеля в фор-
ме макропористой губки включало замораживание 
водного раствора смеси желатина и мочевины, уда-
ление поликристаллов растворителя лиофилизацией, 

экстракцию мочевины этанолом и обработку крио-
структурата этанольным раствором ЭДК. СЭМ позво-
лила выделить три типа пор на поверхности носителя: 
крупные (109 ± 17 мкм), средние (39 ± 10 мкм) и малые 
(16 ± 6 мкм). Степень набухания в воде образцов ма-
трицы составила 3,8 ± 0,2 г Н2О на 1 г сухого полимера. 
Установлена способность макропористой желатиновой 
губки в составе КИК поддерживать адгезию и пролифе-
рацию МСК ЖТч, клеток линии EA.hy926 и HepG2 в те-
чение 28, 15 и 9 суток, соответственно. Доказано на-
личие секреции альбумина и метаболизма аммиака при 
культивировании клеток HepG2 на желатиновой губке.

Таким образом, на примере КИК печени показана 
перспективность использования матрицы из макропори-
стого криогенно-структурированного гидрогеля на осно-
ве желатина для технологий тканевой инженерии и реге-
неративной медицины.
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Создание трехмерных биосовместимых носителей — 
матриксов, обладающих заданной морфологией и ре-
гулируемыми функциональными физико-химическими 
свойствами, является актуальной задачей науки о поли-
мерах. Многопараметрическое управление характери-
стиками таких матриксов, разработка фундаментальных 
методик их получения определяют перспективу дальней-
шего развития регенеративной медицины. Наряду с био-
совместимостью и пористой структурой матрикс должен 
обладать также биоадекватными физико-механически-
ми характеристиками: как микромеханические характе-
ристики оказывают влияние на процессы адгезии и диф-
ференцировки клеток, так и прочностные характеристики 
материала влияют на биосовместимость и общую функ-
циональность матрикса.

В докладе отражены основные подходы к созда-
нию пористых материалов с настраиваемой структурой 
и свойствами: волокнистых нетканых, губчатых и ги-
дрогелевых. Систематически исследована структура 
и биомеханическое поведение ряда тканей и органов, 
нативных и децеллюляризованных: кожи, трахеи, диа-
фрагмы, аорты, желчного протока, легких, сердца, почек. 
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Показано влияние процессов децеллюляризации и ре-
целлюляризации на стабильность к циклическим нагруз-
кам: при удалении клеточных компонент ткань теряет 
способность претерпевать многократные циклические 
деформации без потери прочности. Проведено сравне-
ние биомеханического поведения синтетических и на-
тивных матриксов. С применением различных моделей 
высокоэластичности показано влияние структурных эле-
ментов матрикса на его физико-механическое поведе-
ние. Показана эффективность использования хитозана 
и хитина для модификации свойств коллагеновых губ-
чатых материалов. Также систематически исследовано 
структурообразование принципиально новых высоко-
пористых композиционных материалов — губчато-во-
локнистых на основе природных полимеров и нетканых 
волокон, полученных электроформованием. Работа под-
держана НИЦ «Курчатовский институт» в области разра-
ботки губчатых и гидрогелевых матриксов, НМИЦ ФПИ 
в области in vivo тестирования биологических свойств 
губчатых полилактидных материалов, грантом РНФ 
№ 21-13-00321 в области получения и исследования 
губчато-волокнистых матриксов.
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Процессы дифференцировки стволовых и прогени-
торных клеток, а также трансдифференцировки терми-
нально дифференцированных клеток лежат в основе 
механизмов обновления и регенерации ткани, поддер-
жания гомеостаза. Нарушение регуляции этих процес-
сов может приводить к накоплению клеточных типов, 
патологически изменяющих функционирование тканей. 
Управление процессом дифференцировки и трансдиф-
ференцировки, в частности, позволяет предотвратить, 
а в будущем и обратить накопление в ткани миофибро-
бластов — основных эффекторных клеток при развитии 
фиброза. Один из исследуемых способов изменения 
дифференцировочной программы миофибробластов — 
стимуляция сигнального пути PPARγ с помощью индукто-
ров адипогенной дифференцировки.

Анализируя транскриптом единичных мезенхимных 
стромальных клеток (МСК), выделенных из жировой 
ткани человека, мы обнаружили гены, экспрессия ко-
торых разнонаправленно изменяется при стимуляции 
дифференцировки миофибробластов либо при индук-
ции адипогенной дифференцировки. Полученные дан-
ные были валидированы с помощью анализа уровня 
экспрессии представленных генов с помощью ПЦР 
в реальном времени. Далее мы разработали in vitro мо-
дель TGFβ-индуцированной дифференцировки легочных 
фибробластов человека в миофибробласты. В данной 
модели добавление индукторов адипогенеза приводило 

к снижению уровня альфа-гладкомышечного актина 
(αSMA), количества стресс-фибрилл в клетках, кроме 
того, снижалась способность клеток сжимать коллагено-
вый гель, характерная для миофибробластов. При этом 
в клетках значительно рос уровень экспрессии генов, ха-
рактерных для адипогенеза — PPARγ и FABP4.

ПЦР-анализ образов, полученных в разработанной 
модели, показал, что гены, выявленные в результате пред-
варительного биоинформатического анализа образцов 
МСК человека (FN1 (фибронектин-1), CHD3 (хеликазный 
хромодомен ДНК-связывающего белка 3), NTM (нейро-
тримин), VCAN (версикан), RHD10 (ретинолдегидроге-
наза-10)), также разнонаправленно экспрессируются 
и в фибробластах легких человека. Уровень экспрессии 
этих генов рос в модели TGFβ-индуцированной диффе-
ренцировки в миофибробласты и снижался в клетках по-
сле воздействия адипогенных индукторов.

Полученные данные позволят лучше понять меха-
низмы трансдифференцировки миофибробластов и вы-
явить новые перспективные мишени для лекарственной 
терапии фиброза.

Исследование поддержано грантом РФФИ 
№ 21-315-70002.
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Необходимым условием использования стволовых 
клеток (СК) в регенеративной медицине является гене-
тическая безопасность клеточного материала. Важным 
тестом, позволяющим оценить генетическую безопас-
ность на уровне клетки и на уровне популяции, являет-
ся детальный цитогенетический анализ, основанный 
на изучении морфологии хромосом в пределах карио-
типического набора. На настоящий день наиболее ис-
следованы и востребованы в медицинской практике ме-
зенхимные клетки (МСК) костного мозга, жировой ткани, 
пуповинной крови. Установлено, что разнотипные МСК 
в системе in vitro в ряде случаев характеризуются утра-
той генетической стабильности. На уровне кариотипа это 
выражается в появлении анеуплоидных клеточных вари-
антов, межхромосомных ассоциаций, способствующих 
изменению структуры кариотипического набора и раз-
нотипных хромосомных перестроек, в том числе транс-
локаций, инверсий, кольцевых хромосом, приводящих 
к изменению положения генов с возможной активацией 
про- и онкогенов.

Анализ физиологических и генетических особен-
ностей ряда линий эндометриальных мезенхимных 
стволовых клеток (эМСК), полученных в лаборатории 
внутриклеточной сигнализации и транспорта ИНЦ РАН, 
показал, что по ряду характеристик, а именно, доступно-
сти донорского материала, неинвазивному выделению, 
наличию высокого пролиферативного потенциала, низ-
кой иммуногенности, способности секретировать боль-
шое количество факторов, играющих ключевую роль 
в восстановлении и регенерации тканей, они превосхо-
дят МСК из других источников.
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Цитогенетический анализ G-бандированных мета-
фазных хромосом клеток выявил мономорфность воз-
можных кариотипических аберраций — возникновение 
поломок хромосомного материала разной локализации, 
не стимулирующих клетки к онкогенезу. Проведенный 
нами молекулярный анализ подтвердил случайный 
(неклональный) характер выявляемых хромосомных 
поломок.

В свете полученных данных, на данном этапе исполь-
зования СК в целях регенеративной медицины, эМСК 
предлагается рассматривать как наиболее генетически 
безопасные, а, следовательно, более перспективные кле-
точные линии. Работа выполнена в рамках гранта РНФ 
№ 22-74-10126.
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Церамиды, являясь биологически активными липи-
дами и основными составляющими сигнальных путей 
сфинголипидов в клетках, участвуют во многих фунда-
ментальных клеточных процессах и способны индуци-
ровать воспаление и апоптоз. Церамиды и изменения 
в их соотношении, согласно данным клинических иссле-
дований, рассматриваются в качестве новых предикто-
ров риска сердечно-сосудистых заболеваний независи-
мо от традиционных факторов риска. Однако в основном 
область научного интереса в исследованиях касается 
изучения уровня церамидов в плазме крови, в то время 
как необходимо понимать, как синтезируются и в каком 
соотношении эти биологические молекулы в непосред-
ственной близости от сердечной мышцы.

Цель: оценить уровень экспрессии ферментов основ-
ного пути синтеза церамидов в жировой ткани пациентов 
различной локализации у пациентов с сердечно-сосуди-
стыми заболеваниями.

Материалы и методы. В исследование включено 
20 пациентов с ИБС и показаниями к прямой реваскуля-
ризации миокарда методом коронарного шунтирования 
(КШ). Группу сравнения составили 18 пациентов с неко-
ронарогенными патологиями сердца (приобретенные не-
ревматические пороки сердца — митральный и аорталь-
ный стеноз / недостаточность). Во время проведения 
оперативного вмешательства были получены биоптаты 
подкожной, эпикардиальной и периваскулярной жировой 
ткани. Для измерения экспрессии генов ферментов син-
теза церамидов пути de novo (SPTLC1 — ген серинпальми-
тоилтрансферазы субъединица С1, SPTLC2 — ген серин-
пальмитоилтрансферазы субъединица С2, CERS6 — ген 
церамидсинтазы 6, DEGS1 — ген дигидроцерамиддеса-
туразы субъединица 1) использовался метод количе-
ственной ПЦР с праймерами, синтезированными ЗАО 
«Евроген» (г. Москва, Россия), на амплификаторе ViiA 7 
(Applied Biosystems, США). Нормирование результатов 

ПЦР проводилась с помощью референсных генов ACB, 
GAPDH, B2M. Анализ уровня ферментов синтеза цера-
мидов пути de novo в ЖТ пациентов был проведен мето-
дом иммуноблоттинга (вестерн-блоттинг) с использова-
нием поликлональных антител кролика (SPTLC1 Antibody, 
CSB-PA022639ESR1HU-100, SPTLC2 Antibody, 
CSB-PA022640LA01HU-100, CERS6 Antibody, CSB-
PA751145LA01HU-100, DEGS1 Antibody, CSB-
PA617990-100, Cusabio, Китай) и антител козла к бета-
тубулину (контроль загрузки, ab21057, 1:1000, Abcam). 
Статистический анализ полученных результатов прово-
дили в программе GraphPad Prism 8 (GraphPad Software).

Результаты. Результаты экспрессии генов интере-
са среди пациентов с ИБС демонстрируют более высо-
кую экспрессию гена ключевого фермента пути de novo 
SPTLC1 и фермента завершающей стадии синтеза цера-
мидов DEGS1 в образцах ПЖТ (р=0,0002 и р=0,023 со-
ответственоо) и ЭЖТ (р=0,015 и р=0,031 соответствен-
но) в сравнении с ПВЖТ. Уровень генной экспрессии 
SPTLC2 был выше только в образцах ЭЖТ в сравнении 
в ПВЖТ (р=0,013). Экспрессия СERS6 была макси-
мальной в ЭЖТ в сравнении с ПЖТ (р=0,010) и ПВЖТ 
(р=0,003). В группе пороков сердца образцы ЖТ не отли-
чались по уровню экспрессии SPTLC1, SPTLC2 и СERS6, 
в то время как генная экспрессия DEGS1 в образцах 
ЭЖТ была выше чем в ПЖТ (р=0,014). При этом па-
циенты с ИБС отличались более высокой экспрес-
сией SPTLC1 в ПЖТ (Р=0,00003), ЭЖТ (Р=0,0022) 
и SPTLC2 в образцах ЭЖТ (Р=0,039). Генная экспрессия 
СERS6 не имела межгрупповых различий. DEGS1 был бо-
лее экспрессирован в ПЖТ (р=0,029) и ЭЖТ (р=0,035) 
пациентов с ИБС, чем в группе сравнения.

Заключение. Таким образом, коронарогенная патоло-
гия сердца сопровождается активацией синтеза церами-
дов по пути de novo и усиленной экспрессией ключевых 
ферментов этого пути (серинпальмитоилтрансферазы 
субъединица С1 и С2, церамидсинтазы 6, дигидроцерамид-
десатуразы субъединица 1) в отличие от пациентов с при-
обретенными пороками клапанов сердца. Работа выпол-
нена в рамка гранта РНФ № 22-15-20007 «Церамидный 
профиль локальных жировых депо сердца: клинико-патоге-
нетическое значение и терапевтический потенциал».
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Клетки кардиосфер рассматривается в качестве пер-
спективного инструмента клеточной терапии заболева-
ний сердца, обладающего высоким терапевтическим 
потенциалом за счет секреции биологически активных 
соединений, микровезикул/экзосом. В настоящее вре-
мя ведется активный поиск подходов, направленных 
на модуляцию секретома клеток кардиосфер с целью его 
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спецификации для определенных патологий и повыше-
ния репаративных свойств.

Цель исследования: исследовать содержание про-
ангиогенных факторов в среде культивирования клеток 
кардиосфер после стимуляции липополисахаридами 
(ЛПС).

Для получения кардиальных сфероидов (кардиос-
фер) использованы образцы ушка правого предсердия, 
полученных от пациентов с ИБС в ходе операции аорто-
коронарного шунтирования. Кардиосферообразующие 
клетки получали методом эксплантной культуры, сборку 
сфероидов проводили на чашках с низкоадгезионным 
покрытием (poly-HEMA). Характеристику клеток прово-
дили с помощью проточной цитофлуориметрии и ПЦР 
в реальном времени. Стимуляцию клеток сфероидов про-
водили с помощью ЛПС (100 нг/мл) в течение 24 часов. 
Анализ секретома выполняли с помощью мультиплекс-
ного иммуноанализа Magpix.

Показано, что на поверхности клеток кардиосфер 
присутствуют белки характерные для кардиальных про-
гениторных клеток (CD105, CD73, СD117, Sca-1 like) 
и отсутствуют маркеры гематопоэтических клеток. 
Обнаружено, что клетки кардиосфер экспрессиру-
ют Толл-подобные рецепторы 4 типа (TLR4), которые 
способны распознавать ЛПС. В кондиционирован-
ной среде клеток кардиосфер после стимуляции ЛПС 
наблюдалось увеличение содержания проангиоген-
ных факторов: VEGF (63+/–2,8 vs 243+/–18,5 пг/
мл), Rantes (59,9+/–2,7 vs 2981+/–1641 пг/мл), 
MCP1 (56,9+/–2,7 vs 4739,8+/–2885,4 пг/мл), 
IL8 (55+/–2,8 vs 6879,5+/–29,8 пг/мл), Fraktalcine 
(30+/–2,8 vs 72,2+/–8,8 пг/мл).

Таким образом, ЛПС могут выступать в качестве ин-
дуктора секреции VEGF и других проангиогенных фак-
торов клетками кардиосфер. Прекондиционирование 
клеток кардиосфер с помощью ЛПС может служить ос-
новой для создания подходов для разработки препаратов 
направленного действия (на основе компонентов секре-
тома) для лечения заболеваний ишемической природы. 
Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РНФ 19-15-00384 «Исследование механизмов актива-
ции эпикарда при повреждении сердца и возможности 
стимулировать репаративный ангиогенез и репарацию 
миокарда после ишемического повреждения путем акти-
вирующих воздействий на эпикард»
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Пептидные амфифилы (ПА) представляют собой 
многофункциональные молекулы, способные собирать-
ся в супрамолекулярные матриксы и проявлять раз-
личные биохимические и физико-химические свойства. 
Благодаря своим свойствам и биосовместимой природе 
ПА являются перспективной основой для создания но-
вых биоматериалов для тканевой инженерии и регенера-
тивной медицины.

В нашей работе исследован потенциал ПА с после-
довательностью VVAGHH, модифицированной насыщен-
ной жирной кислотой с различной длиной углеродной 
цепи. Оптимизированы условия формирования матрик-
сов на поверхности культуральной посуды в зависимо-
сти от концентрации, рН, температуры. По данным ска-
нирующей электронной микроскопии матриксы имели 
организованную фибриллярную структуру с диаметром 
фибрилл в нанометровом диапазоне. Показана возмож-
ность включения в нанофибриллярный матрикс ионов 
переходных металлов (Cu, Zn, Mn), способных генериро-
вать АФК в фентоновских реакциях.

По данным теста на жизнеспособность клеток и оп-
тической микроскопии нанофибриллрный матрикс ока-
зывал различное модулирующее влияние на пролифера-
цию фибробластов и нейрональных клеток. Включенные 
металлы в зависимости от концентрации проявляли 
дополнительное модулирующее влияние на поведение 
клеток. Результаты представляют интерес для дальней-
шего создания биоактивных пептидных биоматериалов 
с нанофибриллярной структурой, способных связывать 
ионы металлов, поддерживать рост клеток млекопита-
ющих и модулировать их активность. Работа выполнена 
за счет средств субсидии, выделенной Казанскому фе-
деральному университету для выполнения государствен-
ного задания в сфере научной деятельности (проект 
FZSM-2022-0020).
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Ожоги глаз как химические, так и термические могут 
приводить к серьезному поражению тканей глаза и по-
влечь за собой потерю зрения. Одним из факторов, вли-
яющих на степень тяжести поражения, является своевре-
менность оказания первой помощи пострадавшему. При 
ожогах происходит деэпителизация поверхностных тканей 
глаза, что может в короткие сроки приводить к их склеи-
ванию, выражающемуся в укорочении или полном исчез-
новении конъюнктивальных сводов. Особенно остро эта 
проблема может стоять в военно-полевых условиях, когда 
пострадавший не может быть быстро доставлен в специ-
ализированный стационар. Нами была предложена мо-
дель офтальмологического тампонирующего средства 
для оказания первой помощи в таких условиях. Модель 
предполагает герметизацию конъюнктивальной полости 
и заполнение ее препаратом способным хорошо распре-
деляться и удерживаться в ней не менее 24 часов. В ка-
честве такого средства было предложено использовать 
инъекционные формы коллагеновых и альгинатных гелей.

В результате экспериментов как in vitro, так и in vivo, 
было показано, что основной проблемой при исполь-
зовании коллагеновых гелей является существенное 
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уменьшение их поперечных размеров вследствие вы-
теснения влаги из структуры геля. В ходе работы была 
проведена модификация таких гелей гиалуроновой кис-
лотой, альгинатом натрия и ПЭГ-400. Наилучший вла-
гоудерживающий эффект наблюдался после обработки 
коллагеновых гелей раствором альгината натрия, од-
нако только гиалуроновая кислота могла быть введена 
в структуру геля до его желирования и не препятствовала 
процессам фибриллообразования.

Инъекционная форма альгинатного геля была по-
лучена путем смешивания раствора альгината натрия 
с раствором CaSO4 в глицерине. Такие гели имели удов-
летворительное время желирования, не теряли влагу при 
сжатии и в течение длительного времени сохраняли там-
понирующее действие.

Контрольные эксперименты in vivo на модели обо-
жженного глаза показали существенное превосходство 
коллагеновых гелей в качестве тампонирующего оф-
тальмологического средства. Несмотря на более слабые 
механические свойства, коллагеновые гели способство-
вали сохранению тканей глаза, а также имели выражен-
ное противовоспалительное действие.

АНАЛИЗ СОВРЕМЕННЫХ ПУБЛИКАЦИЙ 
О НОВЫХ МЕТОДАХ ГЕННОЙ ТЕРАПИИ 
ДЛЯ ЛЕЧЕНИЯ ПОСЛЕДСТВИЙ ИНФАРКТА 
МИОКАРДА

Э.Т. Дегирменджи, С.С. Хилько

Институт «Медицинская академия 
им. С.И. Георгиевского», ФГАОУ ВО КФУ 
им. В.И. Вернадского, Симферополь, Россия

e-mail: evelinadegirmenji@yandex.ru

Ключевые слова: инфаркт миокарда, метод AAV9, 
CircTRRAP, действие CDR132L

Введение. В основе последствий инфаркта миокарда 
(ИМ) лежит критическая потеря сократимости миокарда 
вследствие замены его поврежденного участка фибро-
бластами. В настоящее время попытки восстановления 
поврежденных тканей предпринимаются учеными с ис-
пользованием генной терапии.

Цель исследования. Провести анализ литературных 
данных, посвященных изучению новым методам генной 
терапии для лечения последствий ИМ.

Методы. Для достижения поставленной цели прове-
ден систематический поиск и анализ резельтатов публи-
каций и онлайн ресурсов за период с 2020 по 2022год. 
Все публикации были индексированы из баз PubMed, 
e-Library, Scholar.

Результаты. Ученые исследовали [2], что CircTRRAP 
экспрессируется в огромном количестве после гипоксии 
в кардиомиоцитах. Его подавление способствует росту 
клеток и ингибирует апоптоз, воспаление, окислитель-
ный стресс в клетках.

По данным исследователей из Китая [3] сверхэк-
спрессия гена Ndufs1 с помощью метода AAV9, облег-
чает сердечную дисфункцию и миокардиальный фиброз 
в фазе заживления инфаркта миокарда. Это лечение мо-
жет существенно улучшить качество жизни пациентов.

Также определили [4], что сверхэкспрссия гена 
Snhg1 способствует пролиферации кардиомиоцитов, 
ангиогенезу и ингибирует апоптоз клеток после ИМ. 
Snhg1 способен образовать петлю положительной об-
ратной связи с c-Myc, что позволяет поддержать актива-
цию передачи сигналов PI3K/Akt.

Исследователи провели первое клиническое испы-
тание [5], которое продемонстрировало ингибирующее 
действие CDR132L на mir-132. Результаты показали 
дозозависимое, статистически значимое снижение mir-
132 в плазме. Испытание антисмыслового препарата 
обнадеживает, т. к. у пациентов с сердечной недостаточ-
ностью состояние улучшилось.

Проведенный анализ литературы подтверждает не-
обходимость в дальнейших исследованиях по изучению 
действия генов в устранении последствий ИМ.

Выводы. Выявлена возможность геннотерапевтиче-
ской коррекции постинфарктных изменений миокарда. 
Для оценки клинической и экономической эффективно-
сти генной терапии для лечения последствий инфаркта 
миокарда необходимо проведение экспериментальных 
и рандомизированных многоцентровых исследований.
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Мультипотентные мезенхимальные стромальные 
клетки (МСК) являются альтернативным методом для ле-
чения метаболических нарушений печени. В ряде работ 
было показано, что МСК избирательно накапливаются 
в печени при внутривенном введении [1], могут диффе-
ренцироваться в гепатоциты и участвовать в регенера-
ции при различных патологиях [2].

В рамках терапии синдрома Криглера-Найяра I типа 
ребенку провели трансплантацию аллогенных МСК, 
выделенных из пуповины человека. Целью данного ле-
чения являлось уменьшение продолжительности фото-
терапии при сдерживании уровня билирубина в сыво-
ротке крови.

Фототерапия была начата ребенку в возрас-
те 5 сут жизни, когда уровень билирубина составил 
340 мкмоль/л. Однако уровень билирубина продолжал 
варьировать от 329 до 407 мкмоль/л. В связи с чем, 
на 2 месяце жизни было принято решение о транс-
плантации МСК, на фоне которой отмечалось значи-
тельное снижение продолжительности фототерапии 
до 2 ч в день. В течение всего периода наблюдения, со-
ставляющего 2 года, ребенку провели 6 транспланта-
ций МСК. Отмечено, что эффект сохранялся в течение 
2–3 мес. Побочных эффектов от трансплантации при 
этом выявлено не было.
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МСК также показали свою эффективность для те-
рапии последствий операции Касаи. Это процедура уда-
ления поврежденных вследствие билиарной атрезии 
желчных протоков и создание анастомоза между пече-
нью и двенадцатиперстной кишкой. Однако, операция 
связана с последствиями, наиболее распространенными 
из которых является печеночный холангит из-за инвазии 
микрофлоры кишечника.

У 2х детей с БА после процедуры Касаи развился тя-
желый рецидивирующий холангит, который требовал пе-
ресадки печени в обоих случаях, в связи с нарастающей 
печеночной дисфункцией. На фоне терапии МСК в обоих 
случаях удалось остановить воспалительноый процесс 
и восстановить функциональную активность печени. 
На данный момент от начала терапии МСК дети нахо-
дятся под наблюдением на протяжении 3 лет 9 месяцев 
и 2 лет 6 месяцев. На протяжении всего периода монито-
ринга у обоих пациентов не обнаружено рецидива холан-
гита, нарушений в функции печени не выявлено, показа-
ния к проведению трансплантации печени отсутствуют.

Таким образом, МСК являются эффективным сред-
ством терапии для печеночных патологий.
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Внедрение методов секвенирования нового поколе-
ния в клиническую практику для проведения генетическо-
го анализа пациентов с гипертрофической кардиомиопа-
тией (ГКМП) приводит к выявлению все большего числа 
мутаций в генах, ассоциированных с данным заболева-
нием. Однако не для всех обнаруженных генетических ва-
риантов в настоящее время установлено их клиническое 
значение. Заключение о клиническом значении мутаций 
основывается преимущественно на популяционно-гене-
тических данных и результатах анализа in silico. Новые 
перспективы для оценки клинического значения гене-
тических вариантов открывают методы редактирования 
нуклеотидных последовательностей, в частности систе-
ма CRISPR/Cas, которые позволяют вносить и/или ис-
правлять исследуемые мутации. Редактирование инду-
цированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) 
и их последующая направленная дифференцировка 
дают возможность получать кардиомиоциты, различаю-
щиеся наличием и/или отсутствием только одной мута-
ции, и оценивать ее влияние на развитие заболевания.

В ходе секвенирования клинического экзома па-
циентов с ГКМП нами были обнаружены две мутации 

с неясным клиническим значением: p.Asn515del в гене 
MYBPC3 и p.Met659Ile в гене MYH7. Кардиомиоциты, по-
лученные при направленной дифференцировке ИПСК па-
циентов с данными мутациями, демонстрировали увели-
ченный размер, нарушения в осцилляции ионов кальция 
и повышение уровня экспрессии регуляторных генов кар-
диомиоцитов и генов саркомерных белков. Тем не менее 
остается неясным, являются ли обнаруженные признаки 
ГКМП следствием влияния мутаций p.Asn515del в гене 
MYBPC3 и p.Met659Ile в гене MYH7. Мы прим. ли систе-
му CRISPR/Cas9 для внесения данных мутаций в ИПСК 
здорового донора. В докладе будут представлены резуль-
таты редактирования генов MYBPC3 и MYH7 в ИПСК 
здорового донора, характеристика линий ИПСК с вне-
сенными мутациями и анализ кардиомиоцитов, получен-
ных в результате дифференцировки ИПСК с внесенной 
в ген MYBPC3 мутацией p.Asn515del. Работа поддержа-
на грантом РНФ № 22-15-00271.
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Бронхиальные (БО) и легочные органоиды (ЛО), полу-
ченные из индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток человека (чИПСК), могут быть применены в персо-
нализированной диагностики и терапии муковисцидоза. 
Муковисцидоз обусловлен мутациями в гене CFTR, и в бо-
лее чем 50% вызван мутацией F508del. В результате му-
таций нарушается транспорт ионов хлора и натрия через 
канал CFTR в клеточной мембране. Проводимость CFTR-
канала in vitro оценивают форсколиновым тестом. Целью 
работы было получить и охарактеризовать бронхиальные 
и легочные органоиды из чИПСК здорового донора и до-
нора с муковисцидозом с гомозиготной мутацией F508del, 
а также оценить пригодность полученных органоидов, для 
функционального теста проводимости CFTR-канала.

Дифференцировку чИПСК [1, 2] в БО и ЛО про-
водили по опубликованным протоколам с модифи-
кацией некоторых этапов [3, 4]. Характеризацию 
БО и ЛО на экспрессию маркеров клеток легкого прово-
дили методами иммуноцитохимического окрашивания, 
проточной цитофлуориметрии и конфокальной микро-
скопии. Функциональный анализ CFTR-канала в органо-
идах проводили методом форсколин-индуцированным 
набуханием (ФИС). Изображения анализировали в про-
граммном обеспечении ilastik и CellProfiler.

Получены бронхиальные и легочные органоиды 
из чИПСК здорового донора и донора с гомозиготной мута-
цией F508del в гене CFTR. БО экспрессируют маркеры ба-
зальных, бокаловидных и крупных секреторных клеток. ЛО, 
помимо вышеперечисленных маркеров, экспрессируют 
маркеры альвеолоцитов 1 и 2 типов. В обоих типах органо-
идов, полученных из чИПСК здорового донора, подтверж-
дена экспрессия гена CFTR. При ФИС, БО и ЛО из чИПСК 
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здорового донора набухали на 24 ч в среднем в 1,48 раз 
(p=0,0175) и 3,29 раз (p<0,0001) относительного исход-
ного значения, соответственно. БО и ЛО из чИПСК донора 
с муковисцидозом демонстрировали отсутствие набуха-
ния на 24 ч относительного 0 ч.

Результаты работы демонстрируют клеточный со-
став бронхиальных и легочных органоидов, а также воз-
можность их применения в качестве модели, для персо-
нализированной оценки проводимости канала CFTR и, 
в дальнейшем, в качестве модели, для разработки новых 
методов лечения.
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Пост-трансляционное ацетилирование остатков ли-
зина гистоновых и негистоновых белков регулирует важ-
нейшие функции клеток [1]. Гистонацетилтрансферазы 
(НАТ) переносят ацетильные группы от ацетил-коэнзима 
А на ε-аминогруппу остатков лизина, а гистондеацетилазы 
(HDAC) катализируют удаление ацетильных групп. На кле-
точных и животных моделях ишемии было показано, что 
ингибиторы HDAC (iHDAC) защищают нервные клет-
ки и способствуют восстановлению после инсульта [2]. 
Однако использование неселективных iHDAC имеет ряд 
побочных эффектов [2]. Поэтому поиск изоформ HAT/
HDAC, участвующих в пост-трансляционной модификации 
сигнальных белков и факторов транскрипции необходим 
для выяснения причин цитотоксичности iHDAC и разработ-
ки новых модуляторов HAT/HDAC для терапии инсульта.

Все исследования проведены на модели фототром-
ботического инсульта (ФТИ). Протеомные исследования 
позволили определить глобальные регуляторы апоптоза 
клеток мозга после ФТИ — факторы транскрипции р53, 
E2F1 и c-Myc, а также изоформы HAT (HAT1, PCAF) 
и HDAC (HDAC1, HDAC2, HDAC6), участвующие в по-
вреждении и репарации после ФТИ [3]. Исследования 
показали, что наиболее значительные изменения экс-
прессии р53 наблюдались через 24 часа после ФТИ при-
чем как в ядрах, так и в цитоплазме клеток ишемической 
пенумбры, а в нейронах уровень белка оставался высо-
ким и через 7 суток после ФТИ. С помощью базы данных 
UniProt (http:www.uniprot.org/) и программы GPS-PAIL 
2.0 (http:pail.biocuckoo.org/online.php) удалось иденти-
фицировать возможные сайты ацетилирования р53. 

In vivo было показано, что ФТИ вызывает рост ацетили-
рования р53 по К373 и К320 через 24 часа после ФТИ, 
ацетилирование р53 по К320 сохраняется и в период 
репарации. Эксперименты с активатором р53 WR1065 
показали, что ацетилирование р53 по К373 повыша-
ет стабильность белка, способствует транслокации 
р53 в ядра нейронов и росту апоптоза нейронов после 
ФТИ. Методами Duolink PLA (метод близкого лигирова-
ния) и ко-иммунопреципитации было установлено, что 
р53 непосредственно взаимодействует с ацетилтранс-
феразой PCAF и деацетилазами HDAC2 и HDAC6. Однако 
использование ингибиторов HDAC2 (MI192) и HDAC6 
(HPOB, тубастатин А) показало, что модуляция активно-
сти р53 путем его ацетилирования по К373 не отвечает 
за нейропротекцию, опосредованную селективными ин-
гибиторами HDAC2 и HDAC6, их противоапоптотическое 
действие было связано с сохранением уровня ацетили-
рования р53 по К320.

Работа выполнена при поддержке гранта Российского 
научного фонда № 21-15-00188.

Литература:
1. Spange S, Wagner T, Heinzel T, Krämer OH. Cell Biol. 2009. V. 

41(1). P. 185–98.
2. Demyanenko S, Dzreyan V, Sharifulina S. Biomedicines. 2021. 

V. 9(10). P. 1445.
3. Demyanenko S, Uzdensky A. Mol Neurobiol. 2017. V. 54(9). P. 

6839–6856.

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ СПОСОБОВ 
СБОРКИ КАРДИАЛЬНЫХ МЕЗОТЕЛИАЛЬНЫХ 
СФЕРОИДОВ

К.В. Дергилев, З.И. Цоколаева, И.Б. Белоглазова, 
А.A. Гусева, Е.В. Парфенова

ФГБУ НМИЦК им. Е.И. Чазова Минздрава России, 
Москва, Россия

e-mail: doctorkote@gmail.com

Ключевые слова: сфероид, эпикардиальное микроокружение.

Фундаментальные исследования последних лет по-
зволили переосмыслить роль эпикарда в молекулярных 
и клеточных механизмах онтогенеза сердца и его репа-
рации после повреждения. Однако его изучение крайне 
затруднено в связи с отсутствием релевантных моделей, 
моделирующих эпикардиальной микроокружение.

Цель исследования. Сравнить способы сборки эпи-
кардиальных сфероидов (эпироидов) и охарактеризо-
вать их свойства.

В работе использованы клетки эпикардиального ме-
зотелия, полученные из эмбрионального сердца мыши 
методом эксплантной культуры. Для сборки эпироидов 
протестировано несколько подходов культивирования 
клеток: 1) на чашках с поли-Д-лизином; 2) методом «ви-
сячей капли»; 3) в V– образных чашках с низкоадгезион-
ным покрытием. Характеристику сфероидов проводили 
с помощью иммуногистохимических и иммунофлуорес-
центных методов окрашивания, световой и конфокаль-
ной микроскопии и анализа изображений с помощью 
пакета программ MetaMorph®

Показано, что культивирование клеток эпикардиаль-
ного мезотелия на чашках с поли-Д-лизином и методом 
«висячей капли» не являются оптимальными подходами 
для сборки сфероидов. Культивирование в вышеуказан-
ных условиях сопровождалось более длительным пери-
одом формирования первичных клеточных скоплений 
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(24–72 часа), образованные сфероиды имели непра-
вильную форму, низкий уровень компактизации и ха-
рактеризовались высокой вариабельностью в размерах 
(50–320 мкм). При этом часть клеток не принимало уча-
стия в сферогенезе. Культивирование суспензии клеток 
в V– образных чашках с низкоадгезионным покрытием 
приводило к формированию сфероидов 152+/-23 мкм 
в течение 48 часов. Гистологические исследования по-
казали, что в составе полученных сфероидов клетки име-
ют упорядоченную организацию с высоким уровнем ком-
пактизации в поверхностном слое и более низким в зоне 
ядра. Иммунофлуоресцентные окрашивания криосрезов 
эпироидов показали, что клетки сохраняют экспрессию 
мезотелиальных маркеров (Wt1, Epicardin), формируют 
плотные контакты, образованные на основе белка ZO-
1, а также низкий уровень экспрессии гладкомышеч-
ного альфа-актина, виментина и коллагена 1 типа, что 
указывает на сохранение эпителиоподобного статуса 
большинства клеток эпикарда в составе эпироидов. При 
стимуляции TGFβ1 наблюдалось увеличение уровня ком-
пактизации эпироидов и накопление белков внеклеточ-
ного матрикса (фибронектина, коллагенов 1 и 3 типа).

Таким образом, культивирования эпикардиальных 
клеток в V–образных чашках с низкоадгезионным покры-
тием может рассматриваться в качестве оптимального 
способа для сборки эпироидов в сравнении с другими ис-
следованными подходами. Клетки в составе эпироидов 
сохраняют свойства клеток эпикардиального мезотелия 
и способность отвечать на воздействие профиброзного 
регулятора TGFβ1, что позволяет рассматривать полу-
ченные сфероиды в качестве перспективной модели эпи-
кардиального микроокружения.

Финансирование. Работа выполнена при финансовой 
поддержке гранта РФФИ 19-29-04164 «Разработка 
модели эпикардиального сфероида (эпироида) для из-
учения влияния воспаления и патологических факторов 
риска сердечной недостаточности на эпикардиальное 
микроокружение и механизмы репарации сердца»
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Хроническая сердечная недостаточность с сохранен-
ной фракцией выброса является широко распростра-
ненным заболеванием сердца, ассоциированным с про-
грессированием кардиального фиброза, и имеющем 
ограниченные возможности для медикаментозной кор-
рекции. Отсутствие эффективных методов лечения этой 
патологии в определенной степени связно с отсутстви-
ем репрезентативных in vitro моделей, которые могут 
быть использованы для поиска лекарственных мишеней 
и разработки фармацевтических препаратов направлен-
ного действия. Особый интерес в этом отношении пред-
ставляет клетки эпикардиального мезотелия, которые 

способны формировать пул фибробластов сердца и уча-
ствовать в развитии/прогрессировании фиброза.

Цель исследования: разработать 3D модель эпикар-
диального микроокружения (эпироид) и исследовать вли-
яние профиброзного индуктора TGFb1 на ее свойства.

Эпителиоподобные клетки эпикардиального мезоте-
лия выделяли из образцов, полученных в ходе операции 
аорто-коронарного шунтирования от пациентов с ишеми-
ческой болезнью сердца. Для сборки эпироидов исполь-
зовали метод культивирования в U– образных чашках 
с низкоадгезионным покрытием. Характеристику сфе-
роидов проводили с помощью ПЦР в реальном времени, 
иммуноблоттинга, методов иммуногисто/иммунофлуо-
ресцентного окрашивания.

Показано, что сформированные эпироиды образуют-
ся путем компактизации клеток, сохраняющих маркеры 
эпикардиального мезотелия, формирующих ZO-1+ со-
держащие плотные контакты и имеющих низкий уровень 
экспрессии маркеров фибробластов и коллагенового 
матрикса, что соответствует организации зоны эпикарда 
в неповрежденном сердце. При воздействии рекомби-
нантного TGFb1 происходит уменьшение размеров сфе-
роидов, в центральной части которого клетки приобре-
тают веретенообразуную форму, усиливают экспрессию 
генов мезотелиально-мезенхимального перехода, мар-
керов фибробластов и накапливают белки внеклеточ-
ного матрикса (коллаген, фибронектин), что указывает 
на признаки фиброзной трансформации.

Разработанная модель (эпироид) на основе клеток 
эпикарда с определенной долей допущения способна 
воспроизводить некоторые характеристики нативного 
эпикардиального микроокружения и модулировать кле-
точный ответ на воздействие профиброзного индуктора 
TGFb1. Эта модель может быть использована для даль-
нейшего изучения механизмов регуляции эпикардиаль-
ного микроокружения и его участия в патогенезе разви-
тия фиброза сердца.

Финансирование. Работа выполнена при финансовой 
поддержке гранта РФФИ 19-29-04164 «Разработка 
модели эпикардиального сфероида (эпироида) для из-
учения влияния воспаления и патологических факторов 
риска сердечной недостаточности на эпикардиальное 
микроокружение и механизмы репарации сердца».
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В настоящее время большое внимание уделяется 
регуляторным эффектам клеток кардиосфер, которые 
определяются действием биологически активных ве-
ществ, содержащихся в их секретоме. Направленная 
модуляция состава секретома клеток рассматрива-
ется как перспективная стратегия для разработки 
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инновационных лекарственных препаратов для лечения 
заболеваний сердца.

Цель исследования: исследовать воздействие реком-
бинантного трансформирующего фактора роста бета 1 
(TGFb1) на клетки кардиосфер с целью противовоспали-
тельного профилирования их секретома.

Для получения кардиальных сфероидов (кардиос-
фер) использованы образцы ушка правого предсердия, 
полученных от пациентов с ИБС в ходе операции аорто-
коронарного шунтирования. Кардиосферообразующие 
клетки получали методом эксплантной культуры, сборку 
сфероидов проводили на чашках с низкоадгезионным 
покрытием (poly-HEMA). Характеристику клеток прово-
дили с помощью проточной цитофлуориметрии, иммуно-
блоттинга, ПЦР в реальном времени. Стимуляцию клеток 
сфероидов проводили с помощью TGFb1 (20 нг/мл) 
в течение 24 часов. Анализ секретома выполняли с по-
мощью мультиплексного иммуноанализа Magpix.

Показано, что добавление в среду культивирования 
TGFb1 способствовало ускорению сборки и 3-кратно-
му повышению числа сфероидов, имеющих размер 
100–150 мкм. Обнаружено, что клетки кардиосфер на-
ряду с классическими маркерами прогениторных клеток 
сердца, экспрессируют TGFb1, TGFb2, TGFb3 рецепторы. 
В кондиционированной среде клеток кардиосфер после 
стимуляции TGFb1 наблюдалось снижение содержа-
ния провоспалительных (TNFa (60,9+/–2,8 vs 0,7+/–
0,4 пг/мл), IL1a (57,9+/–2,8 vs 7,1+/–2,6 пг/мл), MIP1a 
(57,9+/–2,8 vs 1,8+/–0,5 пг/мл), MIP1b (58,9+/–
2,8 vs 0,7+/–0,1 пг/мл), IL7 (53,9+/–2,8 vs 4,3+/–
0,9 пг/мл), IP10 (CXCL10) (55,9+/–2,8 vs 22+/–
4,8 пг/мл), IL1b (47,9+/–2,8 vs 1,5+/–0,4 пг/мл), 
IL15 (41,9+/–2,8 vs 2,4+/–0,4 пг/мл), IFNg (32+/–
2,8 vs 2,8+/–0,7 пг/мл), CCL5 (59,9+/–2,8 vs 12,1+/–
7,5 пг/мл)) и повышение противовоспалительных фак-
торов (IL4 (50,9+/–2,8 vs 193,6+/–70,8 пг/мл), GCSF 
(26,9+/–2,8 vs 44,5+/–11,9 пг/мл).

Таким образом, TGFb1 может способствовать проти-
вовоспалительному профилирования секретома клеток 
кардиосфер. Прекондиционирование клеток кардиосфер 
с помощью TGFb1 может служить основой для создания 
подходов для разработки препаратов с противовоспали-
тельными свойствами направленного действия (на ос-
нове компонентов секретома) для лечения заболеваний 
различной этиологии. Работа выполнена при финансовой 
поддержке гранта РНФ 19-15-00384 «Исследование 
механизмов активации эпикарда при повреждении серд-
ца и возможности стимулировать репаративный ангиоге-
нез и репарацию миокарда после ишемического повреж-
дения путем активирующих воздействий на эпикард».
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Активатор плазминогена урокиназного типа и его 
рецептор (uPAR) образуют интегрированный на клеточ-
ной мембране мультимолекулярный комплекс, который 
выполняет как протеолитическую, так регуляторные 
функции, необходимые для поддержания тканевого 
гомеостаза.

Цель: исследовать участие uPAR в реализации ангио-
генных свойств васкулогенных клеток–предшественниц 
(ВКП) и развитии кардиального фиброза.

В работе использованы ВКП, полученные из сердец 
uPAR-/- и мышей дикого типа, и охарактеризованные 
с помощью методов проточной цитофлуориметрии, ПЦР 
в реальном времени, иммуноблоттинга, иммуноцитохи-
мии, микроэррей анализа, подходов для оценки ангио-
генных свойств (tube assay, трансплантация клеток в со-
ставе матригеля). Исследование уровня васкуляризации 
миокарда и фиброза выполнялось с помощью иммуно-
гистохимических и гистологических методов с последу-
ющем анализом в программе Image J. Диастолическая 
функция сердца оценивалась с помощью ЭХОКГ.

Сравнительное исследования показало, что в сердце 
uPAR-/- животных наблюдается снижение числа капил-
ляров и артериол в сравнении с животными дикого типа. 
Мы также обнаружили, что у uPAR-/- мышей наблюдает-
ся снижение числа васкулогенных клеток-предшествен-
ниц (ВКП). Мы показали, что uPAR-/- ВКП имеют призна-
ки сниженной жизнеспособности, более легко способны 
вступать в апоптоз, имеют сниженную секрецию проан-
гиогенных факторов роста (VEGF, ангиогенинов и анги-
опоэтинов) и подавленную способность к ангиогенезу 
in vitro и in vivo. Кроме того, у uPAR-/- мышей снижение 
ангиогенного поведения клеток сочеталось с признака-
ми интерстициального фиброза в сочетании с развитием 
диастолической дисфункции, чего не наблюдалось у жи-
вотных дикого типа.

Таким образом, дефицит uPAR ведет к нарушению 
ангиогенного поведения ВКП и васкулопатии, что может 
лежать в основе развития интерстициального фиброза 
в сердце. uPAR-/- мыши могут рассматриваться в ка-
честве модели для изучения молекулярных механизмов 
развития кардиального фиброза и недостаточности 
с сохраненной фракцией выброса. Работа выполнена 
при финансовой поддержке гранта РНФ 21-15-00327 
«Изучение механизмов формирования профиброзного 
микроокружения сердца на модели кардиосфер: роль 
урокиназного рецептора».
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В последнее десятилетие новым перспективным на-
правлением биомедицинских исследований стала кле-
точная терапия. В ее основе лежит использование раз-
личных видов стволовых/прогениторных клеток, которые 
как сами могут быть трансплантированы и использованы 
для реконструирования тканей, так и служить инстру-
ментов для переноса факторов, активирующих эндо-
генные механизмы репарации. Между тем, механизмы 
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регуляции поведения стволовых/прогениторных клеток 
в организме изучены крайне мало, что в ряде случаев 
не позволяет добиться высоких показателей эффектив-
ности клеточной терапии в практике. Причиной этого 
может служить наличие сложных путей вне– и внутрикле-
точной сигнализации, регулирующих их уникальные свой-
ства, одной из которых является урокиназная система. 
Урокиназная система, состоит из активатора плазмино-
гена урокиназного типа, ее рецептора (uPAR) и ингибито-
ров. Уникальность этой системы заключается в том, что 
большинство клеточных ответов, модулированных этой 
системой, требуют трансмембранной сигнализации, кото-
рая опосредуется взаимодействием uPAR с множеством 
вне-/внутриклеточных белков и мембранных рецепторов, 
обеспечивающих передачу разнонаправленных эффек-
тов. В сообщении рассмотрены возможные пути влия-
ния uPAR на свойства репаративного пула клеток сердца 
и механизмы, приводящие к развитию патологии.

Финансирование. Работа выполнена при финансовой 
поддержке гранта РФФИ 19-29-04164 «Разработка 
модели эпикардиального сфероида (эпироида) для из-
учения влияния воспаления и патологических факторов 
риска сердечной недостаточности на эпикардиальное 
микроокружение и механизмы репарации сердца».
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В настоящее время все большее значение придается 
разработке лекарственных средств на основе естествен-
ных регуляторных пептидов. Их преимущество связано 
с мягкостью действия и отсутствием побочных эффек-
тов. Большинство из них, в отличие от других лекарств, 
не имеет в организме четко обозначенной молекулярной 
мишени действия. Они обладают множественным дей-
ствием, оказывая влияние одновременно на различные 
группы рецепторов. Особое внимание уделяется пептид-
ным препаратам, которые способствуют восстановле-
нию неврологических функций после острого нарушения 
мозгового кровообращения (инсульт). Большой вклад 
в изучение особенностей действия пептидов вносит ме-
тод полногеномного анализа транскриптома (RNA-Seq). 
Применение RNA-Seq позволило нам ранее существен-
но детализировать механизмы действия пептидного пре-
парата семакс, успешно применяющегося для лечения 
инсульта [1]. Семакс представляет собой синтетическое 
производное проопиомеланокортина, на N-конце которо-
го находится фрагмент АКТГ(4–7), а С-конец стабилизи-
рован присоединением трипептида Pro-Gly-Pro (PGP).

Целью данной работы был сравнительный анализ 
воздействия семакса и пептида меланокортинового ряда 
АКТГ(6-9)PGP на транскриптом в отделах мозга крыс, 
находящихся в нормальных физиологических условиях 

и при обратимой церебральной ишемии (tMCAO). Модель 
tMCAO у крыс была основана на эндоваскулярной окклю-
зии правой средней мозговой артерии монофиламентом 
в течение 90 мин с последующей реперфузией (22,5 ч). 
По результатам патоморфологического исследования 
срезов мозга крыс, подвергнутых tMCAO, для транскрип-
томного анализа эффектов пептидов использовали дор-
солатеральные участки лобной коры правого полушария, 
которые включали как пенумбру, так и неповрежденную 
кору. Для исследования транскрипционной активности 
клеток мозга крыс под действием пептидов в норме ис-
пользовали участки коры правого полушария, аналогич-
ные взятым у животных с ишемией.

Выявлены гены, дифференциально экспрессирую-
щиеся в дорсолатеральных участках лобной коры в нор-
ме и спустя 24 ч после tMCAO при введении пептидов 
семакса и АКТГ(6-9)PGP. Обнаружены гены и связан-
ные с ними сигнальные пути, как общие для анализиру-
емых пептидов, так и специфичные для каждого из них. 
Показано, что ответ генома на воздействие пептидов тем 
масштабнее, чем более сильное воздействие оказывают 
на модуляцию геномной активности патологические про-
цессы, протекающие в организме животного. Установлен 
компенсаторный эффект семакса и АКТГ(6-9)PGP 
на транскрипционную активность генов воспаления 
и иммунного ответа, нарушенную действием ишемии, что 
может быть одним из проявлений нейропротективных 
свойств пептидов. Исследование выполнено при финан-
совой поддержке гранта Российского научного фонда 
№ 19-14-00268-П.
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Для успешной имплантации необходимо двусторон-
нее взаимодействие между генетически нормальным 
эмбрионом и рецептивным эндометрием. На клеточ-
ном уровне рецептивность эндометрия подразумевает 
регулируемую гормонами дифференцировку эндоме-
триальных стромальных клеток (эСК) в децидуальные 
клетки, которые создают подходящее микроокружение 
для инвазирующего эмбриона. Известно, что наруше-
ние децидуализации может опосредовать неудачи им-
плантации. В настоящем исследовании мы показали, что 
старение эСК может быть причиной нарушения децидуа-
лизации стромы эндометрия и может негативно влиять 
на последующую имплантацию [1]. Используя донор-
ские линии эСК, мы обнаружили обратную зависимость 
между старением эСК и их способностями децидуали-
зироваться и принимать бластоцисто-подобные сферо-
иды. Снижение восприимчивости стареющих эСК к дей-
ствию гормонов нарушало динамику децидуализации, 
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что приводило к изменению рецептивности, нарушению 
появления субпопуляций зрелых и стареющих дециду-
альных клеток, нарушению лиганд-рецепторного взаи-
модействия с трофобластами и изменению архитектуры 
внеклеточного матрикса, что препятствовало инвазии 
модельных бластоцист. Кроме того, за счет изменен-
ной паракринной активности стареющие эСК негативно 
влияли на децидуализацию соседних здоровых клеток, 
усиливая дисфункцию стромального компартмента 
эндометрия. Для устранения негативного влияния ста-
реющих эСК на функционирование эндометрия был 
протестирован ряд соединений с сенолитической актив-
ностью, то есть способных направлено инициировать 
гибель в стареющих клетках. Однако ни одно из проте-
стированных соединений с заявленной сенолитической 
активностью не оказало желаемого эффекта на старею-
щие эСК [2]. В качестве альтернативного подхода были 
использованы сеноморфики, которые в отличие от се-
нолитиков уменьшают выраженность фенотипических 
проявлений стареющих клеток, но не влияют при этом 
на их жизнеспособность. Использование классических 
сеноморфных препаратов значимо уменьшило негатив-
ное влияние стареющих эСК на децидуализацию клеток 
и имплантацию модельных бластоцист. В перспективе ис-
пользование сеноморфиков и разработка сенолитиков, 
специфичных для стареющих эСК, могут рассматривать-
ся как подходы для повышения эффективности имплан-
тации. Важно, что такие стратегии являются уникальным 
и не имеют аналогов в мировой практике. Исследование 
выполнено за счет гранта Российского научного фонда 
№ 19-74-10038.
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Острые нарушения мозгового кровообращения 
(ОНМК) являются одной из основных причин смертности 
и инвалидизации людей в мире. По этиологии и патогене-
зу выделяют две основные формы ОНМК: ишемическую 
и геморрагическую. Для более распространенной ишеми-
ческой формы ОНМК (ишемический инсульт) существу-
ют лекарственные препараты и достаточно эффектив-
ные терапевтические подходы. В то же время для ОНМК, 
ассоциированных с излиянием крови в паренхиму мозга 
(геморрагический инсульт), менее распространенных, 

но клинически более тяжелых, эффективного специфи-
ческого лечения не существует.

Из данных литературы известно, что мезенхимные 
стволовые клетки (МСК) являются ключевыми регулято-
рами процессов регенерации поврежденных тканей, при 
этом неоднократно было показано, что, в основном МСК 
реализуют свое стимулирующее действие на процессы 
регенерации через секрецию факторов роста, цитоки-
нов, белков матрикса и пр. Терапевтическая активность 
МСК и продуктов их секреции (секретома) настолько зна-
чима, что предпринимаются попытки их использования 
для стимуляции регенерации тканей, в том числе пери-
ферических нервов и ткани мозга.

В данном исследовании нами был изучен нейропро-
тективный потенциал секретома МСК на эксперимен-
тальной модели интрацеребральной гематомы у крыс. 
Секретом МСК вводили в область повреждения через 
5 минут после моделирования интрацеребрального кро-
воизлияния по А.Н. Макаренко. За животными наблю-
дали в течение 14 дней после моделирования инсульта. 
Оценивали выживаемость, тяжесть неврологических 
дефицитов, объем повреждения головного мозга по дан-
ным МРТ и гистологического исследования.

Было установлено, что секретом МСК, введенный 
в область повреждения, предотвращает гибель экспери-
ментальных животных и снижает тяжесть неврологиче-
ских нарушений, а также уменьшает объем повреждения 
головного мозга, хотя и наблюдается видоспецифич-
ность данного эффекта. Исследование механизма ней-
ропротективного действия секретома МСК показало, 
что он способен стимулировать выживание нейронов 
в условиях глутамат-опосредованной нейротоксичности 
и снижать степень активации клеток микроглии, предот-
вращая прогрессирование вторичного повреждения 
ткани мозга. Полученные результаты позволяют рассма-
тривать секретом МСК, как перспективный препарат для 
лечения геморрагического инсульта и других острых по-
вреждений мозга.
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Нейротравма является одной из основных причин ин-
валидности и смертности человека. Однако механизмы, 
опосредующие выживание и гибель клеток перифериче-
ской нервной системы, до сих пор полностью не изучены. 
Эффективных нейропротекторов для защиты нервных 
клеток в первые часы после травмы на сегодняшний 
день не существует [1,2]. В ядре клетки E2F1 как фак-
тор транскрипции контролирует экспрессию различных 
белков, регулирующих многие процессы, в том числе 
апоптоз. Но в цитоплазме E2F1 может действовать не-
транскрипционным путем, напрямую взаимодействуя 
с митохондриями [3]. Однако, участие E2F1 в регуляции 
выживания и гибели нейронов и глиальных клеток при 
аксотомии ранее не изучалось.
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Целью нашей работы явилось: изучить изменения экс-
прессии и локализации E2F1 в ганглиях задних корешков 
крыс (DRG) в ответ на перерезку седалищного нерва.

Опыты проведены на самцах крыс линии Wistar (2–
2,5 месяцев; 200–250 г), на которых уже отработана 
методика перерезки седалищного нерва в нашей лабо-
ратории [4,5]. Декапитацию гильотиной проводили через 
1, 4, 24 часа или 7 дней после односторонней перерезки 
правого седалищного нерва. Контроль — симметричные 
ганглии с контралатеральной стороны того же животного. 
Уровень экспрессии E2F1 оценивали с помощью имму-
ноблоттинга и двойного иммунофлуоресцентного окра-
шивания. Уровень апоптоза оценивали методом TUNEL. 
Статистический анализ проводили по One Way Anova RM.

По результатам данной работы аксотомия вызывает 
гиперэкспрессию E2F1 уже через 4 часа после аксото-
мии, тогда как к 7 суткам уровень белка стремится к ми-
нимуму. При этом, уровень экспрессии E2F1 повышался 
как в цитоплазме, так и в ядрах клеток DRG. Наши дан-
ные указывают на то, что E2F1 является важной терапев-
тической мишенью, поскольку проведенные исследова-
ния продемонстрировали участие фактора транскрипции 
E2F1 в запуске апоптоза нейронов и глиальных клеток 
DRG после аксотомии.

Наши новые данные указывает на то, что E2F1 может 
быть потенциальным биомаркером на ранних стадиях по-
сле нейротравмы, предполагая, что ингибиторы E2F1 мо-
гут быть рассмотрены для терапевтических подходов 
в ранний период после повреждения. Такая стратегия 
будет направлена на спасение клеток от гибели и иметь 
терапевтический эффект, например, на восстановление 
количества нейронов после нейротравмы, как концепту-
альная альтернатива трансплантации клеток.

Работа выполнена при поддержке гран-
та Министерства науки и высшего образования 
РФ № 0852-2020-0028 и стипендии Президента 
Российской Федерации для молодых ученых.
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Целый ряд уникальных качеств (возможность рас-
познавания сигналов клеток, биоразлагаемость, 

механические свойства) делают коллаген уникаль-
ным материалом для регенеративной медицины [1]. 
Изучаемый нами коллагеновый гель представляет со-
бой прототип имплантируемого медицинского изделия. 
Это гелеобразное вещество на основе внеклеточного 
матрикса (ВКМ) из коллагена (преимущественно I и III ти-
пов) ксеногенного происхождения и стерильного физио-
логического раствора. Внеклеточный матрикс получен 
путем глубокой очистки (многоступенчатая химико-био-
логическая обработка), децеллюляризации и фрагмента-
ции ксеногенного сырья. Источником сырья для изготов-
ления ВКМ являются перикард крупного рогатого скота 
(КРС) и подслизистой тонкой кишки (ПТК) свиньи [2].

Первичные культуры МСК человека культивировали 
при 37°C и 5% CO2 в пластиковых культуральных флаконах 
площадью 25 см2, содержащих полную питательную среду. 
На третьем пассаже клетки высевались на образцы иссле-
дуемых материалов и культивировались в течение 96 ч.

Подсчет клеток и уровня их жизнеспособности про-
водился при помощи автоматического счетчика LounaFL 
(LogosBio) с использованием окрашивания трипановым 
синим. Для оценки пролиферативной активности кле-
ток применяли люминесцентный анализ уровня АТФ 
с использованием набора реагентов ATPlite 1 step 
(PerkinElmer) при помощи фотометра-имиджера Cytation 
1 (BioTek). Для оценки миграционной активности исполь-
зовали анализ на «зарастание раны» (scratch test).

По результатам проведенного исследования показа-
но, что опытные образцы гелей из перикарда КРС и ПТК 
свиньи не обладают цитотоксичностью, не препятствуют 
митотической активности и пролиферации МСК человека. 
Полученные данные дают основание проводить исследова-
ния эффективности и безопасности опытных образов из-
делия в экспериментах in vivo на лабораторных животных.
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Исследование были проведены с 2021 по 2022 гг. 
Объектом исследования служили плотоядные животные 
с новообразованиями молочных желез (собаки (n=28), 
кошки (n=25)), которые были пациентами ветеринар-
ных клиник г. Ставрополя. Возраст животных составлял 
от 7 до 15 лет.

В 42% случаев у собак пород: немецкая овчарка, 
пудель, доберман, метис, при патогистологическом ис-
следовании была диагностирована — аденокарцинома 
высокодифференцированная (G1) — 66% до умере-
но-дифференцированной (G2) — 33%. У кошек в 64% 
случаев породы: сиамская, сфинкс, бенгальская, ме-
тис, были установлены при исследовании аденокар-
цинома высокодифференцированная (G1) — 16%, 
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умерено-дифференцированная (G2) — 24% и низкодиф-
ференцированная (G3) — 24%. При постановке патогисто-
логического диагноза использовалась Международная 
гистологическая классификация и номенклатура опухо-
лей домашних животных ВОЗ (1975).

Экспрессия белка B23 у кошек выявляется в эпите-
лиальном компоненте, проявляется сильным окраши-
ванием (+3), занимает больше 10% площади опухоли. 
Иммуннопозитивный материал имеет ядрышковую лока-
лизацию в количестве от 1 до 2-х, с выраженным анизо-
нуклеозом. Отмечается наличие маркера в цитоплазме 
в виде гранул. У собак экспрессия В23 имеет от сильного 
(+3) до умеренного окрашивания (+2) и занимает также 
больше 10% от площади опухолей. Количество ядрышек 
насчитывается от 1 до 3-х.

Таким образом, фактор транскрипции В23 в опухолях 
молочный железы у собак и кошек имеет эпителиальную 
локализацию, выявленную во внутриядерном субком-
партмене. По нашему мнению, выявленные изменения 
связаны с нарушением сигнального пути от ErbB1 к ну-
клефозмину в клетках, что приводит к генетическому дис-
балансу и возникновению опухолей [1, 2, 3].
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С помощью флуоресцентно-гистохимическим мето-
дов Фалька-Хилларпа и Кросса-Эвана-Роста исследо-
вано содержание гистамина и серотонина в клеточных 
элементах слизистой и мышечной оболочек тела матки 
крыс в течение беременности и послеродового периода. 
Наиболее высокий уровень гистамина в тучных клетках 
слизистой и мышечной оболочек, в гладких миоцитах 
миометрия наблюдается перед родами и сразу после 
них. Для показателей, оценивающих плотность тучных 
клеток и содержание в них гистамина, характерна от-
рицательная взаимосвязь, как во время беременности, 
так и после родов (R=–0,807–0,814). В то же время 
для изменений содержания гистамина в тучных клет-
ках и гладких миоцитах миометрия свойственна высо-
кая положительная взаимосвязь. После образования 
гистамин связывается рабочими клетками, превраща-
ется в неактивную форму или разрушается ферментом 
диаминооксидазой или гистаминазой [1]. Отмечено, что 
при любом способе инактивации гистамина образуются 
активные формы кислорода, которые могут вызывать 

макромолекулярные повреждения и старение клеток, 
особенно если в их микроокружении мало молекул анти-
оксидантов [2]. Возможно, это способствует апоптозу 
миоцитов во время послеродовой инволюции матки.

Максимальное содержание серотонина в эпителио-
цитах эндометрия отмечается на 7-е сутки беременно-
сти. Начиная со вторых суток после родов, происходит 
значительное снижение содержания серотонина и гиста-
мина в эпителиоцитах эндометрия со стабилизацией это-
го показателя на 7–8-е сутки. Серотонин в гладких ми-
оцитах миометрия достоверно выявляется только в 1-е, 
10-е и 15-е сутки после родов. По результатам нашего 
исследования к 5-м суткам послеродового периода зна-
чительно снижается частота клеток мышечной оболочки 
с положительной экспрессией гена p53 апоптоза.

Тучные клетки матки являются основным источником 
гистамина и серотонина в тканях матки. Поддержание 
гистаминопосредованной аутокринной регуляции се-
креции тучных клеток является одним из ключевых фак-
торов поддержания пролиферации, дифференцировки 
и апоптоза клеток матки.
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Эндотелиально-мезенхимный переход (ЭндМП) явля-
ется одним из ключевых событий, происходящих в сердце 
как при развитии органа, так и его поломке. В эндМП во-
влечено множество сигнальных путей, которые активно 
модулируют процесс, и наиболее важным является сиг-
нальный путь Notch, который представляет собой ключе-
вой регулятор эндМП при миокардиальном фиброзе [1]. 
Передача сигналов Notch это эволюционный консерва-
тивный путь межклеточной коммуникации, участвующий 
в выборе клеточной судьбы посредством лиганд-рецеп-
торных взаимодействий между трансмембранными моле-
кулами соседних клеток. Сердечный фиброз формируется 
в результате развивающейся сердечной недостаточно-
сти, например, возникшей в следствии инфаркта миокар-
да, и характеризуется избыточным отложением коллаге-
на, что становится причиной ремоделирования органа. 
Ранее мы отмечали [2], что в процессах раннего ремоде-
лирования миокарда участвует фактор BMP2 из супер-
семейства TGF-β. Сигнальный каскад, индуцированный 
TGF-β, является также важным регуляторным путем 
в инициации и развитии эндМП [3]. Взаимодействуют 
ли сигнальный путь Notch и BMP2 между собой в процес-
сах эндМП остаётся неясным.
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Целью работы было изучить влияние попеременной 
активации сигнального пути Notch и Bmp2 в мезенхим-
ных клетках сердца (МКС) и эндотелиальных клетках 
пупочной вены человека (ПВЭК) при моно- и сокульти-
вировании. Трансдукцию клеток осуществляли с исполь-
зованием лентивирусных векторов, несущих целевые 
последовательности к NICD и BMP2. Оценку активации 
маркеров эндМП проводили с помощью ПЦР с обратной 
транскрипцией, а также окрашивали клетки на α-SMA 
иммуноцитохимическими методами.

Экзогенная активация NICD привела к повышению 
уровня компонентов сигнального пути Notch, а индук-
ция сигнального пути Bmp усилило экспрессию фактора 
Bmp2, но при двойной трансдукции эффект активации 
был наиболее выраженным в обеих культурах. При со-
культивировании, наоборот, уровень маркеров эндМП 
был более умеренным, чем отразилось пониженной экс-
прессией α-SMA.

Таким образом, уровни экспрессии сигнального пути 
Notch и Bmp2 оказывают влияние на выраженность 
маркеров эндМП, и при одновременной активации обеих 
передач сигналов, усиливаются клеточные эффекты как 
в МКС, так и в ПВЭК.

Работа была выполнена при поддержке РФФИ 
№ 20-015-00574.
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К аддитивным технологиям [1–5], которые сегодня 
активно развиваются в области создания металлических 
имплантатов, относятся такие методы, как селективное 
лазерное плавление и электронно-лучевая плавка.

Целью нашего исследования явилось исследование 
свойств образцов материалов из порошка сплава тита-
на ВТ 6, полученных методами: селективного лазерного 
плавления (СЛП) и электронно-лучевой плавки (ЭЛП).

Материалом для исследования являлись образ-
цы, сделанные в виде металлических шайб размером 

10 мм в диаметре и 2 мм в высоту, полученные из по-
рошка сплава титана марки ВТ 6 методом селективного 
лазерного плавления — 20 штук, методом электронно-
лучевой плавки — 20 штук и шайбы, полученные из ком-
пактного титана марки ВТ 6 — 20 штук.

Исследование морфологии поверхности образцов 
проводилось с помощью сканирующего электронного 
микроскопа Tescan Mira 3 LMH при величине ускоряю-
щего напряжения 10 кВ в режиме регистрации вторич-
ных электронов с помощью детектора SE.

Исследование элементного состава образцов было 
проведено с помощью системы AZtecEnergy Standard / 
X-max 20, установленной на сканирующем электронном 
микроскопе Tescan Mira 3 LMH, при величине ускоряю-
щего напряжения 20 кВ и величине рабочего расстояния 
15 мм.

Исследование биосовместимости проводили опреде-
ляя пролиферативную активность мезенхимальных ство-
ловых клеток (МСК).

Пролиферативную активность клеток определяли 
с помощью набора EZ4U (Biomedica), модификации те-
ста МТТ, который оценивает метаболическую активность 
клеток, коррелирующую с количеством живых клеток. 
Статистическую обработку данных проводили при помо-
щи программного обеспечения MS Excel 2016 с исполь-
зованием методов описательной статистики).

Результаты исследований
1. Образцы, изготовленные из одного порошка спла-

ва титана ВТ 6, но с применением разных методов адди-
тивных технологий, отличаются как по химическому со-
ставу, так и по биологической совместимости.

2. Отсутствие на поверхности образца, изготовлен-
ного методом СЛП, атомов алюминия и ванадия суще-
ственно увеличивает пролиферативную активность ме-
зенхимальных стволовых клеток.

3. Элементный состав поверхности образцов, из-
готовленных методом ЭЛП, соответствует элементному 
составу образца из компактного титана марки ВТ 6, что 
говорит о перспективах применения данного материала 
для изготовления имплантатов, работающих в режиме 
функциональных нагрузок.
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Проблема сохранения и восстановления репродуктив-
ного здоровья женщин заслуживает особого внимания 
на современном этапе социального и экономического 
развития общества. Несмотря на значительные успе-
хи, достигнутые в области вспомогательных репродук-
тивных технологий, благополучный исход беременности 
наблюдается далеко не у всех пациенток, проходящих 
лечение от бесплодия. Одним из важнейших факторов 
в патогенезе репродуктивных дисфункции у женщин явля-
ется нарушения функции эндометрия. Эндометрий — это 
внутренняя оболочка матки, которая при гормональной 
стимуляции подвергается децидуальной трансформации, 
обеспечивающей имплантацию эмбриона в случае за-
чатия и дальнейшее поддержание беременности. Для из-
учения эндометрия в норме и при патологии разработаны 
модели выделения и культивирования клеток эндометрия 
in vitro. Однако в основном, культивируемые модели эн-
дометрия представляют из себя монокультуры отдельных 
типов эндометриальных клеток в виде клеточного моно-
слоя. Актуальным направлением современной клеточной 
биологии является переход к исследованию трехмерных 
(3D) клеточных моделей, наиболее близких по архитектуре 
к тканям организма человека. Одной из таких моделей яв-
ляется культивирование клеток в сфероидах. Нами разра-
ботана технология формирования стандартизированных 
по размеру сфероидов из клеток эндометрия, с узко дис-
персным распределением по размеру, позволяющая сфор-
мировать сфероиды заранее заданного размера. На ос-
нове данной технологии разработана функциональная 
3D модель эндометрия, отличающаяся наличием в своем 
составе основных клеточных компонентов и экстракле-
точного матрикса, характерных для эндометрия человека, 
а также возможностью достичь плотности клеточного ма-
териала, сравнимой с нативной тканью. В качестве основы 
трехмерной конструкции используется модель культиви-
рования клеток эндометрия в виде сфероидов, помещен-
ных в коллагенизированный скаффолд на основе целлю-
лозы, полученный из децеллюляризированного яблока. 
Функциональность данной модели подтверждена способ-
ностью клеток в составе конструкции отвечать на гормо-
нальную стимуляцию тканеспецифической децидуальной 
дифференцировкой. Кроме этого, данная конструкция по-
зволяет смоделировать 28-дневный менструальный цикл 
в культуре. Культивирование данной модели возможно как 
с использованием стандартной культуральной среды, так 
и в средах, не содержащих компоненты животного проис-
хождения. Так же нами создана такая модель с использо-
ванием клеток, полученных от доноров с эндометриозом, 
заболеванием характеризующимся разрастанием ткани 
эндометрия за пределы полости матки. Разработка техно-
логии формирования данной ткане-инженерной конструк-
ции имеет как фундаментальное, так и прикладное зна-
чение для изучения эндометрия в норме и при патологии. 
Работа поддержана грантом РНФ № 22-74-10126.
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Разработка новых лекарственных препаратов с ис-
ключительными точечными мишенями в опухолевых 
клетках не сможет сыграть ключевой роли в эффек-
тивном лечении, поскольку внутриклеточные биохи-
мические сигнальные пути одинаковы у опухолевых 
и нормальных клеток. Тем не менее, опухолевые клетки 
могут отличаться от нормальных клеток по количеству 
и качеству иммунологических маркеров (антигенов, 
АГ). Специфическими маркерами опухолей разного ге-
неза являются АГ, которые в здоровом организме при-
сутствуют в клетках яичка. [1]. Эти опухолеассоцииро-
ванные АГ (ОАА) играют важную роль в поддержании 
высокой ростовой и инвазивной активности опухоле-
вых клеток.

Большинство ОАА представлено эволюционно 
консервативными молекулами, поэтому регистриру-
ется высокая степень гомологии между ОАА челове-
ка и животных. Но структурные межвидовые отличия 
ОАА можно выгодно использовать для повышения им-
муногенности противоопухолевых вакцин. Показано, 
иммунизация мышей человеческими, но не мышины-
ми, меланома-ассоциированными гликопротеинами 
gp75 и gp 100, способна предотвращать развитие 
в их организме меланомы B16 [2]. В обратной ситуа-
ции мышиные ОАА могут быть более эффективными 
индукторами иммунных реакций у пациентов в срав-
нении с их человеческими аналогами. В нашей работе 
мы использовали клетки яичка барана для индукции 
перекрестных иммунологических реакций против ОАА 
у мышей-опухоленосителей.

Мышей первоначально иммунизировали ксеноген-
ным липосомальным тестикулярным АГ, полученным 
из тестикул барана (основная группа) и сингенным те-
стикулярным АГ мыши (сингенный контроль). Через 
месяц после вакцинации мышам была привита опухоль 
LLC, контрольной группе мышей были введены только 
опухолевые клетки. 50% выживаемость мышей синген-
ной и контрольной групп составила 20–25 дней. Мыши 
в экспериментальной группе прожили вдвое дольше, 
примерно 41–43 дня, а у 20% из них опухоль вообще 
не развилась. В спленоцитах мышей, у которых не было 
опухолей после вакцинации липосомной тестикулярной 
вакциной, было определено количество Т-регуляторных 
(Treg) и Т-клеток памяти.

Обнаружено достоверное снижение более чем вдвое 
как наивных T-reg (CD4+CD25+), так и активированных 
(CD4+CD25+Foxp3+) в лимфоцитах мышей, вакциниро-
ванных ксеногенными тестикулярными АГ по сравнению 
с лимфоцитами мышей, полученных из интактной селе-
зенки. Аналогичная динамика показателей была обнару-
жена при определении Т-клеток памяти.

Содержание IFN-гамма и IL-10 в супернатантах мыши-
ных спленоцитов, полученных от ксеновакцинированных 
мышей без опухолей, было исследовано и показало до-
стоверное снижение количества IL-10, но не IFN-гамма.

Литература:
1. Strioga M.M., Darinskas A., Pasukoniene V. et al. V.Vaccine. 

2014. V. 32. P. 4015–4024.
2. Hsueh E.C., Morton D.L. Semin Cancer Biol. 2003. V.13. P. 

401–407.



МАТЕРИАЛЫ V НАЦИОНАЛЬНОГО КОНГРЕССА ПО РЕГЕНЕРАТИВНОЙ МЕДИЦИНЕ 77

Гены & Клетки XVII, № 3, 2022

РАЗЛИЧИЯ В ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ 
В МЕЗЕНХИМНЫХ КЛЕТКАХ-
ПРЕДШЕСТВЕННИЦАХ ИЗ КОСТНОГО 
МОЗГА БОЛЬНЫХ АПЛАСТИЧЕСКОЙ 
АНЕМИЕЙ В ДЕБЮТЕ ПРИ РАЗНЫХ ФОРМАХ 
ЗАБОЛЕВАНИЯ

А.И. Дорофеева, И.Н. Шипунова, А.В. Лучкин, 
З.Т. Фидарова, Е.А. Михайлова

ФГБУ НМИЦ гематологии Минздрава России, 
Москва, Россия

e-mail: dorofeyeva.alyona@gmail.com

Ключевые слова: мезенхимные стромальные клетки, коло-
ниеобразующие единицы фибробластов, экспрессия генов, 
апластическая анемия.

Апластическая анемия (АА) — редкое заболевание 
системы крови, характеризующееся панцитопенией 
и аплазией костного мозга (КМ). Выделяют три формы 
АА: нетяжелая (НАА), тяжелая (ТАА) и сверхтяжелая. 
Хотя патогенез заболевания недостаточно изучен, счи-
тается, что в основе его лежит гибель стволовых кро-
ветворных клеток (СКК) в результате аутоиммунной 
атаки цитотоксических Т-лимфоцитов. Другой причиной 
аплазии КМ при АА может быть нарушение функциони-
рования стромального микроокружения. Для изучения 
свойств стромы КМ in vitro выделяют предшественники 
двух типов: мультипотентные мезенхимные стромальные 
клетки (ММСК) и колониеобразующие единицы фибро-
бластов (КОЕф). Известно, что в ММСК из КМ больных 
АА изменен относительный уровень экспрессии (ОУЭ) 
ряда генов, однако КОЕф больных охарактеризованы 
недостаточно. Данные о свойствах стромальных пред-
шественников при разных формах АА в литературе 
также отсутствуют. Цель работы — проанализировать 
ОУЭ генов, ассоциированных с пролиферацией, диффе-
ренцировкой, иммунорегуляцией и поддержанием СКК, 
в ММСК и КОЕф из КМ больных АА в дебюте заболе-
вания и выявить отличия, характерные для НАА и ТАА, 
а также общие для обеих форм изменения, по сравнению 
со здоровыми донорами.

Из КМ 17 больных НАА (8 мужчин, 9 женщин, 
33,8 ± 2,2 лет), 10 больных ТАА (7 мужчин, 3 женщины, 
30,7 ± 4,6 лет) и 22 здоровых доноров (11 мужчин, 11 жен-
щин, 29,9 ± 2,5 лет) получали ММСК и КОЕф по стандарт-
ным методикам. Из ММСК и КОЕф выделяли РНК и строи-
ли кДНК, которую анализировали методом ПЦР в реальном 
времени. ОУЭ генов рассчитывали методом ∆∆Ct, исполь-
зовав для нормализации гены GAPDH и BACT.

В ММСК всех больных АА достоверно повышен ОУЭ 
фактора комплемента H (CFH), промежуточного фила-
мента нестина (NES), рецепторов к факторам роста фи-
бробластов (FGFR1, FGFR2) и фактору роста, выделенно-
му из тромбоцитов (PDGFRA), а также достоверно снижен 
ОУЭ ангиопоэтина-1 (ANGPT1) по сравнению с ММСК 
доноров. В ММСК больных НАА также достоверно повы-
шен ОУЭ PDGFRA по сравнению с ММСК ТАА и доноров.

В КОЕф всех больных АА выявлено достоверное по-
вышение ОУЭ рецепторов к факторам роста (PDGFRA, 
PDGFRB), а также NES по сравнению с донорами. 
Среди факторов, осуществляющих регуляцию СКК, ОУЭ 
ANGPT1 и фактора стволовых клеток (KITLG) достоверно 
повышен, а ОУЭ остеопонтина (SPP1) — снижен.

В КОЕф больных ТАА показано достоверное сни-
жение ОУЭ иммунорегуляторных молекул (IL10, IL1B, 
CD274) и повышение ОУЭ FGFR1 по сравнению с КОЕф 
больных НАА и КОЕф доноров.

Таким образом, при АА ММСК и КОЕф по-разному 
изменены с точки зрения экспрессии генов. При раз-
ных формах заболевания наиболее выраженные из-
менения происходят в различных типах стромальных 
предшественников: при НАА — в ММСК, при ТАА — 
в КОЕф, что может быть связано с различиями в пато-
генезе НАА и ТАА.
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Последние достижения в области исследования ство-
ловых клеток дали стимул для разработки методов ре-
генеративной медицины на их основе, способствующих 
восстановлению или замене поврежденных тканей и ор-
ганов. Сравнительные исследования продемонстриро-
вали, что мультипотентные мезенхимные стромальные 
клетки (МСК) из различных источников, включая кости, 
костный мозг, кожу или жировую ткань человека и сви-
ньи имеют сопоставимые характеристики. МСК хорошо 
изучены in vitro, тогда как их судьба после имплантации 
не в составе специфических носителей in vivo практиче-
ски не изучена.

В работе изучали свойства МСК из костного мозга 
мини пигов (КМ-МСК) до и после аутологичной имплан-
тации под капсулу почки. КМ-МСК от четырех мини пигов 
культивировали, охарактеризовали по поверхностным 
маркерам и способности к адипогенной и остеогенной 
дифференцировке. По изученным параметрам КМ-МСК 
мини пигов не отличались от КМ-МСК человека. Часть 
клеток от каждого животного трансдуцировали лентиви-
русным вектором, содержащим ген зеленого флуорес-
центного белка (GFP). Через 2,5 мес после имплантации 
КМ-МСК сформировались эктопические очаги, содер-
жащие кости, очаги кроветворения, стромальные клетки 
костного мозга и мышечные клетки. Все очаги содержа-
ли клетки, несущие ген GFP. Это подтверждает их проис-
хождение от имплантированных КМ-МСК. Небольшие 
кусочки каждого имплантата помещали в 6-ячеечные 
платы с полной питательной средой. Клетки, выполз-
шие из этих имплантатов, были культивированы, кло-
нированы по 1 клетке и проанализированы. Эти клетки 
отвечали большинству критериев МСК (ИМ-МСК). ИМ-
МСК продемонстрировали высокий пролиферативный 
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потенциал, аналогичный КМ-МСК. Способность к диф-
ференцировке ИМ-МСК отличалась от КМ-МСК. Клоны 
ИМ-МСК не реагировали на индукторы адипогенной 
дифференцировки, 67% из них дифференцировались 
в сторону остеогенной линии. Остальные клоны не диф-
ференцировались. Часть клонов ИМ-МСК содержала 
GFP. ИМ-МСК экспрессировали гены C-MYC и NES зна-
чительно выше, чем КМ-МСК, в то время как экспрессия 
OCT4 была ниже. По-видимому, в состав ИМ-МСК вхо-
дит субпопуляция, обладающая некоторыми свойствами 
эмбриональных стволовых клеток. Таким образом, КМ-
МСК обнаруживали функциональную гетерогенность 
после имплантации под капсулу почки. Повторный пере-
нос мезенхимных стромальных клеток-предшественни-
ков, вероятно, активировал дремлющую субпопуляцию 
стволовых клеток. Можно заключить, что популяция 
КМ-МСК состоит из мезенхимных клеток-предшествен-
ниц различной степени дифференцировки, в том числе 
и из стволовых клеток. Эти недавно открытые свойства 
КМ-МСК мини пигов требуют дальнейшего изучения, по-
скольку они открывают новые возможности и ограниче-
ния манипуляций с ними.
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Фиброин (Фб) — перспективный материал для ткане-
вой инженерии (ТИ), благодаря хорошим механическим 
свойствам, биосовместимости и биоразлагаемости. 
Однако матриксы из регенерированного Фб водорас-
творимы. Использование химической сшивки для пре-
дотвращения растворимости Фб может оказаться не-
эффективным из-за низкого содержания первичных 
аминогрупп в его структуре. Поскольку растворимость 
Фб зависит от конформационного состояния: водорас-
творимые α-спирали и нерастворимые β-складчатые 
структуры, создание условий для конформационного 
перехода α → β при образовании гидрогеля из Фб позво-
ляет влиять на его растворимость.

Целью исследования было получение матриксов 
на основе Фб, сшитого дженипином (Дж), и изучение 
их структуры, физико-химических свойств, а также оцен-
ка биосовместимости in vitro.

Для получения пористых матриксов растворы 
Фб (20 и 30 масс. %) замораживали при –10°С и лио-
филизовали. Полученные матриксы сшивали инкубацией 
в растворе Дж (10 масс. %) в этаноле в течение 24 часов. 
С помощью конфокальной лазерной микроскопии (КЛМ) 
было показано, что матриксы образуют систему с от-
крытыми порами средним размером 149 ± 7 мкм и 355 
± 14 мкм для матриксов Фб-20 (20 масс.%) и Фб-30 
(30 масс.%) соответственно. Отсутствие растворимости 
обеспечивалось как переводом Фб в β-конформацию, 
так и химической сшивкой Дж в спиртовой среде. 

Цитотоксичность Фб матриксов изучали с помощью экс-
тракт теста с использованием мышиных фибробластов 
L929 в качестве модельных клеток. Жизнеспособность 
клеток определяли методом МТТ. После инкубации 
клеток в неразбавленных экстрактах происходило не-
которое снижение их жизнеспособности, однако изме-
нений в морфологии не наблюдали. После разбавле-
ния экстрактов жизнеспособность клеток повышалась. 
Распределение и морфологию клеток L929 и имморта-
лизованных мезенхимальных стволовых клеток человека 
(hTERT-MSC) оценивали с помощью КЛМ через 7 дней 
культивирования в матриксах. Для этого клетки окра-
шивали витальным красителем Кальцеин АМ. Клетки 
сохраняли жизнеспособность, имели характерную ве-
ретенообразную морфологию и образовывали плотный 
клеточный монослой на матриксах Фб. Таким образом, 
макропористые матриксы Фб являются перспективными 
для ТИ. Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (грант № 22-13-00261).
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Вторым по распространенности нейродегенератив-
ным заболеванием является болезнь Паркинсона (БП) — 
хроническая патология, поражающая дофаминергиче-
ские (ДА) нейроны черной субстанции. Одна из причин 
развития БП — мутации в гене GBA, которые приводят 
к снижению уровня мРНК GBA и белка глюкоцеребро-
зидазы (GCase). Снижение активности GCase приводит 
к накоплению липидного продукта метаболизма, способ-
ствующего формированию нейротоксичных агрегатов 
белка α-синуклеина.

Для изучения механизмов мультифакторных за-
болеваний и поиска способов их лечения необходимо 
создавать адекватные модели, что является достаточ-
но нетривиальной задачей, особенно в случае нейро-
дегенеративных патологий: работа с образцами кле-
ток мозга пациентов лимитирована постмортальными 
материалами, а использование животных моделей для 
тестирования новых лекарственных препаратов огра-
ничивается из-за различий в метаболизме ксенобиоти-
ков. Решением данных проблем стали индуцированные 
плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК), способные 
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неограниченное время жить в культуре и дифференциро-
ваться в релевантные типы клеток.

Технологией репрограммирования мононуклеарных 
клеток двух пациентов с GBA-ассоциированной формой 
БП (мутация p.N370S) и двух потенциально здоровых 
доноров получены линии ИПСК, проведена их характе-
ристика (кариотипирование, иммунофлуоресцентный 
анализ и кПЦР на экспрессию маркеров плюрипотентно-
сти, тест на спонтанную дифференцировку) [1]. Путем на-
правленной дифференцировки ИПСК получены культуры 
дофаминергических нейронов, экспрессирующих спец-
ифичные маркеры (TH, LMX1A).

Проведено тестирование полученной культуры: оце-
нен уровень экспрессии гена GBA и удельной активности 
GCase.Относительно здорового контроля оба показателя 
снижены, что соответствует литературным данным [2].

В полученных нейронах наблюдается повышение ак-
тивности фермента GCase в ответ на действие амброк-
сола, который, согласно литературе, специфически свя-
зывается с белком и стабилизирует его конформацию. 
Амброксол — известное муколитическое средство — сей-
час находится на стадии клинических испытаний в каче-
стве лекарственного препарата для БП [3]. Наблюдаемый 
ответ культуры на действие препарата говорит об адек-
ватности полученной модели.

Таким образом, в ходе работы получена перспектив-
ная клеточная модель, которая воспроизводит молеку-
лярный фенотип мутации, вызывающей развитие БП, 
а также показано, что культура пригодна для поиска спо-
собов фармакотерапии данной патологии. Работа под-
держана грантом РНФ № 19-75-20063.
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Разработка функционально состоятельных тканеинже-
нерных конструкций печени (ТИК) обладает высоким прак-
тическим потенциалом и является перспективной научной 
платформой для исследований фармакологического, био-
информационного, клинического профилей, расширяет 
возможности для изучения межклеточного взаимодей-
ствия в ткани печени, оценки механизмов деактивации 
ксенобиотиков и действие их на метаболические пути.

Для сборки ТИК использованы изолирован-
ные доли скаффолда печени крысы (n=4) объёмом 
от 0,66 до 4,38 см3, полученные путем перфузионной 

децеллюляризации [1]. Рецеллюляризацию образцов 
скаффолда проводили инъекционным способом в два 
этапа: сначала формировали подложку из мультипотент-
ных мезенхимальных стромальных клеток (2,5×105 кл/
см3), затем через 24 часа вводили ко-культуру гепато-
цитов и перитонеальных макрофагов (соотношение 3:1) 
в концентрации 3,25×106 кл/см3. Клеточные потери по-
сле рецеллюляризации вследствие выхода через капсулу 
скаффолда составили 18,3 ± 0,9%. Собранные ТИК куль-
тивировали течение 9 суток при 37°С и 5% СО2. Для под-
держания собранных ТИК в жизнеспособном состоянии 
разработана перфузионная система, обеспечивающая 
равномерное распределения питательной среды.

Оценку функциональной состоятельности ТИК прово-
дили по синтезу альбумина и мочевины на 1, 3, 6, 9 сутки. 
На 1 сутки культивирования ТИК обладали максимальной 
синтезирующей активностью: продукция альбумина соста-
вила 24,6 ± 0,14 мг/млн кл/сут, что в 15,4 раза больше, 
чем в монослойной ко-культуре (1,6 ± 0,3 мг/млн кл/сут), 
мочевины — 8,65 ± 0,11 мкг/млн кл/сут. Однако, во всех 
образцах в период с 1 по 9 сутки культивирования наблю-
далось стойкое снижение синтезирующей активности. Так, 
на 9 сутки продукция альбумина составила 4,6 мг/млн 
кл/сут, мочевины — 1,38 ± 0,21 мкг/млн кл/сут.

Таким образом, собранные ТИК обладали способно-
стью продуцировать альбумин и мочевину на протяжении 
9 суток с тенденцией постепенного снижения синтетиче-
ской активности. Дальнейшая работа сконцентрирована 
по трем направлениям: разработка цельноорганных функ-
ционально состоятельных конструкций, обладающих высо-
ким самоподдерживающим и регенеративным потенциа-
лом; изучение и модификация метаболического потенциала 
ТИК; модернизация перфузионной системы обеспечения 
и длительной поддержки ТИК с целью создания условий 
культивирования максимально приближенных к физиоло-
гическим. Работа выполнена при финансовой поддержке 
Белорусского республиканского фонда фундаментальных 
исследований, грант № M19APM-016 от 02.05.2019.

Литература:
1. Дубко А.Д., Юркевич М.Ю., Лобай М.В. и др. Докл. НАН РБ, 

2021. Т.65. № 4. С. 461–468.

НОВЫЕ ПОДХОДЫ К ФОРМИРОВАНИЮ 
НАНОСТРУКТУРИРОВАННОЙ ПОВЕРХНОСТИ 
ТИТАНОВЫХ ИМПЛАНТАТОВ

А.Б. Дымников1, Е.А. Гостева2

1  Российский университет дружбы народов, Москва, 
Россия

2  Кафедра материаловедения полупроводников 
и диэлектриков, Национальный исследовательский 
технологический университет МИСиС, Москва, 
Россия

e-mail: dymnikov_ab@pfur.ru

Ключевые слова: дентальные имплантаты, остеоинтегра-
ция, поверхность дентального имплантата, технологии обра-
ботки поверхности, стволовые клетки.

Основным материалом для изготовления денталь-
ных имплантатов исторически является титан [3]. Всем 
известные качества титана, такие как биоинертность 
и высокая биосовместимость, коррозионная стойкость, 
низкая теплопроводность, немагнитность обусловлива-
ют его выбор в качестве материала для изготовления 
дентальных имплантатов.
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Современные принципы дентальной имплантации ба-
зируются на фундаментальных исследованиях 60–70-
х годов американского дантиста Leonard I. Linkow [5] 
и профессора анатомии Гетеборгского университета 
Per-Ingvar Branemark [4, 2, 1], в ходе которых был описан 
процесс остеоинтеграции и сформулированы основные 
принципы взаимодействия титана с костью и факторы, 
влияющие на процесс остеоинтеграции.

В основе феномена остеоинтеграции лежат процес-
сы, происходящие на клеточно-молекулярном уровне, 
поэтому большое внимание уделяется исследованиям 
химического состава и микроструктуры поверхности 
титана, а также методов и способов ее обработки и мо-
дификации с целью придания остеоинтегративного 
потенциала.

В данной работе мы при помощи электронной микро-
скопии оценили микроструктуру поверхности денталь-
ных имплантатов различных систем, представленных 
на отечественном рынке, провели микрорентгеноспек-
тральный анализ основного материала имплантатов 
и сравнили основные методики обработки поверхности 
современных имплантатов. На основе имеющихся экс-
периментальных данных по формированию нанорелье-
фа поверхности предложена новая технология обработ-
ки дентальных имплантатов, готовая к промышленному 
применению. Проведена оценка адгезии стволовых кле-
ток к наномодифицированным поверхностям.
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Несмотря на широкое развитие производства лекар-
ственных препаратов, биологически активные соедине-
ния растительного происхождения продолжают зани-
мать значительное место в современной медицине.

Одним из ценных видов перспективного лекар-
ственного растительного сырья является Авран лекар-
ственный (Gratiola officinalis L.) — травянистое растение, 

относящееся к семейству Норичниковых, ранее исполь-
зовался в научной медицине с 1968 года (ФС 42-2358-
85) в составе сбора по прописи Здренко. Кроме того, 
авран лекарственный входит в Фармакопею Франции 
десятого издания. Авран лекарственный входит в группу 
малоизученных растений, так как недостаточно инфор-
мации о его химическом составе, фармакологическом 
действии, отсутствуют методы стандартизации. Все это 
диктует необходимость фармакогностического исследо-
вания сырья Аврана лекарственного и разработки нор-
мативной документации для него [1].

Авран лекарственный широко распространён 
в Евразии и Северной Америке и хорошо известен в на-
родной медицине. В траве Аврана лекарственного найде-
ны биологически активные вещества, имеющие широкий 
спектр лечебного действия на организм человека, вклю-
чая противотуберкулезное и антиопухолевое, а также 
спазмолитический, антимикробный и антиоксидантный 
эффекты. Кроме того, из листьев Аврана Лекарственного 
получают средства с антикахексическими и имуномо-
дулирующими свойствами. По данным изученных нами 
научных источников, большие перспективы разработки 
противоопухолевых препаратов нового поколения свя-
заны с биофлавоноидами. Авторы полагают, что в связи 
с широким спектром действия биофлавоноидов, содер-
жащимися в данном растении, потенциально возможно, 
на их основе разработать новые безопасные противоопу-
холевые средства. Наряду с флавоноидами авран лекар-
ственный содержит не менее перспективные вещества 
в плане разработки лекарственных препаратов — тетра-
циклические тритерпеноиды, включая кукурбитацин, ко-
торые обладают широким спектром фармакологических 
эффектов (противоопухолевое, противовоспалительное, 
антибактериальное, противовирусное действие против 
вируса гепатита В (HBV), ингибирование репликации ви-
руса иммунодефицита человека (ВИЧ) и антидепрессив-
ное действие). В настоящее время имеются многочислен-
ные сведения по экспериментальным фармакологически 
исследованиям кукурбитацина, подтверждающие его 
ценность. Кроме того, состав аврана лекарственного при-
влекает внимание ученых содержащимися в нем алка-
лоидами, к сожалению, до сих пор еще не установленной 
структуры, но проявляющими значительную активность и, 
прежде всего, как противоопухолевые средства [2].

В народной медицине спиртовая настойка Аврана 
Лекарственного используется для лечения асцита, гене-
зом которого является сердечная недостаточность, при 
этом действующими веществами, обуславливающими 
терапевтический эффект, по данным проведенных ис-
следований считают кукурбитацин и элатеризид [4].

Имеются сведения по результатам проведенных до-
клинических исследований, где были использованы не-
опухолевые эпителиальные клетки клеточной культуры 
почки эмбриона свиньи SPEV и опухолевые клетки рака 
шейки матки человека HeLa. При суточном воздействии 
экстракта аврана лекарственного на клетки SPEV на-
блюдался цитостатический эффект при подавлении 
пролиферативной активности неопухолевых клеток, при 
этом не вызывая их гибель. Что касается опухолевых 
клеток HeLa, то экстракт в малых дозах снижал концен-
трацию СКК и замещал опухолевую ткань соединитель-
ной. Полученные данные свидетельствовали о том, что 
опухолевые клетки наиболее чувствительны к экстракту 
Аврана лекарственного [3].

Данные по химическому составу аврана лекар-
ственного разрозненны, в некоторых случаях противо-
речивы, что требует дополнительных исследований 
и их систематизации.



МАТЕРИАЛЫ V НАЦИОНАЛЬНОГО КОНГРЕССА ПО РЕГЕНЕРАТИВНОЙ МЕДИЦИНЕ 81

Гены & Клетки XVII, № 3, 2022

В связи с этим, изучение фитохимического состава 
и фармакологической активности аврана лекарствен-
ного является актуальной проблемой, в первую очередь 
как перспективного противоопухолевого лекарственного 
средства с целью дальнейшей разработки на его основе 
различных лекарственных форм.

Содержащиеся в Авране лекарственном биологиче-
ски активные вещества, перспективны для дальнейшего 
изучения, с последующей разработкой новых лекарствен-
ных средств. Важным является вопрос максимального 
извлечения БАВ из растения, их стандартизация, раз-
работка технологии и состава удобных для применения 
лекарственных форм, способствующих проявлению всех 
полезных свойств травы аврана лекарственного.
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Воспаление — это защитный механизм, запуск кото-
рого происходит одним из первых при повреждении тка-
ней. В развитии воспалительных реакций важную роль 
играют макрофаги. В норме происходит их поляризация 
в провоспалительный фенотип (М1-классически активи-
рованные) для привлечения иммунных клеток и их акти-
вации, а затем переключение на противовоспалительный 
(М2-альтернативно активированные), что приводит к раз-
решению воспаления. Однако, в определенных условиях 
воспаление может приобрести характер хронического, 
что сопровождается избыточной секрецией цитокинов 
и других биологически активных молекул, которые при-
водят к развитию и прогрессированию фиброза. Сегодня 
перспективным терапевтическим подходом к лечению 
фиброза является использование мезенхимных стромаль-
ных клеток (МСК) и их секретома. Показано, что в составе 
внеклеточных везикул, продуцируемых МСК (ВВ-МСК), 
окружающим клеткам могут передаваться специфиче-
ские некодирующие микроРНК, хотя механизм их влияния 
на макрофаги и воспаление в целом остается малоизучен-
ным. Поэтому целью нашей работы стало изучение влия-
ния ВВ-МСК на поляризацию макрофагов и возможные 
механизмы их действия. Для этого мы выделяли моноци-
ты из периферического крови человека и стимулировали 
их дифференцировку в макрофаги с помощью GM-CSF. 
После этого мы добавляли LPS в комбинации c IFNg для 

поляризации в М1-тип, IL-4 — в М2а-тип либо ВВ-МСК 
жировой ткани человека, а после этого анализировали 
уровень экспрессии генов про- и противовоспалительных 
факторов. С помощью ПЦР анализа мы показали, что дей-
ствие ВВ-МСК, сходно с влиянием IL-4, стимулирует экс-
прессию генов-маркеров М2а-макрофагов (CD200R1). 
При этом снижается экспрессия генов-маркеров М1-
макрофагов (IL-6, CD86, IL-1b, ССR7, TNFa, COX2), уве-
личение которых происходит под действием LPS+IFNg. 
С помощью таргетного ПЦР-анализа микроРНК мы по-
казали, что ВВ-МСК содержат микроРНК 27a-3p. Данная 
микроРНК, по данным литературы, подавляет сигнальный 
каскад GM-CSF, LPS или INFg, снижая транскрипцию своей 
мишени NFKB1, ингибируя поляризацию в М1-тип.Таким 
образом, ВВ-МСК способны переключать фенотип макро-
фагов с провоспалительного на противовоспалительный, 
в том числе за счет переноса специфических некодирую-
щих микроРНК, механизм действия которых требует даль-
нейших исследований.Исследование поддержано грантом 
РФФИ № 19-29-04172.
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Сердечно-сосудистые заболевания, причиной и нача-
лом которых часто является атеросклероз (АС), являются 
самой распространенной причиной смерти в развитых 
странах. Для разработки стратегий лечения и профи-
лактики АС необходимо понимание биохимических ме-
ханизмов, лежащих в основе данного патологического 
процесса.

В последнее время исследователи обратили вни-
мание на роль внеклеточного матрикса (ВКМ) и эндо-
телиального гликокаликса в патофизиологии АС [1]. 
Установлено, что раннее интимальное утолщение стенки 
сосудов сопровождается накоплением в них версика-
на, который становится маркером начального разви-
тия АС и причиной рестенозов после ангиопластики [2]. 
Также известно изучение содержания в бляшках хондро-
итинсульфата, гепарансульфата и декорина, который ло-
кализуется в местах их кальцификации [3]. Содержание 
перлекана при АС снижено по сравнению с нормой [4]. 
В найденных работах авторы в основном проводили ги-
стологическое изучение материала. Результаты разных 
исследований часто противоречивы.

В представленной работе был проведен биохимиче-
ский анализ интраоперационно полученного материа-
ла: тканей нормальных и измененных (аневризма) аорт 
и атеросклеротических бляшек. Определяли такие ком-
поненты ВКМ, как коллагены 1 и 4 типа, эластин, лами-
нин, и протеогликаны (ПГ) версикан, декорин, бигликан, 
перлекан, а также анализировали уровни активности 
ММП-9, -2 и -1. Образцы гомогенизировали и анализи-
ровали супернатант, содержащий растворимую часть 
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ВКМ, и осадок. Полученные результаты показали, что 
в супернатанте обнаружен версикан в небольших коли-
чествах и нет бигликана и перлекана. В ткани идентифи-
цированы все компоненты ВКМ. Содержание версикана 
и бигликана в ткани условно нормальной аорты было 
существенно больше, чем в бляшке. В гомогенате ткани 
аневризматически расширенной аорты присутствовали 
практически все исследуемые компоненты, исключая 
ламинин. Растворимой формы декорина в бляшках об-
наружено больше, чем в нормальной аорте, однако в го-
могенатах этих же образцов его содержание примерно 
одинаково. В бляшке повышена также активность ММП-
9 по сравнению с нормальной аортой. Гистологический 
анализ материала в этом исследовании не проводили.

Полученные нами предварительные данные под-
тверждают имеющиеся литературные и являются нача-
лом для дальнейшего исследования механизмов участия 
белков и ПГ ВКМ и эндотелиального гликокаликса в па-
тогенезе АС, что, в свою очередь, может быть полезным 
в разработке лечения.
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Собака, как говорится, — друг человека, а вот чело-
век собаке друг не всегда, ибо подавляющее количество 
нападений собак на человека провоцируется им самим. 
Согласно данным Росздравнадзора, в 2021 году с уку-
сами животных в ЛПУ обратилось около 400 тыс чел, 
70% всех укусов были нанесены собаками. Укусы собак 
являются серьезной медико-социальной проблемой, по-
скольку требуют мультикомплексного экстренного под-
хода в лечении пациента, что не всегда представляется 
возможным. Укушенная рана, нанесенная собакой, сама 
по себе является фактором риска бешенства, столбняка, 
а также гнойного расплавления тканей, поскольку микро-
флора полости рта собак содержит специфические виды 
бактерий, которые могут быть резистентны к классиче-
ским антибиотикам. Другим важным моментом является 
факт того, что формирующиеся рубцы после завершения 
лечения становятся зачастую выраженным психотрав-
мирующим фактором для пострадавшего.

Данный доклад является своеобразным протоколом 
ведения укушенных ран лица, основанном на принципах 
регенеративной медицины. В нем рассматриваются все 

доступные практикующим специалистам методы, вклю-
чая препараты и технологии, которые значительно улуч-
шают результаты лечения данного вида ран. Приведены 
собственные клинические случаи, на примерах которых 
разобраны протоколы их лечения.

Доклад будет полезен всем врачам, работающим 
с ранами и рубцами, а также специалистам, которые 
занимаются эстетической медициной, т. к. протоколы 
ведения укушенных ран, основанные на принципах ре-
генеративной медицины, являются эффективными, зна-
чительно улучшая результаты лечения, что отражается 
не только на функции мягких тканей лица, но и на психи-
ческом здоровье пациента.
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Активность клеточных процессов стволовых клеток 
регулируется внутренними и внешними сигналами кле-
точной ниши. В целом нишу стволовых клеток можно 
представить как микроокружение клеток, предоставляю-
щее комплекс сигналов химических факторов, факторов 
роста и биофизических сигналов, которые определяют 
свойства стволовых клеток. В то же время концепция 
«ниши» предполагает обратную связь. Клетки способ-
ны моделировать свое микроокружение, поддерживая 
гомеостаз либо ремоделируя состав и структуру внекле-
точного матрикса. Для обеспечения регенеративного по-
тенциала продуктов тканевой инженерии при разработ-
ке носителей клеток, скаффолдов и тканеинженерных 
конструкций необходимо учитывать концепцию «ниши». 
В работе рассматривается с точки зрения искусственной 
клеточной ниши для мезенхимальных стволовых клеток 
жировой ткани человека, оригинальный гидрогелевый 
биополимерный скаффолд на основе криопреципитата 
плазмы крови и коллагена.

Материалы и методы. Для формирования скаффол-
да (Пат.№ 2653434) использовали криопреципитат 
плазмы крови и коллаген. Клеточный материала — МСК 
жировой ткани человека. Исследование структуры скаф-
фолдов — сканирующая и трансмиссионная электронная 
микроскопия. Исследование пассивной и активной био-
деградации проведено с использованием рефрактоме-
трии. Для контроля за ростом клеток использовали ме-
тоды световой, фазово-контрастной и флуоресцентной 
микроскопии. Оценивали пролиферативную активность 
и жизнеспособность (Пат. 2675376). Секреторную ак-
тивность клеток оценивали с использованием ИФА.

Скаффолд обеспечивает адгезию клеток, активный 
клеточный рост и пролиферативную активность. Клетки, 
культивируемые в скаффолде, отличаются развитым ци-
тоскелетом, образуют межклеточные контакты и форми-
руют клеточную сеть. МСК, культивируемые в скаффолде, 
меняют свое микроокружение, секретируя VEGF-A и ремо-
делируя структуру скаффолда. Были оценены процессы 
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биодеградации скаффолдов, после культивирования 
их в течение 24 часов и 6 суток. Обнаруженные различия 
подтвердили изменения свойств скаффолдов, ремодели-
руемых клетками в процессе культивирования. Обобщая 
полученные результаты, можно сделать вывод о том, что 
процессы, происходившие при культивировании скаффол-
да, были сходны с естественными процессами «динамиче-
ской взаимности». Это позволяет рассматривать представ-
ленный скаффолд в качестве искусственной ниши клеток. 
Представленный в работе комплексный подход может быть 
использован и для характеристики других скаффолдов 
с позиции концепции искусственной ниши клеток. Работа 
выполнена при финансовой поддержке Минздрава России 
в рамках гос задания № 121022500010-6 (ЕГИСУ).
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Мультипотентные мезенхимальные стромальные 
клетки (МСК) играют важную роль в физиологиче-
ском и репаративном ремоделировании тканей [1, 2]. 
Периваскулярная ниша — одно из наиболее известных 
локальных депо МСК. Ранее мы показали, что субэн-
дотелиальные МСК формируют в этих локусах общую 
сеть [3]. В сосудистой стенке in situ в месте контакта 
МСК-МСК экспрессируется белок щелевых контактов 
(ЩК) Сх43, что предполагает возможность прямой меж-
клеточной коммуникации. Наличие такой интегрирован-
ной системы обеспечивает, по-видимому, поддержание 
«покоящегося» (steady-state) фенотипа МСК. Нарушение 
целостности сети может вести к утрате гомотипических 
контактов и фенотипической поляризации с образовани-
ем «активированного фенотипа» МСК.

Мы оценили, как ингибирование гомотипических 
ЩК может влиять на свойства МСК, востребованные 
в ремоделировании тканей: внутриклеточные компар-
тменты, паракринную, в частности ангиогенную актив-
ность, способность к миграции и фагоцитозу. В митотиче-
ски неативных МСК коммуникацию через ЩК подавляли 
с помощью специфического ингибитора — карбеноксо-
лона. С помощью проточной цитофлуориметрии в МСК 
с заблокированными ЩК было показано двукратное 
увеличение массы митохондрий. Трансмембранный по-
тенциал митохондрий и уровень АФК, а также активность 
лизосомального компартмента при этом не изменялись. 
МСК с заблокированными ЩК менее активно мигриро-
вали в модели «раны». Способность к фагоцитозу частиц 
латекса была снижена. В кондиционированной среде (КС) 
от МСК с заблокированными ЩК был достоверно ниже 
уровень плейотропных IL-6, IL-8, MCP-3. Эта КС не сти-
мулировала ненаправленную миграцию эндотелиальных 
клеток и рост основных сосудов в хориоаллантоисной 
оболочке эмбриона перепела.

Сделано предположение, что снижение эффектив-
ности прямой межклеточной коммуникации МСК-МСК 
in vivo может негативно отразиться как на функцио-
нировании стромальных предшественников в местах 
их расположения, так и на возможности их мобилизации 
из тканевых депо. Работа выполнена при финансовой 
поддержке гранта РФФИ № 20-015-00075.
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При использовании многих клеточных технологий не-
обходимым условием является верификация присутствия 
трансплантированных клеток в месте инъекции и отсут-
ствия их миграции за его пределы. Существующие мето-
ды (биопсия, оптический имиджинг и т. д.) не всегда со-
ответствуют запросам исследователей и клиницистов. 
Предложено использовать метод магнитно-резонансной 
томографии (МРТ) для отслеживания трансплантирован-
ных клеток, меченных наночастицами контрастирующего 
вещества (чаще всего — оксидов железа Fe3O4 и Fe2O3). 
Около 92% наночастиц оксидов железа получают хи-
мическими и только 6% — физическими методами. При 
этом наночастицы, полученные физическими методами, 
могут быть наработаны в больших количествах и содер-
жат меньше токсичных примесей. Цель работы: оценка 
возможности использования полученных электровзрыв-
ным методом магнитных наночастиц (80–120 мкм) Fe3O4 
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(магнетита) без органического покрытия с целью их детек-
ции in vivo методом МРТ в организме реципиента. Оценку 
размера и формы частиц проводили методами динамиче-
ского светорассеяния, лазерной дифракции и электрон-
ной микроскопии. Показано, что форма частиц близка 
к сферической (16–136 нм). Фибробласты и мезенхим-
ные стромальные клетки (МСК) поглощали наночастицы, 
добавленные в культуральную среду в диапазоне концен-
траций 50–300 мкг/мл, без снижения жизнеспособности 
и изменения набора поверхностных маркеров согласно 
результатам проточной цитометрии. Методами просве-
чивающей электронной микроскопии и иммуноцитохими-
ческого окрашивания показано, что через 24 часа нано-
частицы присутствуют во внутриклеточных мембранных 
везикулах, большинство из которых являются эндосомами 
и аутофагосомами. Для оценки миграции трансплантиро-
ванных меченых аллогенных фибробластов и МСК чело-
века, крысы и карликовой свиньи в тканях post mortem 
и in vivo и использовали метод МРТ на сканерах 1 и 1,5Т. 
В экспериментах in vivo клетки, иммобилизованные в геле-
вом носителе, вводили подкожно и внутримышечно кры-
сам, а также подкожно карликовым свиньям, далее ска-
нировали область инъекции через 24 и 120 часов. После 
сканирования вырезали область инъекции и прилегающие 
ткани и проводили гистохимический анализ с окраской 
по Перлсу для дополнительного контроля за частицами 
железа. В ходе МРТ-сканирования клетки, меченные на-
ночастицами железа, регистрировали в месте введения 
в течение 120 часов после подкожного и внутримышечно-
го введения у крыс, а также подкожного ведения у карлико-
вых свиней; миграции клеток в окружающие ткани не выяв-
лено. Таким образом, метод МРТ может быть использован 
для верификации таргетной доставки клеток и отслежи-
вания их миграции вблизи места введения. Для оценки 
пригодности метода для отслеживания миграции малого 
числа клеток на значительные расстояния необходимы 
дальнейшие исследования. Работа выполнена в рамках 
Государственного задания МЗ РФ № 05600068-22-00 
(тема № 122012100079-7).
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Разработка биоматериалов для эффективной регене-
рации мягких тканей при травматических и дегенератив-
ных повреждениях является актуальной биомедицинской 
задачей. В контакте с поврежденными тканями биомате-
риалы служат матрицей для замещения дефекта и роста 
клеток. Введение активных компонентов в состав биома-
териалов усиливает их способность стимулировать про-
цессы жизнедеятельности клеток и регенерации тканей. 
Перспективным компонентом биоматериалов являются 
соединения переходных металлов (ПМ), участвующих 
в окислительно-восстановительных реакциях и выполня-
ющих функцию кофактора ферментов. Регенеративные 
эффекты ПМ в составе гидрогелевых биоматериалов 
в настоящее время недостаточно изучены.

В работе получен ряд ПМ-содержащих макропори-
стых гидрогелей (криогелей), формируемых в условиях 
криотропного желирования желатина в качестве мо-
дельного биополимера. Структуру полученных криоге-
лей характеризовали микроскопическими методами. 
Оптимизирована in vivo модель, основанная на подкож-
ной имплантации мембран криогелей на дорсальной 
поверхности у крыс. Морфологию имплантированных 
криогелей и окружающих тканей кожи анализировали 
с использованием комплекса гистологических мето-
дов. Установлено, что введенные металлы: цинк, медь 
и кобальт повышают уровень экспрессии HIF-1α в тка-
нях кожи, что объясняется способностью ПМ вызывать 
сверпродукцию АФК в клетках. Цинк и медь более эф-
фективно индуцировали сверхэкспрессию матриксных 
металлопротеиназ MMP-1 и MMP-3 в коже, ускоряли 
деградацию имплантируемых биоматериалов, повыша-
ли рост дермы и выработку коллагена. Все исследуемые 
металлы обладали различной ангиогенной активностью, 
проявляющейся в формировании сосудистых структур 
и продукции эндотелиального фактора CD31 в разных 
слоях кожи. Ангиогенный эффект кобальта сопрово-
ждался усилением признаков воспалительного ответа 
в коже и появлением многоядерных гигантских клеток. 
Результаты выявляют ПМ в качестве потенциального 
биоактивного компонента гидрогелевых биоматериалов, 
модулирующего in vivo эффекты при имплантации, и они 
могут быть использованы при создании биоматериалов 
для регенерации мягких тканей. Исследование выпол-
нено при финансовой поддержке РФФИ и Вьетнамской 
академией наук и технологий в рамках научного проек-
та № 21-515-54003» и за счет средств субсидии, вы-
деленной Казанскому федеральному университету для 
выполнения государственного задания в сфере научной 
деятельности (проект FZSM-2022-0020).
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Эффективность терапии с использованием аутоло-
гичных клеточных продуктов на основе жировой ткани 
(ЖТ), включая стромально-васкулярную фракцию (СВФ), 
показана при проведении реконструктивной хирургии, 
а также при лечении целого ряда заболеваний. При этом 
мезенхимальные стромальные клетки (МСК) ЖТ харак-
теризуются невысокой скоростью пролиферации, осо-
бенно при получении материала от пожилых людей или 
пациентов с патологией [1]. Целью данной работы было 
изучение воздействия низкоинтенсивного лазерного из-
лучения (НИЛИ), применяемого в физиотерапии и реаби-
литации [2], на пролиферативную активность МСК ЖТ.

В качестве клинического материала использовали 
образцы ЖТ в форме липоаспирата, полученные от ус-
ловно здоровых пациентов при липосакции в клинике 
пластической хирургии. Выделение клеток СВФ осущест-
вляли ферментативным методом по описанной ранее 
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методике [3]. Суспензию клеток пассировали в 96-лу-
ночном планшете (5×105 кл/см2), культивировали до об-
разования монослоя, после чего подвергали воздей-
ствию лазера с помощью аппарата «Лазмик-Влок» [4] 
с излучающей лазерной головкой (635 нм) в дозе 
от 0,02 до 4,0 Дж и наносили повреждение механиче-
ским способом. С использованием микроскопии осу-
ществляли подсчет клеток и оценивали площадь повреж-
денного монослоя через 0, 24 и 48 ч после облучения.

Установлена зависимость динамики восстановле-
ния монослоя от параметров НИЛИ. Показано ингиби-
рующее влияние высоких доз (4 Дж) НИЛИ красного 
спектра на восстановление монослоя через 24 и 48 ч. 
При дозах облучения 0,02–3,0 Дж красным лазером 
через 24 ч не было выявлено значимого изменения 
площади повреждения; через 48 ч отмечено значитель-
ное уменьшение площади повреждения (>50%) для доз 
1,0–2,0 Дж по сравнению с контролем. Таким образом, 
показана эффективность и установлены диапазоны доз 
для применения НИЛИ с целью воздействия на пролифе-
ративную активность клеток СВФ ЖТ, предназначенных 
для последующего клинического применения.
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Инкапсуляция островков Лангерганса (ОЛ) поджелу-
дочной железы (ПЖ) является одним из перспективных 
решений для защиты ОЛ при лечении диабета первого 
типа. Микроинкапсулирующая система представляет 
собой биосовместимую матрицу, проницаемую для пи-
тательных веществ и инсулина и не проницаемую для 
компонентов иммунной системы. До сих пор не создано 
идеальной капсулы, соответствующей требованиям ци-
тотоксичности, биосовместимости и проницаемости.

В данном исследовании была создана и протести-
рована новая инкапсулирующая система для островков 
Лангерганса на основе альгината и полимера (поли-
[2-(метакрилоилокси)этил]триметиламмонийхлоридом 
(PMOTA)).

Синтез капсул производился микрофлюидным мето-
дом. Для инкапсуляции использовали ОЛ эксперименталь-
ных животных. ОЛ выделяли согласно стандартным мето-
дикам с собственными модификациями. Проницаемость 
капсул оценивалась путем инкубирования инкапсулиро-
ванных ОЛ с FITC-мечеными лектинами различных мо-
лекулярных масс. Для анализа цитотоксичности микро-
капсулы определяли жизнеспособность клеток до и после 
инкапсуляции с использованием окрашивания Live/Dead. 
Для оценки биосовместимости и скорости биодеградации 
микрокапсулы трансплантировали в ткани сальника крыс. 
Через 7 дней, оценивали количество вымытых капсул, 
их целостность, степень адгезии клеток и фиброзирова-
ния. Оставшиеся в тканях капсулы исследовали с исполь-
зованием гистологического анализа.

Выявлено, что капсулы проницаемы для низкомоле-
кулярных лектинов (36 и 75 кДа) и не проницаемы для 
высокомолекулярных лектинов (120 и 150 кДа), что 
позволяет инсулину проникать через мембрану и огра-
ничивает антитела. Жизнеспособность ОЛ после ин-
капсуляции составила более 70 %. Целостность микро-
капсул на основе альгината и РМОТА после вымывания 
составила более 80 %. Кроме того, большая часть вы-
мытых капсул не была покрыта окружающими тканя-
ми, а гистологический анализ выявил незначительную 
иммунную реакцию и отсутствие фиброза вокруг кап-
сул. Разработанная методика инкапсуляции островков 
Лангерганса и полученные данные могут быть исполь-
зованы как основа для дальнейшей разработки техно-
логии иммуноизолирующей микрокапсулы для лечения 
диабета первого типа. Работа выполнена при поддержке 
Министерства здравоохранения РФ (государственное 
задание № АААА-А20-120022590096-6).
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На сегодняшний день трансплантация печени является 
единственным радикальным методом лечения пациентов 
с циррозом печени. Однако, данный метод имеет свои не-
достатки (длительное ожидание донора, продолжительная 
иммуносупрессивная терапия, высокая стоимость). Данные 
обстоятельства побуждают искать альтернативные методы 
лечения таких пациентов. В частности, метод использова-
ния клеточных технологий представляет большой интерес 
в связи со способностью мезенхимальных стормальных 
клеток выполнять функцию микроокружения для кровет-
ворных стволовых клеток, дифференцироваться в гепато-
цитоподобные клетки, оказывать стимулирующий эффект 
на регенерацию гепатоцитов и, оказывая супрессорную 
активность воспалительного процесса, препятствовать 
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дальнейшей прогрессии фиброза. Нами было иницииро-
вано поисковое научное исследование, целью которого 
стала оценка безопасности аутологичной трансплантации 
мезенхимальных стромальных клеток (МСК), полученных 
из жировой ткани (липоаспирата), в комплексном лече-
нии больных циррозами печени (ЦП) различного генеза. 
Исследуемую группу составили 20 пациентов (7 мужчин 
и 13 женщин, средний возраст 53,5 года). Этиологические 
факторы цирроза представлены: вирусной (45%, В с дель-
та-агентом, n=2, и С, n=7) и невирусной этиологией (55%) 
ЦП. У 4 пациентов ЦП был обусловлен токсическим 
воздействием, у 5 — первичным билиарным циррозом, 
у 2 — криптогенным ЦП. В соответствии с классификаци-
ей ЦП по Child-Pugh пациенты распределились поровну 
в классах А (5–6 баллов) и В (7–8 баллов). Средний балл 
по шкале MELD составил 9,8. Всем пациентам была про-
ведена липоаспирация (объём жировой ткани в среднем 
100 мл) с последующим выделением стромально-васку-
лярной фракции и культивированием последней в стан-
дартных условиях в течение 14 дней с целью получения 
МСК. Клинико-лабораторное обследование пациентов 
проводилось до начала терапии с мониторингом состояния 
больных через 6–12 мес. после окончания лечения. Всем 
пациентам однократно вводили аутологичные МСК (в сред-
нем 12,94×10^6). Введение МСК хорошо переносилось 
пациентами и не сопровождалось развитием каких-либо 
побочных эффектов и серьезных нежелательный явлений. 
Из 12 пациентов, обследованных через 6–12 мес., поло-
вина пациентов (6 человек) ответили на проводимую тера-
пию в виде уменьшения/ стабилизации балла по шкале 
MELD, у остальных балл по MELD увеличился. Ответившие 
пациенты не отличались от пациентов оппозитной группы 
ни по этиологии, ни по тяжести ЦП, в то же время были зна-
чимо старше (55,5 и 48 лет, p<0,05). В настоящее время 
мониторинг пациентов продолжается. Полученные данные 
согласуются с имеющимися немногочисленными сообще-
ниями [1] и позволяют сделать предварительный вывод 
о том, что применение МСК, полученных из клеток жировой 
ткани пациентов с циррозом печени различной этиологии, 
является безопасным и потенциально перспективным ме-
тодом для стабилизации или улучшения функции печени.
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Мезенхимальные стромальные клетки (МСК) явля-
ются мультипотентными предшественниками клеток, 
участвующих в ремоделировании костной ткани и про-
дуцирующих внеклеточный матрикс. Костная ткань пре-
терпевает негативные изменения в условиях микро-
гравитации, и причиной таких изменений являются 
гравитационная чувствительность клеток. Целью данной 

работы было изучить матрисом МСК при моделировании 
некоторых эффектов микрогравитации.

МСК из жировой ткани человека 3–5 пассажей после 
достижения монослоя разделялись на 2 группы: статиче-
ский контроль и группа с моделированной микрогравита-
цией на random positioning machine (RPM). После 10-су-
точного воздействия для анализа молекул различных 
групп матрисома использовали методы гистологической 
окраски с помощью красителей Sirius Red и Fast Green, 
ПЦР в реальном времени, дот-блоттинга и мультиплекс-
ного анализа секретома.

Полуколичественная оценка продукции основных 
структурных белков корового матрисома выявила из-
менения в их содержании: снижение коллагеновых и по-
вышение неколлагеновых компонентов ВКМ после экс-
позиции на RPM. Также повысилась экспрессия генов 
тенасцита (TNC) и тромбоспондинов (THBS1, THBS2, 
THBS3), что может провоцировать ослабление клеточ-
ной адгезии к матриксу и приводить к ухудшению мине-
рализации и остеогенной дифференцировки МСК.

Анализ содержания протеаз ВКМ в кондициониро-
ванной среде МСК выявил повышение секреции метал-
лопротеиназ (MMP-1, -2, -3) и катепсинов A, B, D при 
10-суточном моделировании эффектов микрогравита-
ции по сравнению со статическим контролем. При этом 
на транскрипционном уровне было продемонстрировано 
снижение экспрессии генов, кодирующих молекулы инги-
биторов протеаз (TIMP-1 и TIMP-3).

Исследование цитокинов и факторов роста в конди-
ционированной среде после 10-суточной экспозиции 
на RPM показало сдвиг секретома МСК в провоспали-
тельный сектор: Была повышена секреция провоспа-
лительных цитокинов, таких как VEGF, IL-8, IL-12, GROα 
(CXCL1), MIG (CXCL9) и M-CSF (CSF-1).

Таким образом, моделирование эффектов микрограви-
тации вызывает активацию протеолитических процессов 
в МСК, снижение содержания коллагеновых белков в ВКМ 
МСК и повышение секреции провоспалительных цитоки-
нов. В совокупности данные изменения могут обуславли-
вать некоторые механизмы негативных изменений в кост-
ной ткани космонавтов во время космического полёта.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
N 19-29-04026.
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Коронавирусная болезнь 2019 года (COVID-19) приво-
дит к развитию тяжелой пневмонии, острого респираторно-
го дистресс-синдрома (ОРДС), полиорганной недостаточ-
ности, сепсиса и летального исхода. Регуляторные Т-клетки 
(FOXP3 +Tregs) играют важную роль в поддержании 
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иммунного гомеостаза и могут участвовать в подавлении 
воспаления, вызванного коронавирусом тяжелого острого 
респираторного синдрома 2 (SARS-CoV-2). В данном ис-
следовании проводилась оценка FOXP3 + Treg у пациентов 
с COVID-19, выявление взаимосвязи между тяжестью за-
болевания, развитием сепсиса и изменением количества 
Treg. В настоящее время остается дискуссионным вопрос 
об изменении доли и абсолютного количества Tregs при 
инфицировании SARS-CoV-2.

Для исследования патофизиологических измене-
ний, приводящих к развитию сепсиса при COVID-19 ре-
троспективно были проанализированы лабораторные 
биомаркеры острофазовых показателей (СРБ, ПКТ), 
показателей ОАК (лейкоцитов), цитокинов (IL-6), марке-
ра риска образования тромбозов (Dдимер), витамина 
Д, ранее существовавшим сопутствующим заболева-
ниям [гипертония, диабет, сердечно-сосудистые забо-
левания, хронические заболевания легких, ожирение 
и вирус иммунодефицита человека (ВИЧ). Возраст, пол, 
расовая принадлежность и/или ранее существовавший 
иммунитет могут объяснять неоднородность пациентов 
с COVID-19 и влиять на исходы заболевания (Brodin P. 
2021). Различия в статусе Treg могут быть связаны с ге-
терогенностью COVID-19. Так что имеет смысл сосредо-
точиться на смене FOXP3 +Tregs у больных COVID-19 раз-
личной степени тяжести. Пациенты проходили терапию 
в отделении интенсивной терапии (ОИТ) ФНКЦ ФМБА 
в период с апреля 2020 года по январь 2021 года 
(189 человек в возрастном диапазоне от 28 до 93 лет). 
FOXP3 + Tregs имеют решающее значение для поддержа-
ния иммунной толерантности (Sakaguchi S., 2008).

Среди умерших пациентов с COVID-19, поступивших 
в ОИТ, были значительно высокие уровни ПКТ, D-димера, 
СРБ, IL-6, лейкоцитов, наблюдался дефицит витами-
на Д и выраженная лимфопения по сравнению с теми, 
кто выжил. Лимфопения со сниженным количеством 
CD4 + и CD8 + Т-клеток является очевидным симптомом 
у пациентов с тяжелой формой COVID-19. Количество 
Т-клеток и CD4+CD25+aFOXP3+Treg отрицательно кор-
релировало с концентрацией ИЛ-6 в сыворотке/ Все 
пациенты на момент поступления в ОРИТ имели повы-
шенный прокальцитонин (ПКТ > 0,05 нг/мл), что говорит 
о вероятности развития сепсиса.

Основная стратегия в терапии с помощью CAR-Treg 
связана со способностью избирательно связываться 
с тканеспецифичными аутоантигенами (Zhang Q, Lu W, 
Liang CL, Chen Y, Liu H, Qiu F, et al. 2018). Было показано, 
что терапия CAR-Treg хорошо работает в различных докли-
нических моделях, включая ЭАЭ, колит и эксперименталь-
ную аллергическую астму (Blat D,2014, Skuljec J, 2018, 
Chen W.A., 2020); при трансплантации почки (ClinicalTrials.
gov Identifier: NCT04817774). Cпособность CAR-Treg вы-
зывать иммунологическую толерантность обеспечивает 
их потенциальное применение в лечении SARS-CoV-2.
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Основой нового гепатопротекторного препарата, 
обладающего полифункциональным механизмом дей-
ствия, позволяющего эффективно восстанавливать 
угнетенные функции печени, с одновременной норма-
лизацией иммунологических показателей, является 
входящий в его состав активный биокомпонент — про-
биотические бактерии рода Bacillus subtilis, которые 
при введении в организм продуцируют комплекс БАВ 
(антибиотики, протеолитические, амилолитические и др. 
ферменты, иммуноглобулины, а также цитокины, интер-
лейкины, витамины, протеины, аминокислоты и другие 
активные вещества). Эти БАВ оказывают как местное, 
так и общее иммуномодулирующее действие, нормали-
зуют клеточный и гуморальный иммунитет.

Целью работы являлось изучение защитного действия 
БАВ стерильного фугата культуры пробиотических микро-
организмов В. subtilis ВКПМ В-9909 на культуру выделен-
ных гепатоцитов при моделировании у них токсического 
поражения. Работа проводилась с использованием пере-
виваемой линии клеточной культуры Л-41, позволяющая 
оценивать токсичность различных субстратов на культу-
рах клеток и выдерживающая токсическое воздействие 
в разных концентрациях. На первом этапе исследований 
были определены максимальная нетоксическая доза сте-
рильного фугата (0,1%) и минимальная токсическая доза 
CCl4 по отношению к клеткам культуры Л-41 (500 мкг/мл-1). 
На следующем этапе было изучено и доказано цитопротек-
торное действие БАВ, входящих в состав фугата штамма В. 
subtilis В-9909 по отношению к клеткам линии Л-41. На мо-
дели токсического поражения культуры выделенных гепато-
цитов было показано цитопротекторное и регенеративное 
действия БАВ в составе фугата штамма В. subtilis В-9909 
(выживаемость клеток составила 76% по сравнению с кон-
тролем). Результаты исследования пролиферативной актив-
ности через 96 ч показывают, что происходит выравнива-
ние относительной предельной плотности культуры клеток 
Л-41 во всех пробах. Предельная плотность относительно 
контроля составила 1,04, 1,09 и 1,00, соответственно.

Таким образом, в результате проведенных исследо-
ваний установлено, что БАВ в составе фугата штамма В. 
subtilis В-9909 не только обладают выраженным цитопро-
текторным действием, но и положительно влияют на ре-
генеративные способности клеток печени, что является 
значимым фактором для дальнейшего и перспективного 
использования данного штамма в качестве биокомпонента 
нового гепатопротекторного регенеративного препарата.

Работа выполнена по теме из Плана НИР ИИФ УрО 
РАН, № гос. регистрации 122020900136-4.
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Как пористые полимерные материалы, так и гидрогели 
уже довольно давно представляют большой интерес в раз-
личных областях применения, в том числе в регенеративной 
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медицине. Однако такие изделия не лишены недостатков. 
Так гидрогелевые материалы либо имеют довольно низкие 
значения модуля упругости, либо, в случае большого коли-
чества сшивок, становятся хрупкими и не позволяют клет-
кам закрепляться и проникать внутрь материала. В свою 
очередь пористые полимерные материалы способствуют 
закреплению и пролиферации клеток и могут обладать 
различной, требуемой жесткостью, но неспособны к in situ 
моделированию, например, при костно-пластических опе-
рациях или в торакальной хирургии.

В работе предложено использование композицион-
ных материалов из хорошо зарекомендовавших себя 
пористых микрочастиц полилактида [1] и гидрогелей 
хитозана [2]. Сочетание этих материалов позволяет ни-
велировать минусы описанные выше. Пористые части-
цы получали методом сублимационной сушки заморо-
женной суспензии полилактида 1,4-диоксане. Средний 
диаметр частиц составил 80 мкм, средний размер пор — 
10 мкм. В качестве сшивателей для гидрогелей исполь-
зовали глутаровый альдегид и генипин. Установлено, что 
для данных материалов наиболее перспективным явля-
ется генипин, в виду его химической инертности по отно-
шению к наполнителю и, по данным литературы, меньшей 
токсичностью по сравнению с глутаровым альдегидом.

Наполнение гидрогелей хитозана пористыми микро-
частицами приводит к заметному увеличению модуля 
упругости материалов и переходу от эластичного к упру-
гому поведению композиционных материалов. В зави-
симости от количества наполнителя можно изменять 
модуль упругости материалов вплоть до ~1 МПа, при на-
полнении 20 масс.%, что на два порядка выше по сравне-
нию с ненаполненными гидрогелями. Работа выполнена 
при финансовой поддержке гранта Президента РФ (МК-
4935.2022.1.3, соглашение № 075-15-2022-421).
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В области регенеративной медицины одной из важных 
задач является создание искусственного природоподоб-
ного матрикса. Биосовместимые полимерные губчатые 
материалы все больше привлекают интерес ввиду наи-
более близкой архитектуры к эталонным децеллюлизиро-
ванным матриксам. Кроме того, высокопористые изделия 
на основе лактидов и лактонов успешно зарекомендовали 

себя в качестве объемных заместительных имплантатов, 
в частности в легочной хирургии [1]. Варьированием соста-
ва и концентрации полимеров в исходном растворе можно 
получать материалы различной пористости (до 98 об.%) 
и с различными значениями модуля упругости в диапазоне 
от 100 кПа до 10 МПа.

В работе в качестве полимерной основы губчатых из-
делий предложен сополимер полилактид-со-капролактон 
состава 70/30 с молекулярной массой 230 кДа. 
Сополимер такого состава обладает температурой сте-
клования близкой к температуре тела человека, что 
позволяет переходить изделиям на его основе из вре-
менной в постоянную форму после имплантации. Это 
свойство, в свою очередь, открывает большие перспек-
тивы в области заместительной терапии, ввиду возмож-
ности имплантации изделий через небольшие малоинва-
зивные хирургические разрезы.

Полученные в работе губчатые материалы способны 
полностью восстанавливать свою форму после предва-
рительной деформации на сжатие в два раза от первона-
чальных размеров.

Литература:
1. Васильева И.А., Севастьянов В.И., Токаев К.В., и др. Вестник 

трансплантологии и искусственных органов. 2021. T. 23. 
№ 1. С. 49–59.

НОВЫЕ ВОЗМОЖНОСТИ СОЗДАНИЯ 
МАТЕРИАЛОВ ДЛЯ РЕГЕНЕРАТИВНОЙ 
МЕДИЦИНЫ НА ОСНОВЕ 
ОРГАНОРАСТВОРИМОГО ХИТОЗАНА

А.А. Захаревич, Т.Е. Григорьев

НИЦ Курчатовский институт, Москва, Россия

e-mail: bestiamalum@yandex.ru

Ключевые слова: химическая модификация хитозана, ор-
ганорастворимый хитозан, полимеры для регенеративной 
медицины.

Хитозан представляет собой частично деацетили-
рованное производное хитина. Уникальные свойства 
хитозана обусловлены наличием в его цепи свободных 
аминогрупп, которых нет в молекуле хитина. Благодаря 
способности первичных аминогрупп к протонированию 
при значениях рН ниже 6,3–6,5, хитозан растворим 
в разбавленных кислотах [1]. Кроме того, аминогруппы 
определяют такие биологические эффекты хитозана, как 
антимикробная, противовоспалительная и фунгицидная 
активность и являются сайтом воздействия химических 
агентов при модификации полимера. Все эти свойства 
позволяют получать материалы различной морфологии 
на основе хитозана и объясняют популярность полимера 
в регенеративной медицине и тканевой инженерии.

Однако некоторые методы получения материалов ме-
дицинского назначения, например, электроформование, 
требуют использования органических растворителей, 
в которых хитозан нерастворим. На растворимость этого 
биополимера в органических средах можно повлиять пу-
тем химической модификации, что существенно расширит 
сферу его применения. Одним из наиболее эффективных 
способов получения органорастворимых производных 
хитозана является O-ацилирование по C6-OH-группе. Для 
проведения данной реакции можно использовать как анги-
дриды, так и хлорангидриды органических кислот [2].

В данной работе была проведена модификация хи-
тозана с использованием бутирилхлорида, поскольку 
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производные масляной кислоты — бутираты — находят 
широкое применение в медицине. Так как наряду с ги-
дроксильными группами в реакцию ацилирования всту-
пают и первичные аминогруппы [3], простым и изящным 
решением стало использование фталимидной защиты 
аминогрупп. Полученный 6-O-бутирилхитозан хорошо 
растворим в сильнополярном органическом раствори-
теле диметилсульфоксиде (ДМСО). Из раствора в ДМСО 
были получены пористые и волокнистые материалы 
на основе бутирилхитозана. После модификации в цепи 
полимера сохраняются первичные аминогруппы, что 
определяет его повышенную биосовместимость и био-
логическую активность, а растворимость в органических 
средах открывает новые возможности применения по-
лимера в тканевой инженерии и регенеративной меди-
цине. Работа выполнена при поддержке госзадания НИЦ 
«Курчатовский институт».

Литература:
1. Kumar G., Bristow J.F. et al. Polymer. 2000. Vol. 41. N. 6. PP. 

2157–2168.
2. Nabel A.N., Hefni H.H. et al. Int. J. Biol. Macromol. 2020. Vol. 

157. P. 681–702.
3. Wenqian W., Qiuyu M. et al. Int. J. Mol. Sci. 2020. Vol. 21. P. 487.

КЛЕТОЧНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ 
В ИССЛЕДОВАНИИ МОЛЕКУЛЯРНО-
ГЕНЕТИЧЕСКИХ ОСНОВ СЕМЕЙНОЙ 
ГИПЕРХОЛЕСТЕРИНЕМИИ

И.С. Захарова1, А.И. Шевченко1, Н.А. Тмоян2, 
Е.А. Елисафенко1, Е.С. Зубкова2, А.А. Слепцов3, 
М.С. Назаренко3, Н.В. Желтышева1, М.В. Ежов2, 
В.В. Кухарчук2, Е.В. Парфёнова2, С.М. Закиян1

1  ФИЦ Институт цитологии и генетики СО РАН, 
Новосибирск, Россия

2  НМИЦ кардиологии им. академика Е.И. Чазова, 
Москва, Россия

3  Томский национальный исследовательский 
медицинский центр РАН, Томск, Россия

e-mail: zakharova.is@gmail.com

Ключевые слова: клеточные модели заболеваний, семей-
ная гиперхолестеринемия, индуцированные плюрипотент-
ные стволовые клетки, дифференцированные производные, 
эндотелиоциты, гепатоциты, органоиды.

Семейная гиперхолестеринемия (СГХС) является 
серьезной проблемой мирового общественного здра-
воохранения [1]. Данное моногенное наследственное 
заболевание является одной из причин атеросклероза, 
лежащего в основе сердечно-сосудистых патологий, ко-
торые продолжают оставаться лидирующими причина-
ми смерти людей во всем мире. В основе большинства 
случаев заболевания — патологические варианты в гене 
рецептора липопротеинов низкой плотности LDLR.

До сих пор в мире не существует клеточных моделей 
СГХС, отражающих комплекс взаимодействий разных 
клеточных типов, вовлеченных в проявление заболева-
ния. Индуцированные плюрипотентные стволовые клетки 
(ИПСК) пациентов дают возможность получать диффе-
ренцированные клеточные производные малоинвазив-
ным методом. Существует менее десятка 2D-моделей, 
представленных только одним типом клеток, вовлечен-
ных в заболевание, — гепатоцит-подобными клетками. 
Однако такие дифференцированные производные функ-
ционально являются незрелыми — паттерн их генной 

экспрессии напоминает клетки эмбриональной печени. 
В то время как 3D-васкуляризированные органоиды с ге-
патоцитами-производными ИПСК напоминают зрелые 
гепатоциты.

В результате репрограммирования мононуклеарных 
клеток крови трех пациентов, являющихся компаундны-
ми гетерозиготами по патологическим аллельным ва-
риантам гена LDLR, получены ИПСК, демонстрирующие 
свойства плюрипотентности и нормальный кариотип [2–
4]. Наличие аллельных вариантов в ИПСК подтверждено 
секвенированием по Сенгеру. Из ИПСК пациентов с СГХС 
путем направленной дифференцировки получены три 
типа дифференцированных производных: гепатоцит-по-
добные клетки, эндотелиоциты и мезенхимные стромаль-
ные клетки (МСК) с подтверждением наличия характер-
ных маркеров для каждого типа клеток. Эндотелиальные 
и МСК-производные получены для пациентов с СГХС 
впервые. Дифференцированные производные имеют 
сниженную способность поглощать ЛПНП, что является 
функциональным подтверждением воспроизведения па-
тологического фенотипа заболевания.

В результате объединения трех типов полученных 
дифференцированных производных впервые получе-
ны васкуляризированные гепато-органоиды пациентов 
с СГХС, которые станут основой для разработки подхо-
дов к более эффективной терапии СГХС и атеросклеро-
за. Работа поддержана грантом РНФ № 21-15-00065.
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Глутамат (Глу) является важным эндогенным нейро-
трансмиттером в ЦНС млекопитающих, однако в высо-
ких концентрациях вовлечен в развитие многих острых 
и хронических патологий головного мозга. При токсиче-
ском действии Глу в нейронах развивается отсроченная 
кальциевая дизрегуляция (ОКД) и синхронная с ней мито-
хондриальная деполяризация. Изоликвиритигенин (ИЛГ) 
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относится к флавоноидам со структурой халкона, проис-
ходящим из растения рода Glycyrrhizae. Опосредованная 
ILG нейропротекция была продемонстрирована в чув-
ствительной к Глу линии клеток гиппокампа мыши. 
Мы предположили, что какие-то звенья патологического 
каскада реакций, обусловленных Глу эксайтоксичностью, 
могут быть ингибированы ИЛГ.

Цель работы: изучить влияние ИЛГ на кальциевый го-
меостаз, физиологическую функцию митохондрий и оце-
нить его нейропротекторный потенциал в условиях Глу 
эксайтотоксичности.

Материалы и методы: Выживаемость первичной 
культуры нейронов коры головного мозга крыс (10 DIV) 
при Глу-индуцированной токсичности оценивали био-
химическим методом (WST-тест). Флуоресцентно-
микроскопические измерения концентрации свободно-
го Са2+ в цитоплазме ([Ca2+]i) проводили на микроскопе 
Olympus XI-70 (Япония) в индивидуальных нейронах с ис-
пользованием флуоресцентного красителя FuraFF (ex/
em 340/525 и 380/525 nm). Параллельно, используя по-
тенциал чувствительный зонд Rh123 (ex/em 485/525) 
измеряли митохондриальный потенциал (∆Ψm), для оцен-
ки вклада митохондрий в кальций-зависимые процессы. 
Скорость потребления кислорода (OCR, пмоль/мин) из-
меряли с помощью анализатора внеклеточного потока 
Seahorse XFe24 (Agilent Technologies, США).

Результаты: ИЛГ (0,5–5 мкМ) защищал первичную 
культуру нейроглиальных клеток от гибели (p<0,01), вы-
званной глутаматом (100 мкМ). В нейронах ИЛГ (0,5–
1 мкМ) предотвращал резкое повышение [Ca2+]i и сни-
жение ∆Ψm, а также Глу-индуцированные изменения 
митохондриального и немитохондриального дыхания. 
В культуре с ИЛГ (1 мкМ) увеличивались резервное ды-
хание, а также OCR в ответ на Глу. ИЛГ-опосредованное 
увеличение внемитохондриального потребления кис-
лорода может быть связано с проявлением активности 
некоторых оксидаз. Одним из таких ферментов-кандида-
тов, которые могут экспрессироваться на фоне действия 
ИЛГ, являются гемооксидазы, различные изоформы ко-
торого обнаруживаются в нервной системе и обладают 
нейропротекторным эффектом.

Заключение: Результаты показали, что ИЛГ может 
защищать нейроны коры от гибели, предотвращая раз-
витие нарушения регуляции кальция и ограничивая ми-
тохондриальную дисфункцию, вызванную высокой дозой 
Глу. Мы предполагаем, что ИЛГ будет полезен при раз-
работке лекарств для профилактики и лечения нейро-
дегенеративных заболеваний, сопровождающихся Глу 
эксайтотоксичностью. Исследование проведено при фи-
нансовой поддержке Министерство науки и высшего об-
разования РФ (грант FGFU-2022-0012).
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Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) в силу 
их низкой иммуногенности и способности к многолиней-
ной дифференцировке активно используются в регене-
ративной медицине для терапевтических целей. Для рас-
крытия терапевтического потенциала МСК применяют 
магнитные наночастицы (МН). МН способствуют направ-
ленной доставке и локализации МСК в области мишени, 
кроме того, могут служить для трансфекции репортерных 
генов в МСК [1]. МН на основе оксида железа комбиниру-
ют с оксидами графена для уменьшения токсичности [2].

В работе использовались МН на основе Fe3O4, по-
крытые лимонной кислотой (M/ЛК) и МН с добавлением 
оксида графена, покрытые лимонной кислотой (M/GO/
ЛК). Подбор концентраций МН осуществлялся на основе 
анализа статей по смежным исследованиям [3,4].

Был использован III пассаж МСК, выделенных из кост-
ного мозга 5-дневных крыс. Клетки засевали в 96-лу-
ночный планшет в количестве 1500 кл/лунку. Через 
24 часа после засева вводили МН в концентрации 100, 
50 и 30 мкг/мл и культивировали при 37°C и 5% CO2. 
Оценку цитотоксичности проводили с помощью теста 
Alamar Blue. Снимали данные теста на 1 и 4 сутки инку-
бации с МН. Критерием цитотоксичности считали рост 
клеток менее 70% в сравнении с контролем [5].

Полученные результаты свидетельствуют о нали-
чии цитотоксичности образца M/ЛК С=100 мкг/мл, 
однако для образца M/GO/ЛК в той же концентрации 
цитотоксичность не выявлена. M/ЛК при С=50 мкг/
мл и 30 мкг/мл не показали токсичности для МСК, 
но растворы тех же концентраций частиц M/GO/ЛК ак-
тивнее стимулировали рост МСК. Причем пролифера-
тивная активность МСК при M/GO/ЛК при С=50 мкг/
мл была выше, чем при С=30 мкг/мл. Оксид графена 
способен стимулировать рост и пролиферацию МСК, что 
дает хорошие перспективы для его использования в ре-
генеративной медицине.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РНФ № 20-64-47008.
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Болезнь Альцгеймера (БА) — это нейродегенератив-
ное заболевание, отличительной чертой которого являет-
ся прогрессирующая потеря памяти. Нарушение памяти 
может быть объяснено синаптической дисфункцией, ко-
торая наблюдается при БА. Синапс (место контакта двух 
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нейронов) образуется с помощью дендритных шипиков, 
плотность и морфология которых изменяется у пациен-
тов с БА.

Кальциевая дисрегуляция играет важнейшую роль 
в развитии БА. В частности, обнаружено, что при БА в гип-
покампальных нейронах снижается активность нейро-
нального депо-управляемого входа кальция (нДУВК). 
Одним из участников белкового ансамбля, формирующе-
го нДУВК, — TRPC6 каналы [1]. Позитивное воздействие 
на TRPC6 канал, предположительно, позволит осуще-
ствить регенерацию дендритных шипиков и тем самым 
устранить проблемы с памятью.

Нами было выявлено, что положительный модулятор 
TRPC6 канала С20 в концентрациях 1 uM и 100 nM огра-
ничивает утрату грибовидных шипиков при воздействии 
на нейроны β-амилоидом. Мы также продемонстрирова-
ли, что С20 способно восстанавливать дефицит долго-
временной потенциации у восьмимесячных 5xFAD мы-
шей. Фармакокинетические исследования (стабильность 
в плазме крови и проницаемость через ГЭБ) позволили 
провести поведенческие тесты на животных.

Поведенческие тесты включали в себя тест на услов-
но-рефлекторное замирание (изучение контекстной и ус-
ловной памяти) и водный лабиринт Морриса (изучение 
пространственной памяти). Внутрибрюшинные инъекции 
С20 способствуют восстановлению контекстной и услов-
ной памяти у шестимесячных 5xFAD мышей, однако ни-
какого улучшения пространственной памяти обнаружено 
не было. Данное научное исследование было проведе-
но в рамках грантовой программы поддержки лучших 
проектов иностранных аспирантур «BIG PhD» в Санкт-
Петербургском политехническом университете Петра 
Великого.
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На данный момент в реальных хирургических опера-
циях используют адаптивные медицинские изделия (за-
жимы, скобы, клипсы и т. д.) из металлических сплавов 
с памятью формы. Однако у металлических материалов 
есть ряд очевидных недостатков, таких как ограниченная 
восстанавливаемая деформация, возможность пере-
напряжения, отсутствие способности к биорезорбции. 
Эти ограничения могут быть преодолены при исполь-
зовании полимеров с памятью формы и композитов 
на их основе. Преимуществами полимерных материалов 
являются более высокие значения восстанавливаемой 
деформации, возможность регулирования температуры 
активации эффекта памяти формы, механических и фи-
зико-химических характеристик. Еще одним очевидным 
преимуществом является возможность инициировать 

эффект памяти формы дистанционно, т. е. без прямого 
теплового воздействия, например, с помощью лазерного 
нагрева или воздействия электрических и магнитных по-
лей. В контексте использования таких материалов в ор-
ганизме человека преимуществом обладает индукцион-
ный нагрев (воздействие магнитного поля) полимерного 
композиционного материала с включениями магнитных 
частиц, так как данный метод исключает травматизацию 
тканей человека и действует только на магнитные части-
цы в композите. Так, композиционный материал на осно-
ве полилактида (ПЛА) с магнитными частицами, такими 
как наночастицы феррита кобальта (CoFe2O4) [1], может 
быть нагрет путем приложения высокочастотного пере-
менного магнитного поля.

В данной работе методом экструзии были получены 
нити композита ПЛА и CoFe2O4 (1, 5, 10 % масс.). Было 
замечено, что включение дисперсного наполнителя влия-
ет на тепловые свойства и кристалличность полимерной 
матрицы. Образцы всех трех составов демонстрируют 
восстановление формы после деформации при воздей-
ствии магнитного поля. Материал не является цитотиок-
сичным, поэтому его можно использовать в биомедицин-
ских целях.

Таким образом, использование полимерного компо-
зиционного материала на основе ПЛА с возможностью 
косвенного нагрева для активации эффекта памяти фор-
мы может решить текущие проблемы, связанные с уже 
существующими и используемыми материалами для 
данного приложения. Исследование выполнено при фи-
нансовой поддержке РНФ (№ 21-73-205).
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Старение — это биологический процесс постепенной 
деградации частей и систем организма человека и по-
следствия этого процесса. Важную роль в прогрессии 
процесса старения играет неизбежное истощение ре-
зервов стволовых клеток организма, что ведет к сниже-
нию способности к поддержанию гомеостаза, а также 
к нарушению функционирования и восстановления тка-
ней и органов [1]. Целью нашей работы было оценить 
изменения, происходящие с резидентными стволовыми 
клетками жировой ткани — мезенхимными стволовыми 
клетками при старении.
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В нашей работе использовались МСК, полученные 
от контрольной группы (возраст не более 65 лет) и пожи-
лых доноров (возраст старше 65 лет). Кроме того, нами 
использовались МСК, индуцированные к накоплению 
старческих признаков за счет продолжительного куль-
тивирования (более 10 пассажей: группа репликативное 
старение).

Индукцию адипогенной дифференцировки осущест-
влялась при помощи дексаметазона, инсулина и IBMX. 
Для оценки эффективности дифференцировки клеток 
использовали цитофлуоресцентное окрашивание с по-
мощью красителя Nile Red. Кроме того, дифференци-
ровка оценивалась методом ПЦР в реальном времени 
с обратной транскрипцией по экспрессии ключевых мар-
керов дифференцировки [2]. Для оценки активности ин-
сулин-зависимых внутриклеточных сигнальных каскадов 
использовался метод иммуноблоттинга. Изучение про-
лиферативного потенциала осуществлялась, используя 
иммуногистохимическое окрашивание на белок Ki67. 
Для анализа кальциевого ответа на инсулин использо-
вался флуоресцентный кальциевый краситель Fluo-8.

В нашей работе мы обнаружили, что у многих пожи-
лых доноров наблюдается снижение чувствительности 
к инсулину, коррелирующее со сниженной способностью 
к пролиферации и адипогенной дифференцировке. При 
оценке внутриклетоного кальция в ответ на инсулин на-
блюдались 2 вида кальциевых ответов: плавный прирост, 
характерный для клеток, полученных от контрольной груп-
пы, и кальциевая осцилляция, характерная для пожилых 
доноров. Интересно, что МСК, полученные от пожилых 
доноров, обладали высокой степенью гетерогенности 
с точки зрения их пролиферативного и дифференциро-
вочного потенциалов, а также чувствительности к инсу-
лину. В дальнейшем мы планируем установить причины 
подобной гетерогенности.
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Остеомиелит — наиболее сложный вариант разви-
тия воспаления костной ткани, которое диагностируется 
в 3–24% после открытых переломов и в 1–7% после 
остеосинтеза [1]. Рецидивы заболевания встречают-
ся у 20–30% больных, а частота ампутаций и функ-
циональной неполноценности достигает 10,3–56,8% 
случаев [1, 2].

Целью данного исследования являлось изучение эф-
фективности применения пантов марала и амикацина 
в купировании хронического остеомиелита.

Исследование проведено на самцах крыс линии 
Wistar с массой 300 ± 20 граммов на базе НИИ ЭБМ 
ВГМУ им Н.Н. Бурденко. Моделирование хронического 
остеомиелита проводили согласно патенту: «способ 
моделирования хронического травматического осте-
омиелита». Животные были разделены на 5 групп: 
В 1-й контрольной группе лечение не проводилось. 
В остальных группах выполняли 2-этапную гидрохи-
рургическую санацию (ГХС). В 1-й опытной группе ГХС 
и внесение в область раны пантов марала до полного 
заполнения полости. Во 2-й опытной группе — введе-
ние антибиотика амикацина в дозировке 15 мг/кг. 
В 3-й опытной группе использовали сочетанное при-
менение пантов марала и амикацина в дозировке 1:2. 
Оценку эффективности проводили на 7-е, 14-е, 28-е, 
и 90-е сутки исследования на основании данных гисто-
логического исследования.

В 1-й контрольной группе на протяжении всего 
эксперимента прослеживается гистологическая кар-
тина воспаления. Во 2-й контрольной группе начиная 
с 14-х суток эксперимента наблюдается пролиферации 
остеобластов. На 90-е сутки эксперимента наблюдает-
ся образование новых сосудов, появление грануляци-
онной ткани в области дефекта и остеогенез в периосте 
и костномозговом канале.

В 1-й опытной группе динамика аналогична динамике 
1-й контрольной группы, на 90-е сутки происходит фор-
мирование ложных суставов в месте патологического 
перелома с большим количеством остеобластов и ней-
трофилов. Во 2-й опытной группе к 60-м суткам наблю-
дается полное заполнение дефекта молодой костной 
тканью. На 90-е сутки происходит формирование кон-
солидированной костной мозоли. В 3-й опытной группе 
разрастание грануляционной ткани наблюдается уже 
на 14-е сутки вместе с признаками эндостального око-
стенения. На 90-е сутки полностью завершается регене-
рация костной ткани.

Использование комбинированного препарата, состо-
ящего из амикацина (в дозировке 15 мг/кг) и порошкоо-
бразных пантов марала в соотношении 2:1, ведет к купи-
рованию очага остеомиелита и формированию костной 
мозоли на 90-е сутки исследования.
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С недавнего времени наряду с клеточными техноло-
гиями возникло целое направление по субклеточным 
технологиям, которые, в частности, в терапии ряда пато-
логий предполагают трансплантацию митохондрий и ис-
пользование экстраклеточных везикул (ЭВ), производи-
мых стволовыми клетками.

Есть свидетельства наличия митохондриальных 
компонентов в ЭВ, хотя данные о том, что ЭВ содержат 
компетентные в энергетическом плане митохондрии от-
сутствуют. Это определило задачу данной работы как 
решение вопроса: содержат ли ЭВ, образуемые в среде 
культивации мезенхимальных стромальных стволовых 
клеток (МСК) костного мозга человека, функциональные 
митохондрии?

Просвечивающая электронная микроскопия позволи-
ла проследить за образованием ЭВ из МСК через поч-
кование клеточной мембраны или путем организации 
пула ЭВ, собираемых внутри МСК. Были получены два 
препарата ЭВ через дифференциальное центрифугиро-
вание среды культивации в разных режимах, которые 
исследовались на предмет наличия митохондриальных 
компонентов и полностью функциональных митохон-
дрий. ЭВ в обоих препаратах характеризовались сильной 
гетерогенностью форм, подтвержденной как просвечи-
вающей, так и крио электронной микроскопией, и разме-
ров, определяемых по дзета потенциалу и через анализ 
траекторий наночастиц.

Проточная флуориметрия с использованием двух ми-
тохондриальных красителей (MitoTracker Green, окраши-
вающих все митохондрии и TMRE, окрашивающих лишь 
энергизованные митохондрии) не позволила выявить од-
нозначно интерпретируемый митохондриальный сигнал. 
Использование того же метода с применением 10-нонил 
акридинового оранжевого привело к доказательству его 
взаимодействия с ЭВ, что позволило предположить на-
личие кардиолипина, являющегося маркерным липидом 
внутренних мембран митохондрий.

С использованием праймеров на компоненты мито-
хондриальной и ядерной ДНК (мДНК и яДНК соответ-
ственно) удалось не только обнаружить эти виды, нои от-
метить обогащение мДНК в ЭВ: если в МСК принять 
соотношение мДНК/яДНК=1, то в ЭВ это соотношение 
было около 20. Вестерн блот анализ выявил наличие 
в ЭВ целого ряда митохондриальных белков, однако под-
вижность части этих пептидов при ЭФ в ПААГ отлича-
лась от стандартного поведения.

Анализатор кислорода SeaHorse позволил заре-
гистрировать потребление кислорода ЭВ при исполь-
зовании субстратов комплексов I-III дыхательной цепи 
митохондрий. Однако скорость этого потребления не ме-
нялась при добавлении как разобщителя (СССР), так 
и ингибиторов цитохромоксидазы (цианида и азида), что 
говорит о том, что это потребление кислорода нельзя 
однозначно приписать дыханию.

Масс-спектрометрия выявила целый ряд митохондри-
альных белков внешних и внутренних мембран, межмем-
бранного пространства и матрикса.

Таким образом в ЭВ присутствуют митохондриальные 
компоненты, а функциональных митохондрий обнаружить 
не удалось. Поддержано грантом РНФ № 19-14-00173п.
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Использование мезенхимальных стволовых клеток 
(МСК) является одним из ведущих методов клеточной 
терапии, обеспечивающим прочную связь между клини-
ческими и фундаментальными исследованиями. Одним 
из популярных способов повышения эффективности кле-
точной терапии с помощью МСК является их обработка 
цитокинами. Мы выявили, что у МСК, инкубировавшихся 
в присутствии интерлейкина 4 (ИЛ4) повышается ре-
зервная респираторная емкость, в то время как МСК, ин-
кубировавшиеся в присутствии провоспалительных ци-
токинов показали тенденцию к ее снижению. Известно, 
что количество митохондрий тесно связано с энергети-
ческими потребностями клетки и может варьировать-
ся в зависимости от многих факторов, таких как стресс 
и окислительно-восстановительный баланс. Мы оценили 
количество митохондрий на клетку с помощью окраши-
вания витальным флуоресцентным митохондриальным 
зондом — MitoTracker Red CMXRos и последующего 
анализа методами спектрофлуориметрии и обнаружили 
увеличение количества митохондрий на клетку в МСК, 
инкубировавшихся в присутствии ИЛ4 и тенденцию 
к уменьшению их числа в МСК, инкубировавшиеся в при-
сутствии провоспалительных цитокинов, что может быть 
обусловлено усилением в них экспрессии факторов, ас-
социированных с митофагией. Одна из функций митофа-
гии — это удаление поврежденных митохондрий и таким 
образом предотвращение накопления митохондриаль-
ных реактивных форм кислорода (АФК) и повреждения 
клеток [1]. Мы оценили генерацию супероксид радикала, 



94 МАТЕРИАЛЫ V НАЦИОНАЛЬНОГО КОНГРЕССА ПО РЕГЕНЕРАТИВНОЙ МЕДИЦИНЕ

Гены & Клетки XVII, № 3, 2022

как основного свободного радикала кислорода, образу-
ющимся в митохондриях в результате передачи электро-
на по ЭТЦ, с помощью флуоресцентного зонда MitoSox 
Red. Однако нам не удалось выявить значимой разницы 
между индукторами, только в случае LPS наблюдалась 
тенденция к усилению генерации АФК. Также мы оцени-
ли концентрацию молочной кислоты в среде культивиро-
вания МСК, как еще один параметр метаболизма, отра-
жающий интенсивность процессов гликолиза в клетках. 
Полученные данные создают предпосылку к выяснению 
механизмов, опосредующих влияние воспалительного 
окружения на свойства мезенхимальных клеток, а так-
же к разработке подходов активного воздействия на на-
чальные этапы репаративных процессов, связанные 
с контролируемой воспалительной реакцией. Кроме того, 
приобретает актуальность дальнейшее исследование ме-
ханизмов, сопрягающих аутофагию (в данном случае — 
митофагию) с со свойствами клеток, участвующими в ре-
ализации их биологической функции. Работа выполнена 
при поддержке гранта РФФИ № 20-015-00405.
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Мультипотентные мезенхимные стромальные клет-
ки (МСК) входят в состав стромы соединительной ткани, 
где играют ключевую роль в ее репарации, регенерации 
и поддержании гомеостаза. МСК участвуют в этих про-
цессах благодаря секреции различных паракринных 
факторов и способности дифференцироваться в ряд на-
правлений. Важными компонентами стромы также явля-
ются кровеносные сосуды и нервные окончания, получая 
гормональные сигналы от которых МСК координируют 
свою активность с целым организмом [1]. Одним из клю-
чевых регуляторов функций МСК является норадрена-
лин. Ранее мы показали, что норадреналин регулирует 
функциональную активность МСК, изменяя их чувстви-
тельность к норадреналину. При стимуляции норадрена-
лином сигнального пути β-адренорецепторы/Gs-белок/
аденилатциклаза/cAMP через 6 часов происходит по-
вышение уровня экспрессии белка α1А-адренергических 
рецепторов и, как следствие, повышение чувствительно-
сти клеток к этому гормону. Данный феномен был назван 
гетерологической сенситизацией [2].

Для выяснения механизмов повышения белка α1А-
адренорецепторов мы изучили влияния данного меха-
низма на транскрипцию гена α1А-адренорецептора, как 
одного из основных способов повышения белка в клет-
ке. Для этого мы исследовали изменение уровня мРНК 
после стимуляции норадреналином. При использовании 
праймеров, таргетирующих начальный фрагмент мРНК 
α1А-адренорецепторов, уровень мишени не изменялся, 
а при использовании праймеров, таргетирующих район 

мРНК, имеющийся в составе 1–4 транскрипционных ва-
риантов, уровень матрицы снижался. Эти результаты мо-
гут свидетельствовать о том, что в процессе прохождения 
гетерологической сенситизации происходит изменение 
изоформного состава мРНК α1А-адренорецепторов 
в МСК. При изучении литературы мы выяснили, что 
с единственного гена α1А-адренорецепторов в резуль-
тате альтернативного сплайсинга считывается 7 транс-
крипционных вариантов с различными комбинациями 
экзонов. Для изучения изменений уровня экспрессии 
различных изоформ мы подобрали праймеры, спец-
ифичные для каждого транскрипционного варианта. 
Путем полуколичественного ПЦР-анализа мы исследо-
вали изменение уровеня экспрессии каждой изоформы 
через 1 и 3 часа после стимуляции норадреналином от-
носительно клеток контроля. Таким образом, в процессе 
осуществления гетерологической сенситизации МСК 
происходит изменение изоформного состава мРНК α1А-
адренергических рецепторов. Исследование выполнено 
при поддержке РНФ в рамках проекта № 21-15-00311.
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Эффективная генная терапия возможна только при 
использовании носителей, способных доставлять лекар-
ственные препараты или гены внутрь клетки и ее орга-
неллы на разных стадиях развития. Целью настоящей 
работы было изучение возможности доставки лекар-
ственного средства внутрь ядра живых клеток на стадии 
их митоза.

В качестве модельного соединения использовали док-
сорубицин — противоопухолевый антибиотик, проникнове-
ние которого внутрь клетки легко регестрировать методом 
конфокальной лазерной флуоресцентной микроскопии 
при экспериментах in vitro. Синтезированные полици-
анакрилатные частицы, полученные из аддукта этил-2-
цианакрилата и жирных кислот, использовали в качестве 
носителя. Этил-2-цианакрилатные мономеры обладают 
рядом уникальных свойств, главным из которых является, 
способность к полимеризации, в отсутствие радикаль-
ных инициаторов, с образованием полимеров, способных 
к биодеградации внутри организма (гидролизом и фер-
ментативным гидролизом) [1]. Поверхность частиц была 
покрыта слоем полисахарида (реополиглюкина) и фос-
фатидилхолина с целью обеспечения трансмембранного 
проникновения системы внутрь клетки.

Наилучший результат был получен при использова-
нии нанокорпускулярных полимерных носителей малого 
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диаметра, имеющих размер около 100 нм и обладающих 
зарядом поверхности близким к нейтральному. Размер 
частиц определяли методом динамического светорассе-
яния. Такие системы способны проникать внутрь клетки, 
а также доставлять внутрь ядра на стадии митоза, на дру-
гих стадиях развития клетки они инертны и не способны 
вмешиваться в процессы клеточного метаболизма.

При этом противоопухолевый препарат доксорубицин 
является только модельным соединением, в дальней-
шем полые нанокорпускулярные полимерные носители 
можно использовать для самых разнообразных физио-
логически активных веществ.
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Неспособность к делению зрелых кардиомиоцитов — 
функциональных клеток сердца — ограничивает возмож-
ность получения стабильной клеточной линии для ее ис-
пользования в качестве in vitro модели. В связи с этим 
огромное количество исследований направлено на кар-
диогенную дифференцировку различных клеток, вклю-
чая эмбриональные (ЭСК), мезенхимные (МСК), инду-
цированные плюрипотентные (иПСК) стволовые клетки, 
а также фибробласты.

Большинство существующих методов кардиоген-
ной дифференцировки предполагает использование 
на разных этапах культивирования комбинаций разноо-
бразных факторов, влияющих на процесс кардиогенеза 
in vivo. В частности, наиболее эффективные протоколы 
получения кардиомиоцитов из иПСК и фибробластов 
включают многократные этапы вирусной трансдукции 
и использование различных многокомпонентных диф-
ференцировочных сред [1, 2]. Однако такие манипуляции 
существенно ограничивают возможности применения 
полученных клеток в качестве тест-систем, в частности, 
для исследования лекарственных препаратов in vitro. 
Таким образом, существует необходимость в упрощен-
ных методах кардиогенной дифференцировки, включа-
ющих введение минимального количества экзогенных 
факторов, потенциально препятствующих проведению 
дальнейших in vitro анализов.

На сегодняшний день накопилось достаточное ко-
личество данных о том, что наряду с растворимыми 
факторами важным регулятором кардиогенеза являет-
ся внеклеточный матрикс (ВКМ) [3]. В связи с этим, на-
стоящая работа была направлена на оценку кардиоген-
ного потенциала клеток различного происхождения при 
их культивировании в присутствии компонентов ВКМ. 
В работе использовали МСК из костного мозга эмбри-
она человека и мышцы конечности эмбриона человека 

(получены из ЦКП «КККП» ИНЦ РАН, грант Минобрнауки 
РФ, Соглашение № 075-15-2021-683), а также фи-
бробласты, полученные из ткани сердца крыс. В ходе 
работы было показано, что культивирование МСК и фи-
бробластов на белках ВКМ приводило к существенному 
изменению их морфологии. С помощью метода имму-
нофлуоресценции и конфокальной микроскопии был вы-
явлен ранний маркер кардиогенной дифференцировки 
GATA4 в клетках, культивируемых на коллагене. Кроме 
того, культивирование МСК на коммерческом препарате 
«Matrigel» приводило к формированию в единичных клет-
ках характерного для кардиомиоцитов миофибриллярно-
го аппарата. Полученные результаты могут применяться 
при разработке эффективных методов кардиогенной 
дифференцировки, а также для оптимизации модельных 
тест-систем in vitro.
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Создание трехмерных структур- скаффолдов- из био-
деградируемых материалов и заселение их стволовыми 
клетками, полученными из тканей полости рта, перспек-
тивно для методик направленной регенерации тканей. 
Стволовые клетки пульпы и периодонта в большей степе-
ни способны к остеогенной дифференцировке, что био-
логически обуславливает их применение при реконструк-
тивных операциях на костной ткани. Целью исследования 
явилась оценка заживления костного дефекта в области 
альвеолярной части нижней челюсти лабораторных мы-
шей с использованием фибринового скаффолда, засе-
ленного стволовыми клетками пульпы и периодонта.

В исследовании 29 лабораторным мышам прово-
дилось удаление моляров и формирование костного 
дефекта. В качестве замещающего материала исполь-
зовали фибриновый клей, полученный из плазмы крови 
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человека с использованием рекомбинатного тромбина. 
Фибриновый клей смешивали с клетками паспортизиро-
ванной культуры ранних (2–3) пассажей стволовых кле-
ток пульпы зуба [1]. Далее клеточнозаселенные скаф-
фолды, вносили в область дефекта. Через 28 дней после 
удаления моляров животных выводили из эксперимента, 
проводили компьютерную томографию челюстно-лице-
вой области и гистологический анализ области дефекта.

Показано влияние клеточнозаселенных скаффолдов 
на процессы ремоделирования костной ткани в области 
дефекта. В основной группе наблюдался прирост кост-
ной ткани по сравнению с контрольной. Таким образом, 
доказана способность стволовых клеток пульпы зуба, 
заключенных в скаффолд на основе фибринового клея, 
сохранять способность к пролиферации и к остеогенной 
дифференцировке. Использованный скаффолд на осно-
ве фибринового клея влияет на процесс ремоделирова-
ния костной ткани в области дефектов челюстей [2].
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Дофаминовый нейротрофический фактор мозга 
(CDNF) считается перспективным фактором для лечения 
различных нейродегенеративных расстройств. Мало что 
известно об участии CDNF в регуляции поведения, поми-
мо локомоторной активности в рамках моделей болезни 
Паркинсона. Имеются некоторые данные, указывающие 
на роль CDNF в улучшении памяти в животной модели бо-
лезни Альцгеймера, однако неизвестно какие механиз-
мы стоят за этими эффектами.

В данной работе мы создали аденоассоцииро-
ванный вирусный конструкт, экспрессирующий ген 
Cdnf крысы под контролем синапсинового промото-
ра. Иммуноцитохимия трансфецированных AAV-CDNF 
клеток HEK293 показала локализацию CDNF исклю-
чительно в эндоплазматическом ретикулуме (ЭПР). 
Трансфекция также улучшила выживаемость данных 
клеток в ответ на стресс ЭПР, что доказывает функцио-
нальную активность экспрессирующегося белка.

В последующих экспериментах полученный AAV-
конструкт был использован для того, чтобы вызвать 
сверхэкспрессию CDNF в нейронах гиппокампа взрос-
лых самцов крыс линии Wistar. Было обнаружено, что 
гиперэкспрессия CDNF в гипокампе усиливает угасание 

памяти о страхе в парадигме условного рефлекса стра-
ха. Изменения памяти о страхе сопровождались повы-
шенным уровнем мРНК и фосфорилирования CREB, 
вовлеченного в формирование долговременной потен-
циации. В то же время сверхэкспрессия CDNF приводи-
ла к увеличению уровней мРНК генов маркеров стресса 
ЭПР — Atf6, Perk и сплайсированного Xbp1, в регуляции 
которых, как уже известно, участвует CDNF. В первичной 
нейрональной культуре гиппокампа крыс сверхэкспрес-
сия CDNF стимулировала формирование пачечной ак-
тивности и значительно увеличивала не только частоту 
спайков, но и количество спайков в сетевой пачке. Также 
было показано, что CDNF увеличивает не только коли-
чество связей на клетку, но и согласованность сигналов 
в культуре нейронов. Процент активных клеток в культуре 
увеличился более чем в два раза.

Таким образом мы впервые показали, что эндо-
генно-экспрессирующийся CDNF способен регули-
ровать формирование памяти о страхе, что связано 
с существенными изменениями в пластичности гиппо-
кампальных нейронов и вероятно вовлекает уникальный 
ЭПР-зависимый механизм. Полученные результаты 
свидетельствуют, что CDNF может быть перспективным 
средством терапии неврологических нарушений, напри-
мер при болезни Альцгеймера.

Содержание животных было поддержано фундамен-
тальным исследовательским проектом № FWNR-2022-
0023. Исследование было поддержано Российским на-
учным фондом, грант № 22-15-00011.
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Биоразлагаемые биосовместимые полимеры на ос-
нове циклических сложных эфиров активно применя-
ются в качестве исходных материалов для изготов-
ления изделий медицинского назначения: матриксов 
и скаффолдов для тканевой инженерии, хирургических 
нитей, эндоваскулярных имплантатов, а также различ-
ных фиксаторов для травматологии и челюстно-лицевой 
хирургии. Применение аддитивных технологий дает воз-
можность изготовления биоразлагаемых имплантатов 
сложной формы, в том числе персонализированных. 
Методы фотополимерной 3D-печати являются одни-
ми из наиболее прецизионных, обеспечивая высокую 
точность печати, позволяют изготавливать даже мини-
атюрные конструкции. Однако на сегодня выбор био-
совместимых фотоотверждаемых композиций крайне 
ограничен. Фотополимерные смолы для изготовления 
биоразлагаемых медицинских изделий фактически от-
сутствуют на рынке.

Мы представляем модифицированные олигомеры 
D,L-лактида и ε-капролактона линейного и звездоо-
бразного строения, которые могут быть использованы 
в фотополимерной и биопечати биоразлагаемых ме-
дицинских изделий. Для создания гибкой и эффектив-
ной платформы фотополимерных композиций важно 
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разработать ассортимент смол на основе олигомеров 
различного состава и молекулярного строения. Это обе-
спечит возможность регулировать свойства и кинетику 
деградации изготовленных изделий. Поэтому основной 
целью работы было установить влияние состава и мо-
лекулярной архитектуры олигомеров на свойства полу-
чаемых на их основе сшитых материалов. На первом 
этапе методом полимеризации с раскрытием цикла 
были синтезированы и комплексно охарактеризованы 
линейные и звездообразные (3- и 6-лучевые) олигоме-
ры с длиной луча от 5 до 50 звеньев. Далее была про-
ведена их модификация производным метакриловой 
кислоты для получения УФ-сшиваемых соединений. 
Отверждение олигомеров проводили в присутствии фо-
тоинициатора при температуре 60 и 100°С. Показано, 
что в зависимости от молекулярной структуры исход-
ных олигомеров, сшитые материалы характеризова-
лись модулем упругости от 5 до 1 850 МПа, прочностью 
от 2 до 35 МПа и деформируемостью от 1 до 300%. 
При нагревании олигомеры демонстрируют достаточ-
но низкую вязкость и высокую скорость сшивания, что 
делает их перспективными для 3D-печати методом сте-
реолитографии. Показано, что олигомеры могут быть 
использованы и в биопечати. C применением биоприн-
тера Allevi 3 изготовлены биодеградируемые скаффол-
ды с гироидной структурой. Регулируемые в широком 
диапазоне механические характеристики открывают 
возможность гибкого «настраивания» свойств матери-
алов и изготовления персонализированных скаффол-
дов для решения различных биомедицинских задач. 
Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
Президента РФ для молодых ученых — кандидатов наук 
(проект МК-5517.2021.1.3).
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Спондилодез — хирургическое вмешательство, на-
правленное на создание неподвижности между смеж-
ными позвонками с помощью установки между ними 
импланта из титана и формирования костной основы 
на основе компонентов биотрансплантата. В 3–15% слу-
чаев спондилодез осложняется несращением или обра-
зованием ложных суставов.

Цель исследования — разработать биотрансплантат 
для спондилодеза с использованием мезенхимальных 
стромальных клеток и оценить эффективность его при-
менения в клинике.

Материалы и методы. Основу имплантируемого био-
трансплантата составлял биодеградируемый сетчатый 
имплантат по объему имеющегося костного дефекта. 
В состав биотрансплантата входили резерцируемая ау-
тологичная костная ткань позвонка и коллагеновая губ-
ка, пропитанная плазмой, обогащенной растворимыми 
факторами тромбоцитов (ПОРФТ аллогенной), и ауто-
логичные мезенхимальные стромальные клетки (МСК, 
18–30 млн клеток). МСК получали из 20 мл пунктата 
костного мозга пациента, наращивали in vitro в тече-
ние 21–24 дней с использованием AB (IV) сыворотки 
человека и преддифференцировали в остеогенном на-
правлении в течение 3–4 дней в присутствии остеоген-
ных факторов. Биотрансплантат формировался in situ 
при проведении операции спондилодеза 11 пациентам: 
4-м — по поводу псевдоартроза, 7-ми — в связи с высо-
кой вероятностью его формирования. Группу сравнения, 
сопоставимую по полу, возрасту, клиническому статусу, 
составили 10 пациентов, оперированных первично без 
применения МСК и ПОРФТ аллогенной. Эффективность 
лечения пациентов оценивали через 6 и 12 месяцев 
по клиническому статусу, рентгеновской компьютерной 
томографии, путем анкетирования с последующей стати-
стической обработкой полученных данных.

Результаты. Ранних и отдаленных послеоперацион-
ных осложнений применения биотрансплантатов вы-
явлено не было. У 80% пациентов основной и группы 
сравнения через 6 месяцев после операции сформи-
ровался костный блок, у остальных пациентов отмече-
на стадия консолидации. К 12 мес. наблюдения у всех 
пациентов был сформирован костный блок. У пациен-
тов основной группы индекс болевого синдрома был 
в 5,3 раза ниже по сравнению с пациентами группы 
сравнения (6,4 ± 3,6 и 34,0 ± 22,7 баллов соответствен-
но). Ни у одного пациента из группы риска формирова-
ния псевдоартроза, а также у пациентов, которым вы-
полнялись повторные хирургические операции по поводу 
псевдоартроза, в отдаленном периоде ложный сустав 
не сформировался.

Заключение. Разработанный биотрансплантат на ос-
нове МСК и ПОРФТ аллогенной позволяет достичь кост-
ного блока у пациентов, нуждающихся в межтеловом 
спондилодезе позвоночника с предшествующими хирур-
гическими вмешательствами, не приведшими к форми-
рованию сращения, и имеющими факторы риска образо-
вания ложного сустава.
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Целью работы явилась оценка влияния полифеноль-
ных экстрактов плодов рода Vaccinium (черники обыкно-
венной, клюквы обыкновенной, брусники обыкновенной, 
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голубики обыкновенной) на уровень свободных радика-
лов in vitro и процессы антиоксидантной защиты in vivo.

Водно-спиртовые экстракты были получены из пло-
дов черники, клюквы, брусники, голубики, собран-
ных в Сургутском районе Ханты-Мансийского округа 
Тюменской области Российской Федерации.

Изменение концентрации свободных радикалов 
in vitro после введения экстрактов было определено 
в тестах: DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) и АBTS 
(2,2-аzinоbis (3-ethylbenzthiаzоline)-6-sulfоnic аcid) [1]. 
Определено статистически значимое преимущество экс-
тракта черники в ингибировании ABTS+ радикала.

PAT test использовали для оценки антиоксидантного 
потенциала плазмы крови на фоне введения экстрактов 
плодов рода Vaccinium. В наибольшей степени повыше-
ние антиоксидантной системы вызывают экстракты пло-
дов голубики и черники.

Выраженность оксидативного гемолиза эритроцитов 
оценивали по реакции эритроцитов крыс на внесение 
в среду их инкубации HСlO [2]. Факт снижения уровня ге-
молиза при воздействии HOCl на мембраны эритроцитов 
крыс, предварительно получивших полифенолы плодов 
экстрактов, коррелирует с ранее описанным защитным 
эффектом эпигаллокатехин галлата (EGCG) на эритроци-
ты человека (RBC) и молекулярные модели его мембра-
ны [3,4]. Следует указать, что и EGCG и ресвератрол, в ка-
честве компонентов, входят в состав всех исследуемых 
полифенольных экстрактов северных плодов. Это обсто-
ятельство позволяет предполагать, что именно механизм 
стабилизации мембран, выявленный в экспериментах 
с EGCG и ресвератролом, лежит в основе цитопротектор-
ного действия экстрактов плодов рода Vaccinium, обнару-
женного в условиях нашего эксперимента.

Предполагается, что полифенольные экстракты пло-
дов исследуемых растений имеют потенциал влияния 
на оксидативный статус крови ввиду наличия антиради-
кальных свойств и способности повышать уровень анти-
оксидантной защиты.
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Поддержание гомеостаза и стимуляция процессов 
регенерации кожи достигается путем реципрокных вза-
имодействий эпидермиса и дермы, реализуемых по-
средством активации сигнальных каскадов факторов 

роста, цитокинов и молекул внеклеточного матрикса. 
Центральным звеном одного из таких сигнальных каска-
дов является белок YAP1. Активная форма YAP1 спо-
собна связываться с транскрипционными фактора-
ми и инициировать программы дифференцировки, 
пролиферации, фибротического или даже онкологиче-
ского перерождения ткани. Мы исследовали экспрессию 
и активацию белка YAP1 в эпидермальных кератиноци-
тах и дермальных фибробластах и сделали предположе-
ние о вкладе этого сигнального пути в эпителио-мезен-
химные взаимодействия кожи человека.

Иммуногистохимическое окрашивание выявило 
единичные клетки с активной ядерной формой белка 
YAP1 в базальном слое эпидермиса и папиллярной дер-
ме. Эпидермальные кератиноциты исследовали на мо-
делях 2D и 3D культивирования. В монослойной культу-
ре выявили ингибирование сигнального пути YAP1 при 
формировании конфлуэнтного монослоя. На модели 
живого эквивалента кожи показали взаимосвязь меж-
ду гиперактивацией YAP1 и гипертрофией базального 
слоя эпидермиса. Аналогичный паттерн наблюдали 
в процессе регенерации ксенотрансплантированного 
лоскута кожи человека.

Тотальная фракция фибробластов дермы кожи че-
ловека в монослойной культуре была гомогенна по экс-
прессии YAP1, однако при помещении в трехмерные 
условия — кожные органоиды– разделялась на две 
субпопуляции. PDGFRα-положительные клетки форми-
ровали центральное ядро органоида и не экспрессиро-
вали YAP1, в то же время CD26 и FAP-положительные 
клетки являлись центром активного сигналинга YAP1, 
стимулируя его экспрессию даже в прилегающих 
PDGFRα-клетках. В другой трехмерной модели культиви-
рования при помещении в коллагеновый гель мы не на-
блюдали разделения фибробластов на субпопуляции. 
Ингибирование сигнального пути YAP1 посредством до-
бавления вертепрофина также не приводило к клеточной 
сегрегации, однако препятствовало экспрессии сократи-
тельных белков и контракции коллагенового геля.

Наши результаты позволяют предположить существо-
вание специализированной субпопуляции фибробластов 
дермы, способной в некоторых условиях активировать 
сигнальный путь YAP1 в окружающих клетках. Подобная 
локальная активация может вносить вклад в поддержа-
ние пула стволовых клеток эпидермиса, а также стимули-
ровать запуск посттравматической регенерации. Работа 
поддержана грантом РНФ № 21-74-30015.
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Клеточная сенесценция (КС) играет важную роль 
в патогенезе сердечно-сосудистых заболеваний, таких 
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как атеросклероз и структурные заболевания сердца. 
Ингибитор активации плазминогена 1 типа (plasminogen 
activator inhibitor — 1, PAI-1), экспрессируемый преиму-
щественно эндотелиоцитами, является одним из ключе-
вых маркеров и медиаторов КС [1]. Влияние клеточной 
сенесценции на адаптацию нативного сосуда к имплатан-
ции сосудистых протезов и стентов остаётся не до конца 
изученным. Целью исследования служила оценка уровня 
и экспрессии PAI-1 в первичной культуре эндотелиаль-
ных клеток пупочной вены человека (human umbilical vein 
endothelial cells, HUVEC) при воздействии основных ма-
териалов имплантатов, применяемых в сердечно-сосуди-
стой хирургии (ССХ): политетрафторэтилена — ПТФЭ, по-
лиэтилентерефталата — ПЭТ, никелид титана — нитинола.

Первичные культуры HUVEC, выделенные по прото-
колу Crampton S.P. (2007) [2], подвергались инкубации 
с ПТФЭ, ПЭТ и нитинолом в течение 24 часов, после чего 
проводилась оценка экспрессии PAI-1 в лизате культуры 
клеток при помощи метода Вестерн-блот с использо-
ванием первичных кроличьих поликлональных антител 
к PAI-1 PA598307 (Thermo Fisher) и уровня PAI-1 в кон-
диционной среде при помощи иммуно-ферментного ана-
лиза с использованием антител TC12075 (Technoclone).

Вестерн-блот показал пониженную экспрессию PAI-
1 в первичной культуре HUVEC, инкубированной с нити-
нолом, по сравнению с контролем (р=0,04). Отмечалась 
повышенная экспрессия PAI-1 при инкубации культуры 
эндотелиоцитов с ПЭТ, однако межгрупповые различия 
не были статистически значимыми (p>0,05); статистиче-
ски значимых межгрупповых различий при оценке экс-
прессии PAI-1 при инкубации культуры HUVEC с ПТФЭ 
выявлено не было (p>0,05).

Средние значения уровня PAI-1 в кондиционной сре-
де составили 165,21 нг/мл (1,88, ДИ 95% 164,17–
166,25) в группе контроля, 159,83 нг/мл (3,25, ДИ 95% 
157,77–161,90) в группе ПЭТ, 166,33 нг/мл (2,39, 
ДИ 95% 165,00–167,65) в группе ПТФЭ и 165,06 нг/
мл (2,23, ДИ 95% 163,82–166,30) в группе нитино-
ла. Статистически значимые различия получены между 
группами контроля и ПЭТ (р<0,001).

Выводы: воздействие материалов сосудистых им-
плантатов характеризовалось пониженной экспресси-
ей PAI-1 в первичной культуре HUVEC при воздействии 
нитинола и повышенной — при воздействии ПЭТ, одна-
ко при воздействии последнего повышения уровня PAI-
1 в кондиционной среде не наблюдалось, что следует 
учитывать при in vitro и in vivo оценке адаптации нативно-
го сосуда к сосудистым имплантатам.
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Одним из подходов в лечении заболеваний является 
клеточная терапия, самым широко используемым ин-
струментом которой служат мезенхимальные стволовые 

клетки (МСК), обладающие способностью контактным 
и паракринным образом воздействовать на регенера-
тивные процессы, благодаря наличию широкого спектра 
мембранных рецепторов и секретируемых факторов. 
Наряду с множественными рецепторными, сигнальны-
ми, экспрессионными механизмами, обеспечивающими 
жизнеспособность и функционирование МСК, весьма 
важную роль в их жизнедеятельности играет аутофа-
гия — высококонсервативный процесс, направленный 
на поддержание внутриклеточного гомеостаза посред-
ством лизосомальной деградации различных макромо-
лекул и органелл. Аутофагия является важным адапта-
ционным механизмом клетки, поскольку обеспечивает 
её мономерами и макроэргами, необходимыми для син-
теза новых жизненно важных молекул. Процессы ауто-
фагии вовлечены в приспособление МСК к меняющимся 
условиям среды путём тонкой регуляции их дифференци-
рующего потенциала, секреторной и иммуномодулирую-
щей активности, обеспечивающей жизненный цикл этих 
клеток. В условиях микроокружения, меняющегося при 
различных воздействиях, а также в процессе коммуника-
ции с другими типами клеток, МСК могут изменять свой 
экспрессионный профиль и выполняемую ими функцию. 
Самым распространённым патологическим процессом 
можно считать воспалительную реакцию, сопровожда-
ющуюся образованием и высвобождением факторов, 
действие которых является частью стрессорного ответа.

В нашем исследовании мы разделили МСК на груп-
пы, которые по отдельности обрабатывали провоспа-
лительными факторами, — липополисахаридом (ЛПС), 
фактором некроза опухоли альфа (ФНО-α) и интерлей-
кином-17 (ИЛ-17), а также условно противовоспалитель-
ными факторами — полирибоинозиновой-полирибоци-
тидиловой кислотой (P(I:C)) и интерлейкином 4 (ИЛ-4). 
В качестве группы сравнения использовали интактные 
МСК. С помощью проточной цитофлуориметрии, ве-
стерн-блоттинга и ПЦР мы показали, что обработка МСК 
ФНО-α приводит к значимому увеличению экспрессии 
белка секвестосомы 1 (SQSTM1), главного адаптерного 
белка аутофагии. В МСК, обработанных ЛПС, усиливает-
ся активация белка лёгкой цепи 3 (MAP1LC3A), ключево-
го участника аутофагии. С помощью проточной цитоме-
трии с использованием флуоресцентных зондов CytoID 
и дансил-кадаверина мы обнаружили усиление процесса 
аутофагии в МСК, поляризованных воспалительными 
факторами, и отсутствие такого усиления при противо-
воспалительной стимуляции клеток. Полученные данные, 
наряду с выявленными нами изменениями экспрессии 
про- и противовоспалительных факторов и цитокинов, 
дают возможность модулировать функции МСК путем 
воздействия на их микроокружение. Работа выполнена 
при поддержке гранта РНФ№ 19-15-00384-П.
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Сейчас все чаще как источник гематопоэтических 
стволовых клеток (ГСК) рассматривается пуповинная 
кровь (ПК). Эти клетки имеют больший пролиферативный 
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потенциал по сравнению с ККМ, кроме того, их можно ис-
пользовать аутологично [1,2].

К сожалению, до сих пор нет четкого понимания, ка-
кие факторы влияют на качество ПК. Нет и четких прото-
колов по транспортировке и обработке материала. Даже 
по поводу максимально допустимого времени от полу-
чения ПК до ее обработки нет единого мнения [3]. Так, 
сообщества NetCord и американская ассоциация бан-
ков крови (AABB) вообще не упоминают, в какой период 
кровь должна быть заморожена. FDA, FACT и US state 
of NY Dept. of Health устанавливают лимит в 48 часов. 
Для выработки стандартного протокола, позволяющего 
получить образцы максимального качества, требуется 
продолжать исследование этих вопросов.

Мы проанализировали 63 образца пуповинной 
крови, поступившей в коммерческий банк стволо-
вых клеток «Транс-Технологии» (Санкт-Петербург) 
за 2021 и 2022 годы. Оценивали объем полученного об-
разца, количество лейкоцитов и ГСК. Изучали наличие 
связи этих параметров с возрастом матери, полом и весом 
ребенка, сроком и типом родов (осложненные/неослож-
ненные, естественные роды/кесарево сечение), а также 
времени от момента забора ПК до обработки образца.

Обнаружена сильная корреляция (r=0,802, p <0,001) 
между объемом полученной ПК и количеством лейкоци-
тов в 1 мкл банкированного образца и корреляция сред-
ней силы (rho=0,54, p <0,001) между объемом образца 
и количеством ГСК в 1 мкл образца. Не обнаружено 
связи между количеством лейкоцитов и ГСК в 1 мкл об-
разца, возрастом матери и сроком родов. Также не вы-
явлено статистически значимой связи этих параметров 
с наличием осложнений при родах, путем родоразреше-
ния (ЕР ил КС) и полом ребенка. Корреляция количества 
лейкоцитов и ГСК с весом ребенка при рождении была 
статистически значимой, но слабой (rho = 0,291, р = 
0,022 и rho = 0,291, р = 0,022, соответственно).

Все проанализированные образцы замораживались 
в течение 24 часов после забора ПК. В пределах этого 
временного отрезка корреляции между количеством 
лейкоцитов и ГСК в 1 мкл банкированного образца и вре-
менем, прошедшим от забора ПК до ее обработки не об-
наружено (rho = 0,122, р = 0,343).
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Традиционная гистология основана на физическом 
секционировании замороженных или фиксированных 

формалином и залитых в парафин (FFPE) фрагментов 
ткани. Поскольку метод FFPE является весьма долгим 
и трудоемким, есть необходимость в более быстром 
и простом методе ex-vivo микроскопии. MUSE — метод ми-
кроскопии, который работает на принципе возбуждения 
поверхности ткани ультрафиолетом [1]. Отличительной 
особенностью метода является то, что он не нуждается 
в стандартной гистологической подготовке, поскольку 
УФ проникает на несколько микрометров, а спектр воз-
буждения флуоресцентного красителя лежит в видимом 
спектре. Такой подход позволяет получить изображение, 
сопоставимое по информативности со стандартными 
методами микроскопии [2].

Благодаря проделанной нами работе, был составлен 
протокол окраски и подобран набор флуоресцентных 
красителей (растворы Hoehcst и Нильского красного), 
которые позволяют в высоком качестве идентифициро-
вать гистологические структуры ткани, не требуют спе-
циального оборудования, фиксации и занимают около 
5 минут.

Поскольку результаты обладают высокой диагности-
ческой и прогностической значимостью, возможности 
традиционных патоморфологических исследований мож-
но существенно расширить. Данный метод диагностики 
так же прим. м для оценки имплантируемых конструкций 
и срочной гистологической диагностики процесса реге-
нерации тканей.
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Считается, что пролиферация и дифференцировка 
мезенхимных стромальных клеток (МСК) находятся под 
контролем специфических для них сигнальных систем. 
Мы обнаружили, что МСК различного происхождения 
(из эндометрия, пульпы зуба, Вартонова студня и др.) 
экспрессируют рецептор эпидермального фактора ро-
ста (рЭФР) на высоком уровне, сравнимом с опухолевы-
ми клетками эпителиального происхождения. При этом 
функционирование этой сигнальной системы в МСК 
практически не исследовано.

Рецептор ЭФР относится к семейству тирозин-ки-
назных (ТК) рецепторов ErbB и имеет 7 лигандов [1]. 
Общепризнана его роль в регуляции пролиферации, диф-
ференцировки и апоптоза соматических клеток, а так-
же участие в эмбриогенезе. В соответствии с принятой 
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моделью, после связывания с лигандом рЭФР димеризу-
ется, что приводит к активации ТК, необходимой для сти-
муляции сигнальных каскадов. Активированный димер 
интернализуется в эндосомы. Здесь пути разных лиганд-
рецепторных комплексов разделяются: комплексы с низ-
коафинными лигандами, такими как ТФР-α, при закис-
лении эндосом диссоциируют, в результате чего рЭФР 
деактивируется и рециклирует обратно на ПМ, в то вре-
мя как комплексы с высокоафинными лигандами, напри-
мер, ЭФР, остаются стабильны вплоть до доставки в ли-
зосомы, где они деградируют [2].

Целью данной работы было исследовать динамику эн-
доцитоза и деградации рЭФР под действием разных ли-
гандов в МСК по сравнению с клетками карциномы линии 
HeLa. В исследовании использовали МСК, полученные 
из десквамированного эндометрия человека. Показано, 
что в отличие от клеток HeLa, более 80% интернализо-
ванного рЭФР попадает в эндосомы, не несущие маркер 
ранних эндосом ЕЕА1, и остаются там в течение долгого 
времени вне зависимости от лиганда. Также проведен 
анализ деградации рЭФР с помощью ингибиторов лизо-
сомального и протеосомного путей деградации, синтеза 
белка и ТК активности рЭФР. Если в HeLa деградация 
рЭФР происходит за 1–2 ч, то в энМСК рецептор дегра-
дирует в лизосомах не раньше, чем через 6 часов после 
добавления ЭФР или ТФР-α. Интересно, что в клетках 
HeLa уровень рецептора через 6 ч полностью восста-
навливается за счёт синтеза белка de novo, тогда как 
в энМСК остается низким в течение как минимум 5 суток.

Таким образом, регуляция функционирования такой 
«конвенциональной» сигнальной системы, как система 
рЭФР, существенно различается в трансформирован-
ных соматических клетках и в МСК, используемых в ка-
честве модели нормальных клеток. Возможно, что в МСК 
лиганд-зависимая деградация рЭФР может быть одним 
из необходимых этапов для перехода от стадии самооб-
новления к программе дифференцировки. Работа выпол-
нена при финансовой поддержке Российского научного 
фонда (проект № 22-74-10126).
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Множество генеалогических и генетических иссле-
дований свидетельствуют в пользу наследственной 
природы ряда психических заболеваний. Часть генов, 
мутации в которых ассоциированы с развитием пси-
хических заболеваний и когнитивных нарушений, во-
влечены в процессы морфогенеза головного мозга, 
что подтверждает прямую связь структуры головно-
го мозга, а также процессов его закладки и развития 
с психическим здоровьем человека. Наоборот, по-
вреждения в этих генах приводят к нарушению фор-
мирования структур головного мозга и, как следствие, 
могут приводить к развитию психических и когнитив-
ных нарушений. Наследственные формы психических 
и когнитивных нарушений обычно характеризуются 
ранней манифестацией, быстрым прогрессировани-
ем, тяжелым течением и устойчивостью к терапии. 
В то же время, генетическая природа таких нарушений 
предполагает, что они могут быть диагностированы 
еще на доклиническом этапе (пренатальный скрининг, 
при трудоустройстве на объекты социального значения 
и на опасные производства, получение разрешение 
на владение оружием и т. п.), а своевременная психо-
логическая и фармакологическая профилактика пред-
положительно позволят отсрочить или предотвратить 
манифестацию психического заболевания. Все это 
подталкивает к необходимости поиска и идентифика-
ции этих факторов и их патологических вариантов.

В рамках выполнения данного исследования 
мы планируем идентифицировать характерные для 
российской популяции полиморфизмы генов PLAUR, 
PLAU, PLAT, CDH13, ADIPOQ и др. факторов, участву-
ющих в развитии головного мозга, а также установить 
их взаимосвязь со временем манифестации и тяже-
стью течения неврологических и психических заболе-
ваний на примере параноидной шизофрении (непре-
рывный и эпизодический тип) и эндогенной депрессии. 
Для идентификации геномных вариантов, ассоцииро-
ванных с развитием когнитивных нарушений и рас-
пространенных в РФ, будет проведено полноэкзомное 
секвенирование генома пациентов, страдающих пара-
ноидной шизофренией и эндогенной депрессии (21 че-
ловек). Распространенность идентифицированных ге-
номных вариантов, отличных от референсного генома, 
в группах лиц, страдающих шизофренией и депрес-
сией, а также среди условно здоровых лиц будет оце-
нена путем дополнительного скрининга. Полученные 
данные будут использованы в качестве основы для 
создания клеточных и животных моделей для установ-
ления функциональной значимости отдельных геном-
ных вариантов в развитии психических и когнитивных 
нарушений.

Идентификация таких вариантов и установле-
ние механизмов их влияния на формирование мозга 
в перспективе может быть использовано для раз-
работки подходов к пренатальной диагностике пси-
хических и когнитивных расстройств (создание ге-
нетических тест-систем), подходов к пренатальной/
постнатальной этиотропной и патогенетической те-
рапии (генная терапия, терапия некодирующими РНК) 
с целью нормализации процессов морфогенеза мозга 
и профилактики развития неврологических, когнитив-
ных и психических расстройств. Исследование вы-
полнено за счет гранта Российского научного фонда 
№ 22-15-00125.
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ФНОα — один из ключевых регуляторов, ассоциирую-
щийся с повреждениями, воспалительными процессами, 
и старением. В работе исследовали отклик ММСК кост-
ного мозга здоровых людей в ответ на ФНОα и другие 
стимулы. Было замечено значительное стимулирующее 
влияние воздействия ФНОα на экспрессию IL1B, являю-
щегося одним из ростовых факторов стромальной ткани 
костного мозга, а также деметилирующее влияние ФНОα 
на CpG промотора IL1B в позиции –299 от старта транс-
крипции (CpG4). CpG4 расположен вблизи сайта связы-
вания факторов транскрипции NF-kB, передающих сиг-
нал от ФНОα и ИЛ-1β. Изменения экспрессии и профиля 
метилирования схожи с данными многомерного одно-
факторного корреляционного анализа метилирования 
CpG4, полученными на ММСК человека, что дает основа-
ния предполагать их общую природу.

ММСК были получены из костного мозга здоровых 
доноров (n = 44) после подписания ими информиро-
ванного согласия. Клетки культивировали в стандарт-
ных контрольных условиях или с добавлением одного 
из факторов: ФНОα, ИЛ-1β или интерферона-гамма 
(ИФН-γ). ММСК также ко-культивировали в течение 
4 дней с лимфоцитами (ЛЦ) от стороннего донора. Статус 
метилирования CpG в промоторе IL1B исследовали при 
помощи бисульфитной конверсии ДНК с последующей 
традиционной ПЦР и секвенированием суммарного 
ПЦР-продукта по Сэнгеру. Экспрессию IL1B измеряли 
методом RT-qPCR.

Культивирование ММСК (n = 6) в присутствии ФНОα 
приводит к повышению среднего уровня деметилиро-
вания CpG4 и экспрессии IL1B более чем в 100 раз. 
Отмена ФНОα не приводит к уменьшению деметили-
рования CpG4, но сопровождается частичным сниже-
нием экспрессии IL1B. Исследование метилирования 
CpG4 в контрольных образцах и изменения экспрессии 
IL1B в ММСК (n = 38) в ответ на различные стимулы по-
казало, что увеличение экспрессии IL1B в ММСК проис-
ходит в ответ на ФНОα и при ко-культивировании с ЛЦ, 
но не в ответ на ИЛ-1β или ИФН-γ. ММСК были разделе-
ны на две группы: с базовым уровнем деметилирования 
CpG4 <0,8 (Г1) и >0,9 (Г2). Базовый уровень экспрессии 
IL1B в Г2 в 5,3 раза больше, чем в Г1. Экспрессия IL1B 
в Г2 при любых экспериментальных условиях в 1,2–
7,4 раз (медиана 2,6) больше, чем в Г1.

В ответ на ФНОα происходит деметилирование 
CpG4 и повышение экспрессии IL1B, а отмена ФНОα 
сопровождается частичным сохранением повышенной 
экспрессии IL1B при сохранении деметилированного 
статуса CpG4. Активация экспрессии IL1B в ММСК под 
действием ФНОα и ЛЦ происходит различным образом. 
Деметилирование CpG4 в IL1B связано с увеличени-
ем экспрессии этого гена в ММСК человека. Учитывая 

митотическое наследование профиля метилирования 
ДНК и физиологическую роль ФНОα и ИЛ-1β, можно 
предположить, что наблюдаемое различие в эпигенети-
ческом маркере является долгосрочным отпечатком вос-
палительных процессов, перенесённых человеком ранее, 
а также маркером физиологических отличий стромы 
костного мозга человека. Работа поддержана грантом 
РФФИ № 19-29-04023.
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Эксперименты по трансплантации, которые стали воз-
можны вследствие развития хирургии в начале ХХ века, 
показали существование особых иммунопривилегиро-
ванных территорий, таких как мозг, глаз, плацента, се-
менники и хрящи. Первичные объяснения механизмов 
иммунных привилегий подразумевали наличие барье-
ров, препятствующих действию компонент иммунной си-
стемы. Более поздние работы показали не абсолютный 
характер таких барьеров и, более того, были продемон-
стрированы иммунные привилегии для индивидуальных 
стволовых клеток (СК) вне барьерных тканей, а имен-
но, мышц, волосяных фолликулов (кожи), кроветворных 
СК костного мозга. Недавно мы подтвердили иммунные 
привилегии мезенхимных СК костного мозга экспери-
ментально, отметив важность ниш для функций СК [1]. 
Выводы, сделанные из этого эксперимента и из научной 
литературы, представлены ниже.

Полученные результаты укрепляют идею о том, что 
иммунные привилегии — базовое свойство покоящихся 
стволовых клеток. Известно также, что раковые СК име-
ют иммунные привилегии. Поскольку, несмотря на риски 
иммунные привилегии, СК не были исключены есте-
ственным отбором, есть веские основания, требующее 
их наличия. Основанием для таких особых взаимоотно-
шений СК и иммунной системы может служить необходи-
мость защиты СК и их дифференцированного потомства 
от аутоиммунных реакций.

Основной контроль над аутоиммунными реак-
циями осуществляется за счет отрицательной се-
лекции лимфоцитов. Однако с течением времени 
вследствие приобретения мутаций может возникнуть рас-
хождение между основным механизмом толерантности 
и антигенами, представленными на клетках перифери-
ческих органов и тканей, достаточное для аутоиммунных 
реакций, что требует более точной настройки контроля 
аутоиммунитета. Предполагается роль СК в этом процес-
се. Подтверждением могут являться работы, в которых 
показано, что введение мезенхимных СК приводит к по-
вышенной толерантности к аллогенным трансплантатам. 
По-видимому, обе системы (СК и адаптивный иммунитет) 
настолько важны для организма, что их тесное взаимодей-
ствие эволюционно обусловлено. Так, например, показано 
участие Т-регуляторных лимфоцитов в предоставлении 
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иммунных привилегий СК, влияние на поддержание ство-
лового статуса клеток и удержание их в покоящемся со-
стоянии и влияние на активацию СК при репаративном 
запросе. Показано, что Т-регуляторные клетки нелимфо-
идных тканей по секретому и транскриптому напоминают 
стволовые клетки, что позволило выделить их в отдель-
ный класс иммунных клеток стволовых ниш.

Суммарно можно говорить о значительном взаимном 
влиянии иммунной системы и СК, происходящем в ство-
ловых нишах тканей взрослого организма. Исследование 
выполнено за счет гранта Российского научного фонда 
№ 22-25-00459.
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Важным аспектом применения лентивирусных векто-
ров для генной и клеточной терапии с генетически моди-
фицированными клетками является понимание эффек-
тивности заражения различных видов клеток, особенно 
стволовых, а также информация о сайтах интеграции 
(СИ) провирусов. Это необходимо для оценки ассоци-
ированных рисков. С другой стороны, лентивирусные 
векторы применяются для индивидуального маркирова-
ния различных популяций клеток и анализа клональной 
динамики в них. Однако клональное устройство некото-
рых типов тканей млекопитающих, в частности, стромы 
костного мозга (КМ), до сих пор остается недостаточно 
изученным. Продвижение в этом направлении позволит 
более эффективно применять регенеративный потенци-
ал мезенхимных стволовых клеток (МСК) для восполне-
ния ими функций органов и тканей.

Стромальный подслой длительной культуры костного 
мозга декстеровского типа (ДККМ) мыши (n = 10) транс-
дуцировали самоинактивирующимся лентивирусным 
вектором 3 поколения системы LeGO на основе HIV-1. 
Трансдуцированные ДККМ имплантировали под капсулу 
почки сингенным реципиентам. В очагах эктопического 
кроветворения (ОЭК), полученных спустя 42 дня, иссле-
довали содержание колониеобразующих единиц фибро-
бластных (КОЕф), эффективность маркирования ДККМ 
и КОЕф. СИ в ОЭК изучали с помощью NGS на Illumina 
MiSeq. Биоинформатической анализ проводили алго-
ритмом, разработанным авторами на языке Python. 
Картирование СИ выполняли NCBI BLAST.

Несмотря на высокую эффективность заражения 
ДККМ, ни одна из 309 КОЕф, полученных из 10 ОЭК, 
не была маркирована, по данным цифровой капельной 
ПЦР. NGS-анализ показал, что крупных маркированных 
клонов (40–100 клеток), было всего 10 из 2165 среди 
всех образцов. Следовательно, клетки с высоким про-
лиферативным потенциалом не были эффективно за-
ражены. Значит, регистрируемые маркированные клет-
ки — это не стволовые стромальные клетки, которые 
переживают процедуру первичной имплантации. Их доля 
от всех стромальных клеток ОЭК оценивается в 30% (ди-
апазон значений 5–72%). Картирование СИ показало, 
что они распределены по всему геному мыши, с неболь-
шими преференциями к генам. Отмечено, что индекс-
хоппинг — серьезное препятствие для анализа амплифи-
цированных библиотек.

В подслое ДККМ эффективность заражения МСК за-
метно ниже, чем КОЕф и более дифференцированных 
стромальных клеток. Это может быть обусловлено сово-
купностью молекулярных процессов, которые определяют 
стволовый статус клетки. Это подразумевает, что эффек-
тивность генной терапии, основанной на подобных ленти-
вирусных векторах, может быть ограничена и определяет-
ся, в основном, временем жизни зараженных не стволовых 
клеток. С другой стороны, это означает сниженную вероят-
ность нарушения функций стволовых клеток.
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Болезнь Альцгеймера (БА) на сегодняшний день явля-
ется тяжелейшим нейродегенеративным заболеванием, 
характеризующимся прогрессирующей потерей памяти 
и дезориентацией в пространстве [1]. БА затрагивает на-
селение старше 65 лет, и после диагностирования забо-
левания средняя продолжительность жизни пациентов со-
ставляет всего 7 лет. Существующие подходы к лечению 
способствуют лишь замедлению нейродегенерации, одна-
ко не приводят к выздоровлению пациентов. Таким обра-
зом, поиск эффективной терапии БА остается важнейшей 
задачей нейробиологии. Для оценки различных стратегий 
лечения необходимы экспериментальные и доклиниче-
ские исследования, в которых большая роль отводится из-
учению поведенческих реакций у лабораторных животных. 
На данный момент существует множество протоколов для 
моделирования болезни Альцгеймера, однако все они 
имеют свои недостатки [2]. Таким образом, целью данно-
го исследования было разработать оптимальную модель 
болезнни Альцгеймера на крысах и провести ее валидиза-
цию с помощью поведенческих тестов.

В исследовании были использованы самцы (n=16) 
и самки (n=16) линии Вистар в возрасте 6 месяцев. 
Синтетический бета-амилоид (2,5 нмоль) вводили 
по 5 мкл в оба полушария в область гиппокампа. Для 
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сравнения были использованы интактные крысы и жи-
вотные, которым вводили PBS в объеме 5 мкл. Для вали-
дизации модели болезни Альцгеймера были проведены 
следующие тесты: открытое поле, узнавание предме-
тов, У-лабиринт, пассивное избегание и водный лаби-
ринт Морриса. Тесты проводили через 4 недели после 
введения бета-амилоида в течение последующих 4 не-
дель. Для оценки и обработки данных, полученных после 
тестов, проводили статистический анализ в програм-
мах GraphPad Prism 8.

У животных, которым вводили бета-амилоид, были вы-
явлены значимые ухудшения показателей в У-лабиринте 
и водном лабиринте Морриса, тогда как в группах сравне-
ния не наблюдалось каких-либо нарушений. Полученные 
результаты могут свидетельствовать о потере интереса 
у животных, нарушении памяти и дезориентации в про-
странстве. Эти процессы являются основными симпто-
мами БА, наблюдаемыми у пациентов.

В большинстве работ моделирование БА проводят 
только на самцах, тогда как в своем исследовании мы ис-
пользовали крыс обоих полов. Это является значимым 
преимуществом нашей модели, так как БА подвержены 
как мужчины, так и женщины. Таким образом, нами была 
успешно оптимизирована и валидизирована модель бо-
лезни Альцгеймера на крысах с помощью поведенческих 
тестов. Данная модель может быть рекомендована для 
дальнейшего изучения терапевтических препаратов при 
лечении болезни Альцгеймера. Работа поддержана гран-
том РНФ № 22-15-00141.
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Notch сигналинг играет важнейшую роль в развитии 
нервной системы. В эмбриональном периоде белки Notch 
сигнального пути принимают участие в регуляции клеточ-
ной миграции, контроле баланса между самообновлением 
и дифференцировкой клеток, поддерживают рост аксонов 
и дендритов, а также вносят вклад в регуляцию синаптиче-
ской пластичности. Постнатально Notch сигнальный каскад 
важен для поддержания пула стволовых клеток, регуляции 
пролиферации и дифференцировки, функционирования 
зон взрослого нейрогенеза, а также имеет решающее зна-
чение для активации латентных нейрогенных программ.

При нейрональной дифференцировке плюрипотент-
ных стволовых клеток белки сигнального каскада Notch 
необходимы для роста нейронов и играют роль в спец-
ификации и регионализации дифференцирующихся кле-
ток [1]. Однако эффекты от влияния на Notch сигналинг 
вариабельны и сильно зависят от клеточного контекста 
и состояния других сигнальных каскадов, с эффекторами 
которых взаимодействует белки Notch [2].

В нашей работе мы провели оценку эффекта ингиби-
рования Notch сингналинга во время дифференцировки 
индуцированных плюрипотентных стволовых клеток че-
ловека (иПСК) в дофаминергические нейроны и сделали 
сравнение между ингибированием Notch с помощью ко-
роткой шпилечной РНК (shRNA) к гену эффекторного бел-
ка Notch RPBJ-k и ингибитором гамма-секретазы DAPT. 
Для анализа были использованы транскриптомные про-
фили клеток, полученные на 7-й день дифференцировки.

Мы не обнаружили достоверных различий между клет-
ками контрольной дифференцировки и дифференци-
ровки в условиях ингибирования Notch сигналинга с по-
мощью shRNA к RBPJ-k. Вероятнее всего, полученные 
данные свидетельствуют о том, что индукция дифферен-
цировки в нейрональном направлении сама по себе при-
водит к ингибированию Notch сигналинга и дополнитель-
ное ингибирование не оказывает выраженного эффекта. 
В то же время мы обнаружили, что хотя ингибирование 
Notch с помощью DAPT имеет много общих эффектов 
по сравнению с более специфичным ингибированием 
Notch с помощью shRNA к RPBJ-k, между этими двумя 
воздействиями есть достоверные различия. Применение 
DAPT приводит к более выраженной активации SHH–
сигналинга, играющего важную роль в направлении 
дифференцировки иПСК, а также к изменению спектра 
экспрессируемых рецепторов. Кроме того, эти клетки 
в большей степени экспрессируют DEPTOR, что приво-
дит к снижению активности mTOR сигналинга по срав-
нению с клетками, в которых ингибирование Notch было 
выполнено с помощью shRNA к гену RBPJ-k. Работа вы-
полнена за счет средств гранта НШ-4664.2022.1.4.
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Мезенхимальные стромальные клетки (МСК) явля-
ются многообещающими кандидатами для клеточной 
терапии. Терапевтический потенциал МСК в отноше-
нии восстановления тканей и заживления ран основан 
не только на их паракринных эффектах, но и на про-
дукции внеклеточного матрикса (ВКМ), регулирующего 
функциональную активность клеток. Однако потенциал 
регенерации с возрастом снижается. Одним из спо-
собов модуляции регуляторных функций МСК может 
быть применение геропротекторных цитокинов, таких 
как GDF11. Чтобы выяснить механизмы старения МСК, 
а также возможность модуляции свойств сенесцентных 
МСК цитокином GDF11, изучали протеомные измене-
ния как самих клеток МСК, так и изменения ВКМ и се-
кретируемых белков.

Сенесцентные МСК (линия ASC52telo) получали ме-
тодом стресс-индуцированного старения с помощью ми-
томицина С (МмС). Параллельно в аналогичных услови-
ях культивировали МСК, не подвергшиеся воздействию 
МмС. Также на этом этапе к половине клеток в каждой 
группе добавляли рекомбинантный белок GDF11 (Abcam, 
США) в концентрации 10 нг/мл и культивировали в те-
чение 10 дней. Затем отдельно анализировали белки 
клеток, белки кондиционированной среды (секретом), 
а также белки ВКМ, полученного путем децеллюляриза-
ции. Протеомный анализ проводили методом жидкост-
ной хроматографии — масс-спектрометрии на основе си-
стемы нано-ВЭЖХ Dionex Ultimate3000 (Thermo Fisher 
Scientific, США) и масс-спектрометра TimsTOF Pro 
(Bruker Daltonics, США).

У сенесцентных МСК в лизате выявлено повышение 
содержания белков, для которых характерно участие 
в ответе на стресс и тепловой шок, метаболизме бел-
ков, регуляции сигналинга апоптоза и др. процессах, ре-
гулируемых IL1B, CDKN1, ММР3, GDF15, PLAUR, FAS. 
Одновременно, снижались уровни белков, участвующих 
в митозе, экспрессии генов, процессинге РНК, метаболи-
ческих процессах соединений азота и в регуляции вне-
клеточного матрикса.

В ВКМ и секретоме МмС+ клеток обнаружено по-
вышенное содержание белков каскада комплемента 
и коагуляции (PAI1, PAI2, VTN, FGB, A2M), при этом 
снижены уровни коллагенов I и VI типов (COL1A1, 
COL1A2, COL6A1, COL6A2, COL6A3), а также регуля-
торные и адгезионные гликопротеины FBLN1, HTRA1, 
LGALS1, TGFBI. Особого внимания заслуживает отри-
цательный регулятор сигнального пути рецептора гор-
мона роста — GDF15, уровень которого был повышен 
в образцах как лизата МСК, так и ВКМ и секретома 
МмС+ клеток.

Добавление в среду культивирования GDF11 при-
водило к повышению уровня фактора роста гепатомы 
(HDGF), а также активатора фактора роста гепатоцитов 
(HGFA) в клетках, а в секретоме увеличивался уровень 
простациклинсинтазы (PTGIS) — мощного медиатора 
вазодилатации и ингибитора агрегации тромбоцитов. 
Обнаруженные белки могут быть ключевыми регуля-
торами действия GDF11. В целом, GDF11 не оказывал 
влияния на белки, ассоциированные с клеточным ста-
рением. Работа выполнена при поддержке гранта РНФ 
№ 21-75-10117.
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Сердечно-сосудистые заболевания являются веду-
щей причиной заболеваемости и смертности населения. 
Эффективным подходом к коррекции ИБС является ко-
ронарная ангиопластика, заключающаяся в установке 
стента. Большое распространение получили стенты с ле-
карственным покрытием. Однако в отдаленные сроки 
после их установки на фоне длительно развивающихся 
рестенозов формируются тромбы. В связи с этим в по-
следнее время вырос интерес к биоинертным покрыти-
ям из оксидов и оксинитридов титана. Титанооксидные 
пленки улучшают био- и гемосовместимость металличе-
ской подложки.

В данной работе изучали образцы с покрытиями TiON 
с различным соотношением N2 к O2, нанесенных с помо-
щью реактивного магнетронного распыления на подлож-
ки из медицинского нитинола (NiTi, 8×8×0,5 мм), время 
экспозиции — 45 мин.: контроль (NiTi); № 1 (TiO2, U=-
100 V); № 2 (TiO2, U=0); № 3 (Ti-O-N, U=-100 V, N/O — 
1/1); № 4 (Ti-O-N, U=0, N/O — 1/1); № 5 (Ti-O-N, U=-
100 V, N/O — 2/1) № 6 (Ti-O-N, U=0, N/O — 2/1); № 7 
(Ti-O-N, U=-100 V, N/O — 3/1); № 8 (Ti-O-N, U=0, N/O — 
3/1). Оценивали влияние этих покрытий на цитотоксич-
ность, адгезию, жизнеспособность и продукцию NO клет-
ками эндотелиальной линии EA.hy926. Цитотоксичность 
определяли в МТТ тесте после экспозиции образцов 
на клетках. Количество адгезированных клеток, живых 
и находящихся в фазах апоптоза и некроза, подсчи-
тывали на 1 мм2 после окрашивания образцов с клет-
ками акридинновым оранжевым и этидиум бромидом. 
Продукцию NO определяли с помощью реактива Грисса.

В результате было показано, что наименьшую цито-
токсичность продемонстрировал образец № 2, наиболь-
шую адгезию — образец № 4, наибольшую жизнеспособ-
ность — № 5, и наибольшую продукцию NO — образец № 8.

В связи с неоднозначностью полученных данных нами 
был введен интегральный показатель для определения 
наиболее биосовместимого покрытия. Для этого для 
каждой из 4 групп измеряемых показателей были уста-
новлены следующие пограничные значения и присвоены 
баллы: нижний допустимый уровень (0 баллов), прием-
лемый диапазон значений (1 балл), оптимальный уро-
вень (2 балла). В каждой серии экспериментов каждому 
результату был присвоен соответствующий балл и было 
рассчитано среднее значение. Интегральный показатель 
рассчитывался для каждого покрытия по формуле:
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II (integral indicator) = Mean score (MS, cytotoxity) + 
MS (adhesion) + MS (viability) + MS (NO production)

Максимальное значение интегрального показателя 
составляло 8 баллов, минимальное — 0 баллов. Покрытие 
считалось оптимальным для использования при значе-
нии II не менее 4,8 баллов (60% значений во всех тестах 
выше оптимального уровня) и покрытие считалось при-
емлемым для использования при значении II не менее 
3,2 баллов (80% значений во всех тестах выше допусти-
мого уровня).

В результате определения интегрального показателя 
биосовместимости покрытий было показано, что наибо-
лее оптимальным по функциональным свойствам для ис-
пользования является образец № 2.
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Перспективным терапевтическим решением пробле-
мы восстановления структуры и функций поврежденной 
хрящевой ткани являются технологии малоинвазивного 
внутрисуставного введения клеточно-инженерных кон-
струкций (КИК), состоящих из биосовместимых матриц, 
клеток и биоактивных молекул. Многообещающими вы-
глядят матрицы из децеллюляризованных тканей, спо-
собные не только удерживать клетки в месте повреж-
дения хряща, но и обеспечивать им необходимые для 
жизнедеятельности условия [1]. Цель — разработать тка-
невой эквивалент хряща на основе тканеспецифической 
матрицы из децеллюляризованного микронизированно-
го суставного хряща свиньи (ДМСХс). Материалы и ме-
тоды. Были разработаны три способа децеллюляризации 
микрочастиц хряща со средним размером 161 ± 11 мкм. 
Способ 1 — 3 цикла замораживания/оттаивания 
(+37°С/–196°С), обработка поверхностно-активными 
веществами (ПАВ) (Triton X-100 и додецилсульфат на-
трия), инкубация в ДНКазе I типа; способ 2 — обработ-
ка ПАВ, инкубация в ДНКазе I типа, обработка в среде 
сверхкритического CO2 с добавлением 10% этанола; 
способ 3 — обработка ПАВ, обработка ультразвуком 
(УЗ), инкубация в ДНКазе I типа. Биохимический анализ 
тканеспецифических матриц включал определение со-
держания ДНК, гликозаминогликанов (ГАГ) и коллаге-
на. Морфологию ДМСХс оценивали гистологическими 
методами окрашивания. Биологическую безопасность 
исследовали in vitro и in vivo. Функциональную актив-
ность in vitro определяли по способности матрицы под-
держивать адгезию, пролиферацию и специфическую 
активность мезенхимных стромальных клеток жировой 
ткани человека (МСК ЖТч). Результаты исследования. 
Децеллюляризация хрящевой ткани последовательно 
обработкой ПАВ, УЗ и ДНКазой I типа позволила достичь 
снижения количества ДНК на 95% с наибольшим со-
хранением ГАГ (37%) и коллагена (82%), по сравнению 

с другими способами. В экспериментах in vitro и in vivo до-
казана биологическая безопасность матрицы из ДМСХс. 
На культуре МСК ЖТч показана способность матрицы 
поддерживать высокий уровень пролиферации и хон-
дрогенную дифференцировку, проявляющуюся в спо-
собности клеток нарабатывать ГАГ и коллаген II типа. 
Выводы. Разработанный оптимальный способ получения 
тканеспецифической матрицы на основе ДМСХс дает 
возможность перейти к разработке технологий создания 
из КИК тканевых эквивалентов хряща для регенератив-
ной медицины.

Исследование выполнено за счет гранта Российского 
научного фонда № 21-15-00251, https:rscf.ru/
project/21-15-00251/.
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Ограниченная способность хрящевой ткани к регене-
рации является проблемой при проведении реконструк-
тивных операций лицевого скелета, верхних дыхательных 
путей, суставных поверхностей. Возможность выделять 
и культивировать in vitro хондроциты из биопсийного 
материала способствует развитию тканевой инженерии 
и клеточных технологий реконструкции хрящевой ткани. 
Однако при монослойном культивировании хондроциты 
человека быстро теряют свои фенотипические характе-
ристики: снижается экспрессия хондрогенных генов, та-
ких как коллаген 2 типа, аггрекан и др) и увеличивается 
экспрессия маркеров дедифференцировки (коллагена 
1 и 3 типа и др), что является значительным ограниче-
нием для существующих регенеративных терапевтиче-
ских подходов. Дедифференцированные хондроциты 
способны редифференцироваться, например, при куль-
тивировании в гипоксических и/или 3D условиях, и/или 
при использовании индукторов хондрогенной диффе-
роенцировки (TGF-β, IGF, BMP-2 и др), но с увеличением 
времени культивирования эта способность значительно 
снижается. Мы исследовали возможность криоконсер-
вации и длительного хранения биопсийного материала 
хрящевой ткани для сохранения фенотипических харак-
теристик выделяемых хондроцитов и создания хрящево-
го эквивалента.

Хрящевую ткань делили на кусочки, которые подверга-
лись криоконсервации и хранились при –80°С в течении 
2, 4 и 6 мес. После хранения оценивали жизнеспособность 
хрящевой ткани, эффективность выделения хондроцитов 
в культуру, скорость роста и способность культивирован-
ных хондроцитов образовывать хрящевой эквивалент. 
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В качестве контроля использовали не подвергавшийся 
хранению кусочек хряща, из которого выделяли хондроци-
ты, из них создавали хрящевой эквивалент. На 1 пассаже 
часть клеток была криоконсервирована. Эти клетки ис-
пользовали для сравнения эффективности образования 
хрящевого эквивалента после криоконсервации.

Криоконсервация хрящевой ткани и хранение при 
–80°С в течение 2, 4 месяцев не влияли значимо на жиз-
неспособность хрящевой ткани, количество выделяемых 
хондроцитов, скорость их пролиферации, экспрессию 
специфических белков внеклеточного матрикса хря-
ща. Хранение при –80°С в течение 6 месяцев снижало 
жизнеспособность хрящевой ткани в среднем на 10,7%, 
но не влияло на характеристики выделенных в культуру 
хондроцитов. Эффективность формирования хрящевого 
эквивалента значимо не отличалась от контроля и соста-
вила 85,7%. Подвергшиеся криоконсервации хондроци-
ты были способны формировать хрящевой эквивалент 
только в 40% случаев.

Наши результаты показывают, что криоконсервация 
хрящевой ткани может сохранить фенотипические ха-
рактеристики выделяемых хондроцитов для последую-
щего использования в клеточной терапии и/или ткане-
вой инженерии.
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ИССЛЕДОВАНИЯ МЕТОДА CAR-T ТЕРАПИИ 
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Современная CAR-T терапия основана на введении 
в организм пациента аутологичных Т-лимфоцитов, мо-
дифицированных ex vivo методами генной инженерии, 
полученные лимфоциты экспрессируют на своей по-
верхности искусственный специфический рецептор 
(chimeric antigen receptor, CAR). В настоящее время 
метод CAR-T терапии более широко используется в от-
ношении гемобластозов, хотя адаптация его для лечения 
солидных опухолей рассматривается как перспективное 
направление иммунотерапии. Для доставки плазмиды, 
кодирующей CAR, в Т-лимфоциты широко используется 
высокоэффективная ленти-/ретровирусная трансдук-
ция, при которой из-за интеграции нового генетическо-
го материала в геном клетки существует вероятность 
инсерционного мутагенеза и активации онкогенов. 
Альтернативным методом доставки CAR-плазмиды 
в клетки является нуклеофекция, которая позволяет 
проникнуть генетическому материалу непосредственно 
в ядро и запустить экспрессию CAR в течение несколь-
ких часов, нуклеофекция более безопасна, поскольку, 
плазмида не интегрируется в геном, а экспрессия CAR 
временна и обратима, что минимизирует риск последу-
ющих осложнений. Мы использовали данный подход при 
разработке собственного CAR-T продукта — препарата 

«Карплазмин», представляющего собой лимфоциты, 
несущие в ядре ДНК-плазмиду CAR третьего поколения 
и экспрессирующие на своей поверхности химерные ре-
цепторы против РЭА (раково-эмбриональный антиген).

Противоопухолевая активность и специфичность 
«Карплазмина» была доказана в доклинических исследова-
ниях в условиях in vitro и in vivo. В качестве моделей in vitro 
использованы РЭА+ клетки линий НТ-29 и НСТ-116 (адено-
карцинома толстой кишки человека) и РЭА– клетки линии 
НЕК293 (эмбриональная почка человека). Исследования 
in vivo проведены с использованием ксенографтных мо-
делей опухолей НТ-29 перевитых мышам BALB/c Nude. 
Кроме того, нами была изучена фармакокинетика препара-
та «Карплазмин» при введении его мышам B6D2F1.

Эксперименты in vitro показали специфическое инги-
бирование роста популяций клеток HT-29 и НСТ-116 при 
со-культивировании их с «Карплазмином». В исследова-
ниях in vivo «Карплазмин» демонстрировал выраженное 
противоопухолевое воздействие: семь еженедельных 
введений препарата мышам с ксенографтными опухо-
лями из клеток НТ-29 оказали выраженный противоопу-
холевой эффект — 80% животных в экспериментальной 
группе выжило при 100% гибели в контрольной (без лече-
ния). При этом у 40% мышей наблюдалась полная ремис-
сия без признаков определяемой опухоли. Исследование 
фармакокинетики показало, что «Карплазмин» способен 
циркулировать в крови до двух недель (период полувыве-
дения 105 ± 7 ч), также были определены параметры его 
распределения в тканях организма.

Результаты доклинических исследований демон-
стрируют, что «Карплазмин» является перспективным 
иммунотерапевтическим препаратом для лечения РЭА-
позитивных опухолей.
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Ишемический инсульт занимает четвертое место сре-
ди причин смертности во всем мире [1]. При инсульте фор-
мируется первичный очаг некроза и окружающая его зона 
пенумбры с измененным метаболизмом. Предотвращение 
гибели клеток в данной области является целью терапев-
тических воздействий [2]. С недавних пор для изучения 
патофизиологии инсульта стали применять метод широко-
польной оптической нейровизуализации (ШОН) [3].

В данной работе были использованы мыши линии 
C57BL/6J-Tg(Thy1-GCaMP6f)GP5.17Dkim/J (Jackson 
Laboratory), экспрессирующие в нейронах флуоресцент-
ный сенсор Ca2+ GCaMP6f. Животных подвергли операции 
по установке краниального окна, что позволило наблюдать 
активность коры больших полушарий у бодрствующих 
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животных [4]. Через 4 недели у группы Фототромбоз (ФТ, 
n = 9) вызывали фотоиндуцированную ишемию голов-
ного мозга (бенгальский розовый 20 мг/кг, 6,7 мг/мл, 
в/в; лазер 532 нм, 10 мВт, 10 мин; ø = 2 мм; AP = –1; 
ML = –2) [5]. Группе Контроль (КТРЛ, n = 9) бенгальский 
розовый не вводили. Активность мозга записывали ме-
тодом ШОН за 2–4 д до ФТ, через 3 мин, 24 ч и 7 д по-
сле ФТ (кальций: возбуждение 470 нм, эмиссия 530 нм, 
20 Гц; гемодинамика: светорассеяние 505 нм, 20 Гц).

У группы КТРЛ не обнаружено изменений активности 
мозга. В группе ФТ наблюдали волну деполяризации, со-
провождающуюся вазоспазмом. В очаге ишемического по-
вреждения резко усиливалась флуоресценция сенсора, что 
можно интерпретировать как резкое повышение внутрикле-
точной концентрации кальция ([Ca2+]i) и разрушение клеток 
с вытеканием сенсора во внеклеточную среду. Наблюдалось 
увеличение размера зоны с высокой [Ca2+]i в первые мину-
ты после ишемии (ср. арифм. ± ст. ош. ср.: 1,14 ± 0,34 мм2 
и 1,34 ± 0,32 мм2 через 3 и 10 мин соответственно) и значи-
тельное ее увеличение через 24 ч (6,03 ± 0,82 мм2, p<0,05). 
Через 7 д интенсивность флуоресценции GCaMP6f в зоне 
повреждения оставалась повышенной, однако яркость 
свечения и площадь области уменьшалась относительно 
24 ч после ФТ (1,69 ± 0,19 мм2, p<0,05).

Таким образом, модель фотоиндуцированной ише-
мии позволила сформировать зону пенумбры площадью 
(4,70 ± 0,60 мм2) с заданной локализацией. Метод ШОН по-
зволяет проследить динамические изменения размеров по-
врежденной области, что дальнейшем может быть исполь-
зовано для изучения влияния терапевтических подходов.
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Терапевтические вакцины на основе дендритных кле-
ток (ДК) являются многообещающим методом адъювант-
ной иммунотерапии, благодаря минимальным побочным 
эффектам и долговременной модуляции противоопухо-
левого иммунного ответа. Целью исследования стала 
оценка противоопухолевого эффекта ДК, полученных 
из мононуклеарных клеток периферической крови че-
ловека (МКПК), загруженных опухоль-специфическими 
антигенами (ОСА).

МКПК выделяли в градиенте плотности фиколла, по-
лученные клетки культивировали в питательной среде 
RPMI, содержащей 10% FBS, 2 мМ L-глутамина и смесь 
пенициллина-стрептомицина при 37°С во влажной ат-
мосфере с 5% содержанием СО2. Направленную диффе-
ренцировку МКПК проводили в течение 7 дней с исполь-
зованием факторов IL-4, GM-CSF, IL-1 β, TNF-α, IL-6, PGE 
2. Для оценки эффективности дифференцировки про-
ведена оценка экспрессии поверхностных CD-маркеров 
(CD11c, CD80, CD83, CD86, CD64, HLA-DR, CD3, CD19, 
CD20, CD56) при помощи проточной цитофлуориметрии. 
В качестве ОСА использовали лизат опухолевых клеток 
меланомы человека линии М14 (лизат-М14), а также 
индуцированные цитохалазином В мембранные везику-
лы (иМВ-М14), выделенные из нативных и генетически 
модифицированных клеток М14 со сверхэкспрессией 
GM-CSF (иМВ-GM-CSF-М14). Загруженные ОСА ДК до-
бавляли к нативным МКПК и совместно инкубировали 
в течение 48 часов для оценки активации Т-киллеров, 
после чего оценивали цитотоксическую активность 
Т-киллеров при помощи теста на апоптоз после инкуба-
ции с ДК на культуре опухолевых клеток М14.

Нами было показано, что полученные в результа-
те направленной дифференцировки МКПК обладали 
фенотипом ДК (CD11c+CD80+CD83+CD86+CD64+HLA-
DR+CD3-CD19-CD20-CD56-). Загруженные опухолевы-
ми антигенами ДК приводили к увеличению активиро-
ванных Т-киллеров в культуре МКПК: после инкубации 
с ДК+лизат-М14 на 32,6%, после ДК+иМВ-М14 на 27,6%, 
после ДК+иМВ-GM-CSF-М14 на 32,5%. При этом было пока-
зано, что после добавления МКПК+ДК+лизат-М14 в куль-
туру клеток М14 число жизнеспособных клеток снижалось 
на 18,6%, а при добавлении МКПК+ДК+иМВ-М14 или 
МКПК+ДК+иМВ-GM-CSF-М14 на 26,1% и 24,6%, соответ-
ственно, относительно нативных клеток М14.

Таким образом, нами показано, что ДК, полученные 
из МКПК путем направленной дифференцировки цито-
кинами и загруженные различными видами ОСА, облада-
ют иммуномодулирующей активностью, которая увеличи-
вает цитотоксический потенциал Т-киллеров в культуре 
МКПК против клеток меланомы. Данное исследование 
выполнено в рамках Программы стратегического ака-
демического лидерства Казанского федерального уни-
верситета (ПРИОРИТЕТ-2030) и финансируется за счет 
гранта Российского научного фонда 22-24-20018.
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В настоящее время микровезикулы клеток человека 
привлекают к себе повышенное внимание исследовате-
лей и медиков во всем мире. Микровезикулы (МВ) — это 
окруженные цитоплазматической мембраной округлые 
структуры, которые содержат цитоплазматическое со-
держимое родительской клетки и обладают размером 
50–2000 нм. Использование МВ мезенхимных стволо-
вых клеток в регенеративной медицине в качестве тера-
певтических агентов и векторов доставки лекарственных 
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средств вызывает большой интерес. Однако применение 
естественных МВ ограничивает сложная процедура вы-
деления и небольшой выход. Был предложен способ по-
лучения МВ в повышенном количестве с использовани-
ем вещества цитохалазина В. При этом количественная 
оценка стабильности индуцированных МВ в растворе из-
учена недостаточно. Поэтому целью нашей работы стала 
оценка стабильности иМВ МСК при различных условиях 
хранения в течение 112 дней.

Микровезикулы получали обработкой МСК 10 мкг/
мл цитохалазина В, как описано ранее. Цитохалазин В яв-
ляется агентом дезорганизации клеточного цитоскелета 
и большого выхода МВ. Полученные МВ ресуспендирова-
ли в физиологическом растворе и хранили в различных 
условиях: при 37°С, 4°С, –20°С, 25°С, лиофилизировали 
и хранили при –20°С. Количество МВ анализировали с по-
мощью проточной цитометрии с усиленным детектором 
светорассеяния (BD FACS Aria III BD Bioscience, США).

Впервые нами было обнаружено, что хранение при 
37°С в течение 7 дней позволяет сохранить лишь 30% 
целых МВ от первоначального числа. Хранение при 
25°С в течение 28 дней позволило сохранить толь-
ко 47% исходного количества, тогда как хранение при 
4°С позволило продлить срок годности МВ до 112 дней 
с сохранением 59% МВ. Лиофилизация привела к полу-
чению 49% интактных МВ. В то время как при замора-
живании МВ, ресуспендированных в физиологическом 
растворе при –20°С, сохранялось 79,5% МВ.

Таким образом, хранение иМВ МСК в физиологи-
ческом растворе при –20°С является наиболее под-
ходящим условием хранения МВ в течение не менее 
112 дней. Работа выполнена в рамках Программы стра-
тегического академического лидерства Казанского фе-
дерального университета (ПРИОРИТЕТ-2030) и за счет 
гранта Российского научного фонда № 21-75-10035.
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Память представляет собой одну из основных функций 
головного мозга, необходимую для хранения и извлечения 
информации, и которая составляет основу всего постна-
тального когнитивного развития человека. На клеточном 
уровне формирование памяти обусловлено возникновени-
ем de novo синаптических связей за счет активации генов 
раннего ответа и реконфигурации ГАМКинтернейронов 
в гиппокампе и ассоциативной области коры [1].

Одной из основных систем, участвующих в когнитив-
ном развитии организма, является система активаторов 
плазминогена, состоящая из протеазы урокиназы uPA 
(ген PLAU), ее рецептора uPAR (ген PLAUR), ингибитора 
урокиназы PAI-1 (ген SERPINE1) и тканевого активатора 
плазминогена tPA (PLAT). В нервной ткани урокиназная 
система опосредует миграцию нейронов в эмбриогенезе 
и онтогенезе, рост и регенерацию аксонов нейронов, ре-
гуляцию генов, связанных с апоптозом. Полиморфизмы 
генов PLAU и PLAUR ассоциированы с рядом неврологи-
ческих патологий, нейродегенеративных и психических 
расстройств (н-р, с болезнью Альцгеймера), что предпо-
лагает их участие в процессах, связанных с когнитивны-
ми функциями в головном мозге [2].

В исследовании анализировали экспрессию генов бел-
ков активаторов плазминогена в головном мозге мыши 
в условиях когнитивной нагрузки. Мышей помещали в се-
рое открытое поле на 10 минут, после чего измеряли мРНК 
uPAR, tPA, uPA и PAI-1 в передней, задней коре и гип-
покампе через определенные сроки после воздействия 
(1,3,6, 24 и 72 часа). Было обнаружено достоверное повы-
шение экспресиии мРНК uPAR, tPA уже через час после 
когнитивной нагрузки во всех структурах головного мозга, 
что позволяет отнести их к генам раннего ответа. Более 
того наблюдался второй пик экспрессии через 24 часа 
(p<0,05). Ранняя индукция генов PLAUR и PLAT (1 час) сви-
детельствует об их вовлеченности в процессы, связанные 
с приобретением памяти (новизной), а вот более поздняя 
(24 часа) может объясняться формированием памяти — 
отставленным процессом, когда происходит перестройка 
нейрональной сети, консолидация памяти и перестройка.

Впервые в ответ на когнитивную нагрузку иденти-
фицированы два новых гена раннего ответа: ген ре-
цептора урокиназы и ген тканевого активатора плаз-
миногена, что позволяет предположить их участие 
в формировании памяти и регуляции нейрональной 
пластичности. Исследование выполнено при поддержке 
Министерства науки и высшего образования Российской 
Федерации (грант No 075 15 2020 801).
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Жировая ткань играет важнейшую эндокринную роль 
в организме помимо непосредственной функции запа-
сания липидов. Важнейшим гормоном, продуцируемым 
зрелыми адипоцитами, является адипонектин, системно 
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регулирующий процессы метаболизма и обладающий 
противовоспалительным и антиатерогенным эффекта-
ми, а также способностью повышать чувствительность 
к инсулину. Рецептором высокомолекулярной формы 
адипонектина является Т-кадгерин, экспрессированный 
во многих органах и тканях, включая жировую ткань. 
Именно Т-кадгерин опосредует протективные эффек-
ты адипонектина в сердце и сосудах, полимофризмы 
в гене Т-кадгерина ассоциированы с различными сер-
дечно-сосудистыми заболеваниями. Механизм участия 
Т-кадгерина в продукции адипонектина жировой тканью, 
регуляции обновления и дифференцировки адипоцитов 
неизвестен [1].

В исследовании использовали человеческие МСК 
с различным уровнем экспрессии Т-кадгерина: контроль-
ные МСК, МСК с гиперэкспрессией Т-кадгерина (МСК Т+) 
и клетки, трансдуцированные контрольным вирусом (МСК 
Квир). Клетки культивировали в среде для адипогенной 
дифференцировки или в стандартной среде в качестве 
контроля, после чего выделяли мРНК и анализировали 
экспрессию следующих генов-маркеров: мезенхималь-
ных прогениторов (CD34, PDGFRα, THY1), перицитов 
(PDGFRβ), интерстициальных предшественников (PI16, 
DPP4), преадипоцитов (CD36, ICAM, PPARG), маркеры 
белка амфирегулина (Areg) — CLEC11A, CD142 и марке-
ры вновь образованных адипоцитов (ADIPOQ and CAR3). 
Анализ полученных данных показал, что гиперэкспрес-
сия Т-кадгерина приводит к повышению экспрессии 
DPP4 в 44 раза и адипонектина (ADIPOQ) в 2,6 раза 
в клетках, культивируемых в стандартной среде, что 
может указывать на их повышенный потенциал к спон-
танной адипогенной дифференцировке. Одновременно 
в МСК Т+ клетках, культивируемых в стандартной среде, 
повышалась экспрессия маркеров зрелых адипоцитов: 
CD36 (в 13 раз) и ICAM (в 20 раз) по сравнению с кон-
трольными клетками. Культивирование же клеток в сре-
де для адипогенной дифференцировки приводило к сни-
жению экспрессии DPP4 в клетках всех типов, однако 
этот эффект был выражен в 2 раза сильнее в клетках 
МСК Т+ по сравнению с клетками МСК Квир. Напротив, 
уровень экспрессии PDGFRβ (маркера МСК и гладкомы-
шечных клеток) был повышен в МСК Т+. В соответствии 
с нашими данными, мы предполагаем, что Т-кадгерин 
опосредует петлю отрицательной обратной связи и дей-
ствует как регулятор в недифференцированных стволо-
вых клетках и прогениторных адипоцитах, поддерживая 
недифференцированное состояние. Работа выполнена 
при поддержке гранта РФФИ № 20-015-00402.

Литература:
1. Rubina, K.A.; Semina, E.V.; Kalinina, N.I.; Sysoeva, V.Y.; Balatskiy, 

A.V.; Tkachuk, V.A. European Journal of Cell Biology 2021, 100, 
151183.

РАНЕВЫЕ ПОКРЫТИЯ: ОЦЕНКА 
ВОЗМОЖНОСТИ ПРИМЕНЕНИЯ ПРИ 
КЛЕТОЧНОЙ ТЕРАПИИ

И.И. Кобякова, М.Н. Егорихина, Д.Я. Алейник, 
Ю.П. Рубцова, И.Н. Чарыкова, Д.Д. Линькова

ФГБОУ ВО Приволжский исследовательский 
медицинский университет Минздрава России, 
Нижний Новгород, Россия

e-mail: bronnikova_i@pimunn.net

Ключевые слова: раневые покрытия, ожоги, цитотоксич-
ность, адгезия, клеточная терапия.

Раневые покрытия много лет используются для мест-
ного лечения ожоговых и других дефектов кожи, препят-
ствуя инфицированию ран, сохраняя влажную среду, сти-
мулируя ангиогенез, синтез коллагена, формирование 
грануляционной ткани и др. Новым направлением лече-
ния ран стали клеточные технологии, требующие подбо-
ра покрытий при их применении.

Цель работы — исследование раневых покрытий для 
оценки возможности использования их в сочетании 
с клеточной терапией.

Исследовано 4 вида используемых в клинике ком-
мерчески доступных покрытий: № 1 — полимерная плен-
ка на основе гидрофильных сополимеров винилацетата, 
№ 2 — двуслойное гидроколлоидное покрытие на основе 
биополимеров и полиуретановой пленки, № 3 — гидрокол-
лоидная матрица на полиуретановой основе, № 4 — гидро-
гелевая повязка на основе гибрида полиуритана. Методы 
исследования: МТТ-тест, метод прямого контакта, световая 
и флуоресцентная микроскопия, рН-метрия, вискозиме-
трия. В качестве тестовой культуры использовали охаракте-
ризованную культуру дермальных фибробластов человека.

Результаты МТТ-теста показали, что суточные экс-
тракты образцов были не токсичны, а экстракты, выде-
ленные на 7 сутки, токсичны. Покрытие № 2 на 7 сутки ин-
кубации изменяло рН ростовой среды в кислую сторону. 
Показано, что покрытия № 2 и № 3 значительно увеличи-
вают вязкость ростовой среды. При прямом контакте по-
крытия № 2 и № 4 ингибировали пролиферацию клеток, 
при сохранении жизнеспособности, а контакт с покрыти-
ем № 3 через 3 суток приводил к гибели клеток. При по-
севе клеток на покрытия оказалось, что на поверхность 
покрытия № 1 клетки не прикрепляются, на поверхности 
покрытия № 4 наблюдали адгезию только единичных 
клеток, а на поверхности покрытий № 2 и № 3 клетки хо-
рошо распластывались.

Заключение. Исследованные покрытия не могут ис-
пользоваться в качестве матриц-носителей для транс-
фера клеток. Для кратковременного использования при 
клеточной терапии ран различного генеза возможно 
применение покрытия № 1.
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Надкостница проявляет костеобразующий потен-
циал при регенерации и трансплантации, однако огра-
ниченная доступность этой важной костной оболочки 
актуализирует разработку персонифицированной био-
искусственной надкостницы (БИН) для удовлетворения 
потребности в эффективном лечении костных дефектов. 
Клеточные сфероиды могут служить важной составля-
ющей БИН, учитывая высокую плотность клеток внутри 
сфероидов и преимущества максимизации межклеточ-
ных взаимодействий.

Цель — разработать конструкцию БИН с остеоген-
ным потенциалом на основе клеточных сфероидов 
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и коллагенового скаффолда в форме пластины и способ 
ее производства на основе биопечати.

Клеточные сфероиды получали путем агрегации клеток 
надкостницы в агарозных лунках. Мембрана сформирова-
на методом электроспиннинга из коллагена-1. Биопечать 
осуществлена биопринтером BIO X (CELLINK). Сфероиды 
распечатаны в один слой на поверхности мембраны. 
Далее конструкт созревал внутри биореактора(6–7 суток). 
Жизнеспособность сфероидов исследовали с помощью 
LIVE/DEAD®. Свернутая в трубочку БИН внутри диффуз-
ной камеры помещалась под псевдосиновиальную мем-
брану, предварительно сформированную на животной 
модели вокруг метилметакрилатного спейсера. В дина-
мике проводились гистологическое исследование, флуо-
ресцентная микроскопия, иммуногистохимия, выявление 
щелочной фосфатазы, остеопонтина и внеклеточных пре-
ципитатов кальция, электронная и лазерная конфокальная 
сканирующие микроскопии, морфометрия (NIS-Elements).

Клеточные сфероиды из культивированных клеток 
надкостницы связываются с поверхностью коллагено-
вой мембраны. В динамике происходит адгезия, частич-
ное распластывание клеточных сфероидов на мембране, 
вглубь по волокнам мембраны мигрирует часть клеток 
сфероидов, они продуцируют коллагеновые волокна, об-
разующие объединяющий волоконный остов, связыва-
ющий сфероиды с подлежащей мембраной. Соседние 
сфероиды сливаются между собой (тканевое слияние). 
БИН внутри диффузной камеры, имплантируемой в жи-
вотную модель, образует хрящ и минерализованную со-
единительную ткань.

Путем биопечати получена БИН, объединяющая кле-
точные сфероиды со скаффолдом в соответствии с ком-
бинированной синергетической стратегией тканевой 
инженерии. Конструкт обладает остеогенным потенциа-
лом и прогнозируемо может стимулировать остеогенез 
при разработке различных биомиметических технологий 
поднадкостничной регенерации утраченных фрагментов 
костей in vivo. Статья подготовлена в рамках НИР, выпол-
няемой по государственному заданию в ФГБУ «НМИЦ 
ТО им. Н.Н. Приорова».
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Производство тканеинженерных трансплантатов для 
эффективного восстановления целостности костей пу-
тем заполнения ими крупных костных дефектов остается 
одной из важнейших задач биомедицины. Совместное 
культивирование мультипотентных мезенхимальных 
стромальных клеток костного мозга (ММСК КМ) и кле-
ток надкостницы (КН) на скаффолде усиливает остеоге-
нез и васкуляризацию конструкта после трансплантации. 
Агрегация этих двух типов клеток в одном клеточном 
сфероиде может объединить терапевтические потенци-
алы клеток с известными преимуществами сфероидов 
перед клеточной терапией.

Цель: разработать гомолог клеточного продукта — 
гетеросфероид из КН и ММСК КМ с фрагментом деми-
нерализованного костного матрикса (ДКМ) в центре — 
и оценить его регенеративный потенциал in vitro.

В агарозную лунку погружался фрагмент измель-
ченного ДКМ «Перфоост» (ЦИТО), а затем вносились 
суспензии клеток культур КН и ММСК КМ. После агрега-
ции клеток полученные сфероиды переносили в культу-
ральные флаконы на поверхность электроспиннинговых 
коллагеновых мембран и продолжали культивирование 
в остеогенной среде. Проводилось морфологическое ис-
следование кинетики сфероидов, в т. ч. флуоресцентная 
микроскопия, иммуногистохимия, электронная и лазер-
ная конфокальная сканирующие микроскопии, морфо-
метрия (NIS-Elements).

Перенесенные в лунку клетки устанавливают меж-
клеточные контакты, продуцируют внеклеточный ма-
трикс и образуют сфероид с фрагментом ДКМ в центре. 
Полученные сфероиды несут жизнеспособные клетки, 
способны прилипать к коллагеновой мембране и рас-
пластываться на ней. Сфероиды способны к тканевому 
слиянию, образованию из слипшихся сфероидов на не-
адгезивных поверхностях более сложных конструктов. 
ДКМ, образующий центральную часть гетеросферои-
да, надежно удерживается в т. ч. собственным внекле-
точным матриксом сфероида и, вероятно, оказывает 
остеоиндуктивное влияние. В культуре клетки сфероида 
частично мигрируют по волокнам мембраны, в остеоген-
ной среде формируют минерализованный коллагеновый 
волоконный остов, объединяющий сфероиды и коллаге-
новую мембрану.

Таким образом, нами разработан клеточный гете-
росфероид с ядром из ДКМ, который содержит соб-
ственный внеклеточный матрикс, обладает регенера-
тивным потенциалом и способностью к формированию 
минерализованного соединительнотканного матрикса 
in vitro, ДКМ позволяет увеличить размер сфероида 
без вероятности образования гипоксического ядра 
в центре. Статья подготовлена в рамках НИР, выпол-
няемой по государственному заданию в ФГБУ «НМИЦ 
ТО им. Н.Н. Приорова».
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Сердечная недостаточность — ослабление насосной 
функции сердца, приводит к ухудшению качества жиз-
ни пациента или его смерти. Во всем мире от сердеч-
ной недостаточности страдает 41 миллион человек [1], 
поэтому поиск способов лечения данного заболева-
ния является актуальной задачей. В настоящее время 
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многообещающим является комплексный подход, ча-
стично компенсирующий нарушения сердечных сокра-
щений и замещающий функции пораженной электропро-
водящей системы сердца, что становится возможным 
благодаря использованию «умных» материалов, в част-
ности диэлектрических эластомеров, способных обрати-
мо деформироваться (растягиваться или сокращаться) 
в электрическом поле [2]. Перспективным полимером 
для создания таких материалов является полидиметил-
силоксан (ПДМС). Одним из способов усиления отклика 
материалов на основе ПДМС на внешний электрический 
стимул является повышение диэлектрической проницае-
мости материала, что может быть достигнуто созданием 
полимер-полимерных или дисперсно-наполненных ком-
позитов на его основе.

В исследовании получены композиционные эла-
стомерные материалы на основе ПДМС, наполненно-
го частицами различной природы и формы (порошок 
железа, монтмориллонит и наноцеллюлоза) с концен-
трацией 5 масс.%. Морфологию частиц наполнителя 
изучали методами электронной микроскопии. По ре-
зультатам механических испытаний на одноосное 
растяжение были определены значения модуля Юнга 
и коэффициенты для трехпараметрического упруго-
го потенциала Йо в диапазоне деформаций до 800%. 
В широком диапазоне частот измерены зависимости 
электрофизических характеристик полученных эласто-
меров. Отклик материалов на внешнее электрическое 
поле исследовали с помощью реометра с параллель-
ными плоскостями. Под действием электрического 
поля напряженностью 0,84 и 2,5 кВ/мм наблюдалось 
уменьшение нормальной силы за счет деформации 
композитных эластомеров под действием давления 
Максвелла [3]. В работе показана эффективность на-
норазмерных наполнителей с высоким характеристи-
ческим отношением и поляризуемостью для получения 
материалов с увеличенным откликом на внешний сти-
мул. Исследование выполнено при финансовой под-
держке Госзадания НИЦ «Курчатовский институт».
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В настоящее время биополимеры широко использу-
ются в медицине. Значительное количество исследова-
ний сосредоточено как на создании полимерных компо-
зиционных материалов со специфическими свойствами, 
так и на изготовлении пористых конструкций для исполь-
зования в реконструктивной хирургии [1].

Полилактид (PLA) и поликапролактон (PCL) — син-
тетические алифатические полимеры с различными 
свойствами [2], являются перспективными материа-
лами благодаря своей биосовместимости и биодегра-
дации [3]. PLA также признан полимером с эффек-
том памяти формы (ЭПФ) [4]. Это программируемый 
эффект, который заключается в том, что материалу 
можно придать временную форму, которую он будет 
сохранять до внешнего воздействия, возвращающего 
первоначальную форму [5]. Это актуально для созда-
ния различных медицинских устройств и, что более ин-
тересно, самоустанавливающихся имплантатов в фо-
кусе реконструктивной медицины [5]. Использованные 
в данной работе частицы восстановленного оксида 
графена (rGO) обладают выдающейся электро- и те-
плопроводностью; включение таких частиц в полимер-
ную матрицу может способствовать образованию те-
пловых центров и влиять на характеристики эффекта 
памяти формы. Кроме того, агенты в полимере влияют 
на морфологическую структуру и кристалличность по-
лимерной матрицы, являясь дополнительным центром 
кристаллизации полимера.

В данном исследовании была проведена характериза-
ция гибридных скаффолдов PLA-PCL, полученных мето-
дом электроспиннинга. Исследовано влияние небольшо-
го количества (0,7, 1,0 и 1,5 мас. %) rGO на морфологию, 
структуру, тепловое поведение и характеристики памяти 
формы разработанных материалов. XRD и ДСК иссле-
дования выявили превращение полукристаллической 
орторомбической структуры PLA в квазиаморфную как 
для чистых скаффолдов PLA-PCL, так и для гибридных 
композитных скаффолдов PLA-PCL-rGO после нагрева-
ния и цикла ЭПФ. Добавление rGO способствовало из-
менению структуры полученных композитов, улучшению 
их механических характеристик и не оказывало суще-
ственного влияния на характеристики памяти формы. 
Исследование выполнено при финансовой поддержке 
РНФ (№ 21-73-205).
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Мультимодальность иммунного действия NK-клеток 
обеспечивается как неспецифическими реакциями, 
включающими натуральную и антителозависимую цито-
токсичность, а также продукцию цитокинов, так и спец-
ифической активацией, связанной с формированием 
адаптивных NK-клеток. Применение препаратов на осно-
ве NK-клеток рассматривается как перспективная стра-
тегия в противоопухолевой и противовирусной терапии, 
одним из условий успешности которой является накопле-
ние функционально активных NK-клеток in vitro.

Ранее нами был продемонстрирован высокий уро-
вень экспансии субпопуляций NK-клеток при их стимуля-
ции с использованием клеток K562, экспрессирующих 
мембраносвязанный IL-21 [1]. В данной работе нами по-
лучены генноинженерные клетки, способные экспресси-
ровать, дополнительно к IL-21, неклассическую молекулу 
MHC класса I HLA-E, лиганд активирующего рецептора 
NKG2C, экспрессия которого характерна для адаптив-
ных NK-клеток, ассоциированных с цитомегаловирусной 
инфекцией (CMV). Показано, что стимуляция NK-клеток 
CMV-серопозитивных доноров c применением полу-
ченных вспомогательных клеток в присутствии синте-
тического пептида CMV может индуцировать клеточную 
экспансию, в несколько раз превышающую экспансию, 
вызванную клетками с мембраносвязанным IL-21. При 
этом, ответ NK-клеток разных индивидов отличался зна-
чительной вариабельностью. С использованием культур, 
полученных из 100 клеток, была исследована пролифе-
ративная активность субпопуляций NK-клеток, разли-
чающихся по стадии дифференцировки, лицензирован-
ности и наличию рецептора NKG2C. Наиболее высокий 
уровень пролиферации NK-клеток CMV-серопозитивного 
здорового добровольца был зарегистрирован в субпопу-
ляции CD57+KIR2DL2/3+NKG2C+, соответствующей фе-
нотипу адаптивных NK-клеток [2]. Коэффициент экспан-
сии этой субпопуляции в ответ на презентацию пептида 
CMV составил более 3×104 через 17 дней, что в 10 и бо-
лее раз превышало коэффициент экспансии других 
субпопуляций. Интересно, что некоторые субпопуляции 
NK-клеток CMV-серонегативных доноров также проли-
ферировали более активно в ответ на стимуляцию HLA-
E-экспрессирующими клетками, в том числе, за счет экс-
прессии NKG2C de novo. Применение экспрессирующих 
HLA-E клеток для наращивания специализированных 
субпопуляций NK-клеток может оказаться полезным для 
разработки способов противовирусной терапии пациен-
тов с иммуносупрессией при онкологических заболева-
ниях. Работа поддержана грантом РНФ № 22-15-00503.
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Увеальная меланома — это опухоль нейроэктодер-
мального происхождения, которая возникает в резуль-
тате злокачественной трансформации меланоцитов 
сосудистой оболочки глазного яблока. Увеальная ме-
ланома в большинстве случаев приводит к необходи-
мости удаления пораженного глаза, поэтому, изучение 
увеальной меланомы на клеточных моделях и моделях 
на животных, а также разработка современных низко-
травматичных подходов к ее лечению являются акту-
альными задачами.

Целью исследования являлось получение и ха-
рактеризация новой клеточной и опухолевой модели 
увеальной меланомы человека для тестирования ин-
новационных противоопухолевых и антиметастатиче-
ских подходов. Из опухолевого образца была получена 
культура меланоцитов uMEL1. Клетки uMEL1 имеют 
звездчатую или трехгранную форму и содержат гра-
нулы меланина. На поверхности клеток присутствует 
мембранный гликопротеин Mel-CAM, характерный 
для меланомы кожи, и способствующий опухолевой 
прогрессии, обуславливая взаимодействия между 
трансформированными меланоцитами и эндотелиаль-
ными клетками. Определена туморогенность клеток 
uMEL1 при трансплантации мышам линии SCID, что 
делает возможным моделирование метастатических 
поражений ЦНС.

Согласно цитогенентическому анализу, 90% клеток 
uMEL1 имеют околодиплоидный кариотип (количество 
хромосом в клетке от 44 до 47), а 10% клеток околоте-
траплоидны (количество хромосом 90 или 92); во всех 
метафазных пластинках видны множественные хромо-
сомные перестройки.

При исследовании чувствительности клеток 
uMEL1 к инновационному противоопухолевому воздей-
ствию — обработке струей холодной плазмы атмосфер-
ного давления показано, что добавление наночастиц 
золота, покрытых полиэтиленгликолем (AuNP-PEG) уси-
ливает цитотоксическое действие облучения. Работа вы-
полнена при поддержке гранта РНФ № 22-49-08003.
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Возрастная макулярная дегенерация (ВМД) — про-
грессирующее многофакторное заболевание глаз, яв-
ляется одной из основных причин потери центрального 
зрения у лиц старше 60 лет [1]. Более 10 лет стандар-
том лечения неоваскулярной формы ВМД (нВМД) яв-
ляется анти-VEGF терапия — интравитреальное введе-
ние антител против фактора роста эндотелия сосудов. 
Несмотря на лечение, у 15–30% пациентов наблюда-
ют ухудшение анатомических и зрительных функций 
из-за персистирующей неоваскулярной активности. 
Этот аспект требует более глубокого понимания аль-
тернативных путей хориоидального неоангиогенеза. 
Вариабельность ответа на анти-VEGF терапию, вклю-
чая задержку ответа, неполный ответ и его отсутствие, 
тахифилаксия и рецидивы определяют актуальность 
поиска биологических маркеров — прогностических 
критериев ответа на лечение. В настоящее время идет 
поиск новых диагностических и терапевтических ми-
шеней ВМД среди малоизученных сигнальных каска-
дов этиопатогенеза ВМД.

Одним из перспективных подходов к диагностике, 
прогнозу течения заболевания и оценке эффективно-
сти лечения ВМД рассматривается профилирование 
экспрессии микроРНК в плазме крови (жидкая би-
опсия). Мы провели пилотное исследование, направ-
ленное на оценку профилей микроРНК 20 пациентов, 
разделенных на три группы: группа, состоящая из па-
циентов с ВМД, которые продемонстрировали хоро-
ший ответ на анти-VEGF; группа пациентов с плохим 
ответом; контрольная группа без патологии глазного 
дна. Для оценки экспрессии микроРНК в плазме кро-
ви использовали микрочиповые ПЦР-панели (Qiagen) 
с охватом 179 микроРНК. Анализ показал значитель-
ную вариабельность в экспрессии микроРНК, при этом 
наблюдалась кластеризация групп с ВМД и контроль-
ной группы. С помощью биоинформатических подходов 
выделены гены-мишени дифференциально представ-
ленных микроРНК и регулируемые ими пути, потен-
циально участвующие в патогенезе ВМД. Хотя необ-
ходимы дополнительные исследования, miR-146b-5p, 
miR-122, miR-27a-3p и miR-21-5p представляют ин-
терес для дальнейшего изучения в качестве маркеров 
ответа на лечение нВМД. Поддержано грантом РНФ 
№ 21-15-00047.
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Секреция разнообразных ростовых факторов и цито-
кинов мезенхимальными стволовыми/стромальными 
клетками (МСК) играет определяющую роль в терапев-
тическом эффекте, проявляемом МСК при трансплан-
тации. Ангиогенез в местах поврежденнй является не-
обходимым условием успешной регенерации ткани. 
МСК, выделенные из менструальной крови (еМСК) се-
кретируют ангиогенные факторы, главным из которых 
является васкулярный эндотелиальный ростовой фактор 
VEGF. В работе исследовали динамику экспрессии и се-
креции VEGF в еМСК, ее корреляцию с ангиогенным по-
тенциалом еМСК. Показали, что экспрессия и секреция 
VEGF усиливается при кратковременном культивирова-
нии еМСК в 3D сфероидах, и снижается при нокдауне 
гена VEGF с помощью коротких интерферирующих РНК. 
Ангиогенный эффект оценивали по влиянию кондицио-
нированной среды еМСК на жизнеспособность и диффе-
ренцировку эндотелиальных клеток человека (HUVEC), 
а также при совместном культивировании еМСК 
и HUVEC. Показали, что еМСК из сфероидов обладают 
более сильным ангиогенным потенциалом по сравне-
нию с монослойной культурой еМСК. Работа поддержана 
грантом РНФ № 22-74-10126.
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Актуальным вопросом для тканевой инженерии яв-
ляется оценка возможности использования ксеноген-
ной децеллюляризированной ткани, поскольку материал 
от животного может быть отобран с учетом большого 
количества необходимых характеристик, что не всегда 
возможно при заборе кадаверных органов. С другой сто-
роны, реакции реципиента при имплантации материала 
ксеногенного происхождения изучены в меньшей сте-
пени. В связи с этим целью работы стала оценка биоин-
теграции децеллюляризированной ткани ксеногенного 
происхождения при гетеротопической имплантации.
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Ткань тонкой кишки кролика была децеллюляризи-
рована детергентным (группа 1, n=3) или детергентно-
ферментативным методом с использованием дезокси-
рибонуклеазы (группа 2, n=3). Участки бесклеточного 
матрикса площадью 2 см2 были имплантированы под-
кожно крысам в область холки, эксплантированы вместе 
с прилежащими тканями через 14 сут. После фиксации 
в 10% формалине проведена стандартная гистологиче-
ская проводка. Срезы толщиной 3–5 мкм окрашены ге-
матоксилином-эозином и по Ван Гизону.

Спустя 14 сут децеллюляризированная ткань оста-
валась бесклеточной или практически бесклеточной 
в центральных областях. По периферии материала 
визуализировался слой коллагеновых волокон, вклю-
чающий клеточные элементы фибробластоподобной 
морфологии, более выраженный в группе 2. Возможно, 
данная структура является формирующейся соедини-
тельнотканной капсулой. Также четко выделялся про-
межуточный слой, преимущественно инфильтрирован-
ный фибробластами, лимфоцитами, эозинофилами 
и макрофагами.

Ткань тонкой кишки после процедуры децеллюляри-
зации является довольно плотной, что является причиной 
длительной миграции клеток вглубь матрикса. Процессы 
реорганизации ткани начинаются с периферии, и тре-
буется более длительное наблюдение для оценки итога 
данного процесса. Работа была поддержана «Фондом 
содействия развитию малых форм предприятий в на-
учно-технической сфере» (Фонд содействия инноваци-
ям) в рамках работы по конкурсу «УМНИК-2020» (дог. 
№ 17022ГУ/2021от 10.06.2021 г.).

СОЗДАНИЕ ПРЕПАРАТА 
С РЕГЕНЕРАТИВНЫМИ СВОЙСТВАМИ 
НА ОСНОВЕ ВТОРИЧНЫХ МЕТАБОЛИТОВ 
ПРОБИОТИЧЕСКИХ ШТАММОВ 
БАКТЕРИЙ РОДА BIFIDOBACTERIUM 
ПРИ КУЛЬТИВИРОВАНИИ 
С ПЕРФТОРДЕКАЛИНОМ

Е.П. Колеватых

ФГБОУ ВО Кировский государственный медицинский 
университет Минздрава России, Киров, Россия

e-mail: hibica@mail.ru

Ключевые слова: вторичные метаболиты, пробиотические 
штаммы, бифидобактерии, перфтордекалин, культивирова-
ние, регенерация.

Бактерии рода Bifidobacterium играют важную роль 
в современной промышленной микробиологии, биоло-
гической инженерии и биофармацевтике. Они являются 
продуцентами метаболитов с различными свойства-
ми [1]. Целью работы являлась оценка возможности 
интенсификации темпов роста Bifidobacterium bifidum 
791 при культивировании с использованием перфто-
рорганических соединений, получение метаболитов 
и изучение регенеративных свойств [2,3]. Использовали 
перфтордекалин производства ОАО «Кирово-Чепецкий 
химкомбинат им. Б.П. Константинова» [4]. В качестве 
культивируемого биообъекта был производственный 
штамм Bifidobacterium bifidum 791. Режим культиви-
рования отрабатывался на лабораторном ферментере 
BIOSTAT®plus фирмы Sartorius (Германия). Применяли 
полужидкую питательную среду Блаурокка, в которую 
в опытной группе добавляли 2% раствор перфторде-
калина. Интенсивность роста культуры Bifidobacterium 

bifidum 791 оценивали методом высева серийных раз-
ведений отобранных в разные промежутки времени проб 
культуральной жидкости на плотную питательную среду. 
Затем получали метаболиты, очищали от балластных 
веществ, стерилизовали. Применяли полученную массу 
веществ в качестве лекарственного вещества при на-
несении на поверхность моделированного термического 
ожога лабораторных беспородных крыс [5]. В результате 
исследования установили, что вторичные метаболиты 
производственного штамма Bifidobacterium bifidum 791, 
полученные при культивировании на питательных средах 
в присутствии перфтордекалина, вызывают активные ре-
генеративные процессы по сравнению с веществами, вы-
деленными из бактерий с питательной среды Блаурокка 
без специфических добавок.
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Мультиформная глиобластома представляет со-
бой одну из самых злокачественных опухолей голов-
ного мозга человека. Существующие методы терапии 
позволяют продлить жизнь пациента, но 5-ти летняя 
выживаемость пациентов с таким диагнозом состав-
ляет всего около 5% [1]. Вероятной причиной возник-
новения рецидивов опухоли могут являться резистент-
ные к терапии опухолевые стволовые клетки глиомы. 
Одним из предположительных маркеров таких клеток 
принято считать поверхностный трансмембранный бе-
лок CD133 [2]. В предлагаемом подходе используется 
стратегия, в которой изначальное ингибирование про-
лиферации клеток с помощью антипролиферативного 
G-квадруплекса (GQ) сопровождается индуцированием 
клеток в сторону нейральной дифференцировки с по-
мощью малых молекул SB431542 (SB), purmorphamine 
(PRM), LDN-193189 (LDN) и Brain-Derived Neurotrophic 
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Factor (BDNF), используемых для такой дифференци-
ровки индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток [4,5].

Цель работы. Получить CD133+ и CD133– культу-
ры клеток глиобластомы и оценить устойчивость полу-
ченных культур к воздействию антипролиферативного 
G-квадруплекса и его комбинаций с малыми молекулами.

Методы. Оценка экспрессии таргетного гена про-
водилась методом RT-qPCR. Получение CD133-
обогащенной и обедненной культур проводилось с по-
мощью иммуномагнитной сепарации. Для оценки 
пролиферативной активности клеток после воздей-
ствия исследуемыми комбинациями факторов исполь-
зовался МТТ тест. Исследование пролиферативной 
активности проводилось на 10й и 20й день экспери-
мента. В качестве антипролиферативного фактора ис-
пользовались два G-квадруплекса biHD1 и bi-(AID-1-T), 
показавших значимое ингибирование пролиферации 
культур глиобластомы [3]. Добавление нейроиндуктор-
ных малых молекул проводилось по следующей схеме: 
на 1й день эксперимента добавлялся GQ в концентра-
ции 37,5 мкМ, на 3й день добавлялись малые молеку-
лы SB (10 μM) и LDN (1 μM). На 5й день добавлялся 
purmorphamine (2 μM). На 7й день добавлялся послед-
ний фактор BDNF (20 ng/mL).

Результаты. Из панели культур IV Grade наибольшей 
экспрессией маркера CD133 обладала культура G01, 
которая использовалась в дальнейшем для выделения 
CD133+ и CD133– популяций клеток. МТТ тест для 
культуры G01 CD133+ показал, что данная культура 
устойчива к воздействию исследованных комбинаций 
biHD1, biHD1+BDNF, biHD1+PRM, biHD1+SB, bi-(AID-
1-T), bi-(AID-1-T)+BDNF, bi-(AID-1-T)+PRM, bi-(AID-1-
T)+SB. Культура G01 CD133– оказалась более чув-
ствительной к воздействствию, полное ингибирование 
пролиферации наблюдалось при добавлении bi-(AID-
1-T) и bi-(AID-1-T)+BDNF. На 20й день эксперимента 
картина значительно изменилась. Все исследованные 
комбинации значимо ингибировали пролиферацию кле-
ток культуры G01 CD133+. В культуре G01 CD133– так-
же значимо снижался пролиферативный потенциал при 
использовании всех исследуемых комбинаций за ис-
ключением bi-(AID-1-T), при воздействии которого про-
изошло повышение пролиферации по сравнению с 10м 
днем эксперимента.

Выводы. Полученные культуры клеток глиобласто-
мы человека, обогащенные и обедненные по CD133, 
обладают различной чувствительностью к воздей-
ствию антипролиферативных и нейроиндукторных фак-
торов. Тем не менее, удалось подобрать комбинации 
факторов, значимо снижающие пролиферативный по-
тенциал исследуемых культур. Работа выполнена при 
финансовой поддержке Министерства науки и высше-
го образования РФ, Соглашение № 075-15-2020-809 
(13.1902.21.0030).
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Расстройства аутистического спектра (РАС) явля-
ются одной из главных эпидемиологических проблем 
человечества. Механизмы, лежащие в основе РАС, 
до сих пор плохо изучены. Серотонин (5-HT) и нейротро-
фический фактор мозга (BDNF) известны своей ролью 
в пластичности мозга и поведения. Взаимодействие 
этих двух систем хорошо описано в литературе. Среди 
множества серотониновых рецепторов особое внима-
ние привлекает 5-НТ1А-рецептор, поскольку является 
основным регулятором функциональной активности 
5-НТ-системы головного мозга, участвующей в регуля-
ции различных типов нормального и патологического 
поведения. В данной работе мы исследовали влияние 
сверхэкспрессии 5-HT1A-рецептора (вызванной вве-
дением аденоассоциированного вирусного конструк-
та AAV-Syn-HTR1A-EGFP) в гиппокампе мышей линии 
BTBR T Itpr3/J на аутистически-подобное поведение, 
экспрессию 5-HT7 рецептора, BDNF и рецепторов 
BDNF. Линия мышей BTBR является одной из наибо-
лее широко используемых животных моделей аутизма. 
Они демонстрируют основные поведенческие харак-
теристики, определяющие РАС, включая нарушение 
социальных взаимодействий и повторяющееся стере-
отипное поведение [1]. Сверхэкспрессия 5-HT1A рецеп-
тора в гиппокампе мышей линии BTBR привела к зна-
чительному снижению выраженности стереотипного 
поведения в тесте закапывания шариков и к увеличе-
нию времени пребывания в центре в тесте «открытое 
поле». В то же время сверэкспрессия 5-HT1A рецептора 
не повлияла на социальное поведение в трехкамерном 
тесте, время неподвижности в тесте «подвешивание 
за хвост», двигательную активность в тесте «открытое 
поле» и ассоциативное обучение в парадигме «опе-
рантная стенка». Усиление экспрессии 5-HT1A рецеп-
тора в гиппокампе сопровождалось значительным 
повышением уровня мРНК и белка 5-HT7 рецептора 
в гиппокампе. Также сверхэкспрессия 5-HT1A рецепто-
ра привела к значительному снижению уровня мРНК 
и белка TrkB рецептора, но не оказала влияние на экс-
прессию рецептора p75NTR у мышей BTBR и самого 
нейротрофического фактора мозга.

Таким образом, полученные результаты позволяют 
предположить участие взаимодействия 5-HT и BDNF 
систем, опосредуемого через рецепторы 5-HT1A 
и TrkB, в механизмах аутистически-подобного пове-
дения у мышей BTBR. Содержание животных было 
поддержано фундаментальным исследовательским 
проектом #FWNR-2022-0023. Исследование было 
поддержано Российским научным фондом, грант 
№ 22-15-00028.
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Создание продуктов для реконструкции поврежден-
ных тканей является актуальной задачей биомедицин-
ских исследований. В лаборатории тканевой инженерии 
Военно-медицинской академии изготовлен неиммуно-
генный биотехнологический продукт, состоящий из бес-
клеточного Вартонова студня пуповины человека, обла-
дающего регенеративными свойствами.

Цель исследования — оценить влияние биотехнологи-
ческого продукта из пуповины на метаболическую актив-
ность фибробластов дермы человека in vitro и заживле-
ние ран in vivo.

Метод детергентной децеллюляризации Вартонова 
студня в нашей модификации позволил получить 
тканеинженерный продукт, сохраняющий регене-
ративные свойства исходного биоматериала [1]. 
Цитотоксичность продукта тканеинженерного про-
дукта исследовали с помощью колориметрического 
теста метаболической активности дермальных фибро-
бластов человека. Влияние препарата на заживление 
полнослойных кожных ран изучали на белых мышах. 
Животным контрольной группы тканеинженерный про-
дукт в рану не вводили.

Биотехнологический продукт не проявляет цито-
токсических свойств. Формирование грануляционной 
ткани на дне дефекта протекает более динамично при 
наличии в ране бесклеточного продукта. Он послужил 
адгезивной подложкой для клеток с фибробластопо-
добной морфологией. При этом массивной лейкоци-
тарной инфильтрации и отека в перифокальных обла-
стях не выявлено.

Нецитотоксический бесклеточный матрикс пуповины 
человека может быть идеальным субстратом для адге-
зии и колонизации пациент-специфическими клетками 
при использовании в качестве раневого покрытия при 
глубоких повреждениях кожи и мягких тканей [2].
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Болезнь Паркинсона (БП), приводящая к дегенерации 
дофаминэргических нейронов (ДН), значительно снижа-
ет уровень жизни пациентов и при прогрессировании 
приводит к их смерти. В качестве одной из составляющих 
патогенеза БП рассматривают митохондриальную дис-
функцию в ДН. Для исследования патогенеза БП на кле-
точном и субклеточном уровнях в настоящее время ис-
пользуют модели на основе ДН, которые получают путем 
дифференцировки индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток (ИПСК) пациентов с наследственными 
формами БП. В качестве контроля при этом используют 
изогенные линии ИПСК, в которых патогенная мутация 
исправлена. Это позволяет избежать влияния на ре-
зультаты исследования индивидуального генетического 
фона пациента.

Аутосомно-доминантная мутация G2019S в гене 
PARK8, кодирующем киназу LRRK2, является наиболее 
частой причиной наследственных форм БП. В норме 
LRRK2 участвует в поддержании цитоскелета, обмене 
митохондрий, ауто- и митофагии [1; 2; 3]. В нашей лабора-
тории из ИПСК пациента с мутацией G2019S при помо-
щи технологии CRISPR/Cas9 были получены изогенные 
линии ИПСК с различными аллельными состояниями 
гена PARK8. Для моделирования БП изогенные линии 
ИПСК и линии ИПСК от здоровых доноров дифферен-
цировали в функционально активные постмитотические 
ДН с чистотой популяции 90–99%. Изменения морфо-
логии нейритов, количества и локализации аутофагосом 
и митохондрий в ДН в зависимости от аллельного состо-
яния PARK8 согласуются с данными литературы [4], что 
свидетельствует о возможности применения этой систе-
мы для моделирования БП. В данной работе с использо-
ванием созданной модели БП мы изучали функциональ-
ное состояние митохондрий и митофагию в ДН.

Нами показано, что мембранный разобщитель СССР 
достоверно усиливает митофагию в ДН пациента, если 
в нейронах присутствует хотя бы одна нормальная ко-
пия гена PARK8, но не в ДН, полученных из ИПСК здо-
ровых доноров, что говорит о большей чувствительно-
сти ДН пациента к стрессовым воздействиям. Индуктор 
аутофагии трегалозу рассматривают в качестве воз-
можного средства вспомогательной терапии при ней-
родегенеративных заболеваниях [5]. Нами проде-
монстрирована способность трегалозы активировать 
митофагию в ДН и повышать митохондриальный мем-
бранный потенциал во всех линиях нейронов, кроме 
линии, гомозиготной по мутации G2019S. Требуются 
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дальнейшие исследования для изучения влияния трега-
лозы на функциональную активность ДН. Мы благода-
рим Центр высокоточного редактирования и генетиче-
ских технологий для биомедицины ФНКЦ ФХМ ФМБА 
за предоставление ресурсов для этого проекта.
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В последние годы существенный прогресс был до-
стигнут в выявлении специфических механизмов ре-
гуляции жизнедеятельности меземхимных стволовых 
клеток, однако участие в функционировании МСК сиг-
нальных систем, традиционно считающихся типичными 
для нестволовых клеток организма, практически не из-
учены. К таким системам относится тирозинкиназный 
рецептор эпидермального фактора роста (EGFR) и его 
лиганды. Интересно, что трансформированный статус 
линий, полученных из карцином, связывают с оверэк-
спрессией EGFR, тогда как по нашим данным уровень 
EGFR в стромальных клетках эндометрия человека 
(энМСК), также как и в МСК другого тканевого проис-
хождения, сравним с таковым в клетках линий HeLa 
и А549, при сохранении «нормальности» энМСК. 
Очевидно, сравнительный анализ функционирования 
EGFR-зависимой системы в МСК и опухолевых клетках 
представляется весьма актуальным.

Сигнальная функция EGFR определяется активацией 
тирозинкиназы рецептора при формировании комплек-
сов с его лигандами. К настоящему времени известно 
7 лигандов, различающихся по аффинности к рецепто-
ру и сигнальным ответам, что позволяет осуществлять 
тонкую настройку системы в зависимости от контекста. 
Считается, что связывание лиганда с рецептором на плаз-
матической мембране приводит к активации сигнальных 
каскадов и интернализации лиганд-рецептора в эндосо-
мы. Мы обнаружили существенные отличия в организа-
ции эндоцитозного аппарата, динамики эндоцитоза и про-
дукции перекиси водорода в энМСК по сравнению с HeLa 
под действием высокоаффинных лигандов EGF и TGF-α. 
Существенно, что в энМСК, в отличие от HeLa, уровень ре-
цептора после его деградации в лизосомах не восстанав-
ливается после удаления лигандов из среды. Показано, 
что EGF и TGF-α стимулируют пролиферацию энМСК, 
но не HeLa, в то время как низкоафинный лиганд AREG 

не интернализуется в клетках обоих типов, оказывая ми-
тогенный эффект только на HeLa. Анализ влияния ли-
гандов EGFR на децидуальную дифференцировку энМСК 
показал, что EGF и TGF-α, но не AREG, подавляют этот 
процесс EGFR-зависимым образом. Мы предполагаем, 
что сигнальная система рецептора EGF и его лигандов 
может быть вовлечена в координацию фаз цикла, в част-
ности, за счет контроля уровня и рецептора, и его лиган-
дов как с помощью эндоцитоза, так и синтеза этих белков. 
Обсуждаются возможные механизмы «диалога» лигандов 
к рецептору и причины различий в ответах энМСК и транс-
формированных клеток. Работа частично финансирова-
лась за счет средств гранта РФФИ № 20-04-00927.
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В последнее время появляется все больше данных 
об особых функциональных популяциях жировой тка-
ни, которые обнаруживаются как среди предшествен-
ников адипоцитов — в мезенхимных стволовых клетках 
(МСК) [1], так и среди зрелых клеток жировой ткани, в ко-
торой существует минимум 3 различных функциональ-
ных популяции клеток [2]. В ходе наших работ было пока-
зано наличие в первичной культуре МСК жировой ткани 
малой субпопуляции клеток, несущих на поверхности ин-
сулиновый рецептор, и их возможное регуляторное вли-
яние на адипогенную дифференцировку культуры. Для 
изучения данного явления была выбрана модель наруше-
ния функции — первичная культура МСК жировой ткани 
доноров с подтверждённой инсулинорезистентностью.

Первичные культуры подвергали иммунохимическо-
му окрашиванию антителами к внеклеточному домену 
инсулинового рецептора и выделяли малую субпопуля-
цию методом проточной цитометрии. Далее проводили 
адипогенную дифференцировку в присутствии инсулина 
в условиях неконтактного сокультивирования малой суб-
популяции с обеднённой данными клетками. Оценка диф-
ференцировки проводилась при помощи определения 
транскриптов PPARγ и AdipoQ (RealTime PCR) и флуорес-
центной микроскопии с окрашиванием NileRed и DAPI.

При выделении малой субпопуляции обнаружилось, 
что содержание данных клеток у здоровых и инсулинре-
зистентных доноров различается (5–12% и 0–3,5% со-
ответственно). Малая субпопуляция не отвечает на ади-
погенную дифференцировку, в то время как обеднённая 
популяция дифференцируется менее интенсивно, чем 
интактная. При неконтактном сокультивировании обна-
руживается усиление дифференцировки обеднённой 
субпопуляции, полученной из здоровой ткани. Усиление 
дифференцировки происходит как в случае сокульти-
вирования с малой субпопуляцией того же происхожде-
ния, так и с выделенной из инсулинорезистентной ткани. 
Одновременно с этим, инсулинрезистентная обеднённая 
субпопуляция не показывает усиления дифференцировки 
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при сокультивировании с малой субпопуляцией любого 
происхождения.

Результаты работы подтверждают гипотезу, что чув-
ствительная к инсулину субпопуляция МСК регулирует 
дифференцировку в адипогенном направлении всей по-
пуляции. Однако, можно предположить, что механизм ин-
сулинорезистентности в данном случае связан не с дис-
функцией малой субпопуляции, а с нечувствительностью 
других МСК ткани к паракринным факторам, которые 
продуцирует данная субпопуляция.

Работа выполнена при поддержке фонда РФФИ 
(грант № 20-015-00508, Клеточные механизмы регуля-
ции гормональной чувствительности и дифференциров-
ки стволовых клеток, роль регуляторных субпопуляций).
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При создании гелеобразных материалов для регене-
ративной медицины большой интерес представляет по-
лисахарид карбоксиметилцеллюлоза (КМЦ). Он удобен 
при создании шприцевых композитных паст-филеров 
для малоинвазивного заполнения костных дефектов. 
К этим материалам предъявляют особые требования: 
они должны содержать разнообразные физиологически 
активные соединения, каждый компонент должен обла-
дать собственной независимой кинетикой выделения. 
Недостатком, затрудняющим применение КМЦ, в каче-
стве носителя физиологически активных компонентов, 
является отсутствие в структуре макромолекулы сайтов, 
удобных для химического связывания лекарственных 
веществ. Эффективным способом их создания является 
периодатное окисление по реакции Малапрада [1].

В работе методом ГПХ изучено влияния рН среды 
на мольное содержание окисленных звеньев и молекуляр-
но-массовые характеристики продуктов исчерпывающего 
окисления КМЦ перйодной кислотой. В результате было 
установлено, что фракции однородны и имеют близкий 
состав по удельному содержанию хромофорных карбо-
нильных групп в цепи. Все пробы содержат две поляр-
ные низкомолекулярные примеси. Трехмодальная гель-
хроматограмма ДАКМЦ результат появления в полимере 
фракций с разным удельным содержанием карбоксиль-
ных групп в условиях неполного подавления комплексо-
образования. Так как в реакциях окисления могут прини-
мать участие только звенья, не содержащие заместители 
в положениях 2 и 3, то предельное содержание диальде-
гидных фрагментов в цепи может составлять не более 
60 звеньев на каждые 100 ангидроглюкозных единиц. 

Экспериментально определенное значение их содержа-
ния во фракции с молекулярной массой 8 кДа составляет 
72 звена. Это связано с тем, что в результате окисления 
и последующего гидролиза происходит обогащение низко-
молекулярных фракций полимера фрагментами, не содер-
жащими карбоксиметильных групп и способными к взаи-
модействию с окислителем. Неоднородность химической 
структуры исходной КМЦ играет определяющую роль в ре-
зультатах исчерпывающего окисления полимера с после-
дующим гидролизом. Независимо от рН среды образуются 
практически идентичный набор продуктов.
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Внеклеточные везикулы (ВВ) являются медиаторами 
межклеточной коммуникации. Они играют важную роль 
во многих физиологических и патологических процессах. 
Цель исследования — оценить терапевтический потен-
циал ВВ, выделенных из мезенхимных стволовых клеток 
жировой ткани (МСК-ВВ), с целью регенерации травми-
рованного спинного мозга крыс (ТСМ).

У самок крыс линии Wistar моделировали дозирован-
ную контузионную ТСМ. Первой контрольной группой яв-
лялись крысы с ТСМ, второй контрольной группой были 
крысы с ТСМ и аппликацией на область травмы фибрино-
вого матрикса (ФМ; ТСМ ФМ). Первой и второй опытным 
группам апплицировали 5 и 10 мкг МСК-ВВ, инкапсули-
рованных в ФМ, соответственно (ТСМ ФМ+ВВ5, ТСМ 
ФМ+ВВ10). Третьей и четвертой опытной группе через 
30 мин после ТСМ вводили внутривенно (в/в) 10 мкг 
и 50 мкг МСК-ВВ в 500 мкл 0,9%NaCl соответственно 
(ТСМ ВВ10, ТСМ ВВ50). Двигательную активность оце-
нивали до ТСМ, после ТСМ на 7 сутки и далее каждые 
3 дня с помощью поведенческой шкалы BBB. В резуль-
тате эксперимента оценивали площадь сохранной ткани 
и патологических полостей. Был проведен количествен-
ный анализ клеток предшественников олигодендроци-
тов (Olig2+/NG2+) и зрелых олигодендроцитов (Olig2+/
NG2-) в белом (VF и LF) и сером (VH) веществе спинного 
мозга. ПЦР-РВ был проведен на образцах спинного моз-
га на расстоянии 5 мм в каудальном направлении.

Было определено, что с 32 по 60 сутки эксперимента 
в группах ТСМ ВВ10 и ТСМ ВВ50 наблюдались стабиль-
но более высокие (P <0,05) показатели двигательной ак-
тивности при сравнении с группой ТСМ. Также в период 
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с 30 по 50 сутки периодически регистрировались до-
стоверные различия по данному показателю в группах 
ТСМ ФМ+ВВ5 и ТСМ ФМ+ВВ10 при сравнении с первой 
контрольной группой. В результате морфометрического 
анализа продемонстрировано, что процент сохранной 
ткани в группах ТСМ ФМ+ВВ10 и ТСМ ВВ10 был зна-
чительно выше (P <0,05) при сравнении с аналогичным 
показателем в группах контрольных крыс — ТСМ и ТСМ 
ФМ. Оба варианта трансплантации ВВ способствовали 
поддержанию популяции Olig2+/NG2+ и Olig2+/NG2– кле-
ток и в опытных группах были обнаружены достоверные 
различия при сравнении с ТСМ ФМ в зонах VF и LF. В ре-
зультате ПЦР-РВ было определено, что в\в МСК-ВВ зна-
чительно увеличивали экспрессию мРНК гена Mbp. 
Высокая дозировка ВВ при в\в приводит к увеличению 
экспрессии мРНК генов Gap43, S100a10. Минимальная 
дозировка ВВ при в/в приводит к увеличению экспрес-
сии мРНК генов Psd95 и NeuN.

Результаты данного исследования продемонстриро-
вали, что в/в МСК-ВВ приводит к более эффективно-
му восстановлению двигательной функции после ТСМ 
у крыс по сравнению с контролем. В/в МСК-ВВ приво-
дит к повышенному росту Olig2+ клеток в сером и белом 
веществе спинного мозга, что косвенно свидетельствует 
о стимуляции миелинизации в нем.
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Runx2 является ключевым регулятором и маркером 
остеогенной дифференцировки. Он влияет на экспрес-
сию других проостеогенных генов и является звеном 
многих сигнальных каскадов, таких как Wnt, Notch, Sox9, 
Msx2, и сигнальный путь Hedgehog [1]. Регуляторная 
активность Runx2 по-разному изменяется в отношении 
разных генов-мишеней в зависимости от стадии диф-
ференцировки, а на стадии минерализации его уровень 
снижается [2]. Runx2 является важнейшим регулятором 
дифференцировки остеобластов [3]. Остеобласты — это 
клетки взрослой кости, которые синтезируют большое 
количество различных белков, в том числе Runx2, и об-
ладают способностью к внеклеточной минерализации. 
Однако роль Runx2 на поздних стадиях остеогенной диф-
ференцировки остается слабо изученной.

Чтобы выяснить, какую роль играет Runx2 в дифферен-
цировке остеобластов, были созданы лентивирусные кон-
струкции, несущие 3 различные изоформы гена RUNX2: 
ген, кодирующий полноразмерный белок дикого типа, ко-
дирующий укороченный вариант белка дикого типа и му-
тантный вариант гена RUNX2, содержащий стоп-кодон, 

а также лентивирусная конструкция, несущая шпилечную 
РНК к RUNX2, приводящую к подавлению синтеза белка 
Runx2 при внесении в клетки. Методом лентивирусной 
трансдукции мы активировали либо подавляли продукцию 
Runx2 в первичных клетках остеобластов человека.

Биологический эффект лентивирусных конструк-
ций был подтвержден несколькими методами: методом 
ПЦР в реальном времени было показано, что внесение 
лентивирусных конструкций приводило к повышению 
транскрипции RUNX2 для всех трех изоформ в различ-
ных типах клеток. Методом иммуноблоттинга было пока-
зано, что при использовании созданных лентивирусных 
конструкций в клетках синтезируется повышенное коли-
чество соответствующих изоформ белка Runx2. С помо-
щью исследования активности промотора RUNX2 мето-
дом измерения активности люциферазы было показано, 
что промотор RUNX2 активируется в ответ на внесение 
конструкций. При внесении шпильки на RUNX2 актив-
ность его промотора снижалась.

Влияние повышенной экспрессии RUNX2 на фе-
нотип остеобластов было исследовано методами ПЦР 
в реальном времени и иммуноцитохимии. Согласно полу-
ченным результатам, RUNX2 стимулирует экспрессию 
остеокальцина, классической мишени RUNX2 и пода-
вляет экспрессии остеомаркера BMP2 в остеобластах, 
а внесение шпильки на RUNX2 нивелирует этот эффект.

Таким образом, было показано, что активация 
Runx2 в остеобластах влияет на их синтетические спо-
собности. Исследование проведено при поддержке гран-
та РНФ 18-14-00152
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Лечение длительно незаживающих ран это одна 
из сложнейших проблем. Boyman O. et al. предположи-
ли, что резидентные Т-клетки кожи играют главную роль 
в кожном иммунном гомеостазе и патологии [1].

Цель работы: изучить роль эпидермальных αβ+ и γδ+ 
T-клеток человека в заживлении острых и хроническими 
ран.

Материалы и методы. Образцы ткани и крови пациен-
тов были доставлены из ГБУЗ ТО «ОКБ № 1», с острой 
травмой (n=10), с хронической (n=9). Суспензию кле-
ток кожи получали по методике [2]. Исследование 
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фенотипического состава Т-лимфоцитов проводили ме-
тодом проточной цитометрии с использованием моно-
клональных антител CD3, CD28, αβТСR и γδТСR на прибо-
ре Cytomics FC500 (Beckman Coulter, США). В качестве 
негативного контроля использовались IgG. Анализ об-
разца составил 50000–75000 клеток.

Результаты. Исследована популяция αβ+ и γδ+ T-клеток 
в здоровом человеческом эпидермисе и дерме [3]. 
Обнаружено 2,7%±0,76 и 0,26 ± 0,09 соответственно γδ+ 
T-клеток в коже по сравнению с кровью. Субпопуляция αβ+ 
T-клеток составила (10,29%±3,4 и 65,7%±11,3 соответ-
ственно). Эпидермальные CD3+CD28+αβ+(79,2%±7,9 и 
5,4%±1,77) и CD3+CD28+γδ+(71,3%±10,5 и 4,6%±1,21
) клетки экспрессируют высокие уровни CLA по сравне-
нию с клетками крови. Процесс заживления нарушается 
при хронических ранах, в связи со сниженным количе-
ством резидентных Т-клеток в коже или функционально 
дефектных. Не было обнаружено существенных различий 
в соотношении αβ+ к γδ+ T-клеткам при хронических ранах 
по сравнению с острыми. Однако, анализ абсолютных зна-
чений обнаружил, что 2890 ± 254 αβ и 283 ± 31 γδ Т кле-
ток/см2 в нормальном эпидермисе и 10 860 ± 512αβ 
и 300 ± 57 γδ T клеток/см 2 при острых и хронических ра-
нах соответственно. В месте ран обнаружены в основном 
αβ Т-клетки (p <0,001), тогда как Т-клетки γδ, являются по-
пуляцией кожи.

Таким образом обнаруженная дисфункция Т-клеток 
может быть вызвана повышенной экспрессией ингиби-
рующих рецепторов, таких как апоптоз, которая усилива-
ется в ответ на тяжелые повреждения. Идентификация 
эквивалента Т-клеток кожи человека позволит получить 
представление о механизме эффективного восстанов-
ления острых ран и выявит новые мишени для терапев-
тического вмешательства при лечении хронических 
ран. С клинической точки зрения, повреждение Т-клеток 
на ранней стадии процесса заживления раны может быть 
прогностическим фактором для формирования хрониче-
ской раны.
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Нарушение нормального функционирования кле-
ток жировой ткани лежит в основе патогенеза различ-
ных заболеваний, в том числе ожирения, диабета и т. д. 
Учитывая широкий спектр биологически активных мо-
лекул, продуцируемых этой тканью, можно предполагать 

ключевую роль сдвига паракринных взаимодействий 
в развитии патологии. Цель настоящей работы — оценить 
in vitro взаимное влияние клеток жировой ткани, находя-
щихся на разных этапах адипогенной дифференцировки.

В работе использовали клетки жировой ткани разной 
локализации, полученные от человека, крысы, кроли-
ка. Мезенхимные стромальные клетки (МСК) и зрелые 
адипоциты выделяли в соответствии со стандартными 
протоколами. Адипогеную дифференцировку МСК ин-
дуцировали добавлением смеси инсулина, дексамета-
зона и изобутилметилксантана с последующей заменой 
на питательную среду, содержащую инсулин. От моно-
культуры к совместным культурам переходили через 0, 
2, 5, 7 дней от начала индукции, моделируя разные ста-
дии адипогенеза. Сокультивирование вели с использова-
нием двухуровневой системы, где легко адгезирующие 
клетки локализованы на дне сосуда, а зрелые адипоци-
ты — на «потолке» [1]. В ходе эксперимента оценивали 
долю жизнеспособных и липид-содержащих клеток, фик-
сировали время появления первых липидных капель, ха-
рактер их распределения в цитоплазме, относительное 
количество липидов в культуре. Общее время наблю-
дения — 14 дней. Контролем служили индуцированные 
и неиндуцированные монокультуры МСК.

В целом адипоциты в совместной культуре оказыва-
ют стимулирующее действие на дифференцировку МСК, 
сокращая время появления первых липидных капель, 
увеличивая долю запасающих клеток и количество три-
глицеридов в них. Эффект присутствия зрелых клеток 
тем значительнее, чем на более ранней стадии находят-
ся дифференцирующиеся клетки. Обратного влияния 
МСК и преадипоцитов на зрелые адипоциты отмечено 
не было. Полученные результаты подтверждают важную 
роль паракринной регуляции внутри жировой ткани.
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Остеоартрит (ОА) — наиболее частая форма артри-
та, характеризующаяся болями и тугоподвижностью 
суставов, приводящими к ухудшению качества жизни. 
Современные варианты лечения ОА нацелены на купиро-
вание болевого синдрома и повышение вязкости суста-
вов с помощью внутрисуставного введения препаратов 
гиалуроновой кислоты (ГлК) [1]. Однако длительное при-
менение некоторых из этих препаратов может вызывать 
серьезные побочные эффекты. Одно из новых направ-
лений в лечении ОА связано с использованием клеточ-
ных технологий, в том числе стромально-васкулярной 
фракции (СВФ) жировой ткани. Клетки СВФ оказывают 
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противовоспалительный и иммуномодулирующий эф-
фекты, а также способны дифференцироваться в клетки 
соединительной ткани.

Цель данного исследования: оценка безопасности 
и эффективности аутологичной СВФ у пациентов с го-
нартрозом, в том числе в комбинации с препаратом гиа-
луроновой кислоты.

Материалы и методы. В исследование были рекрути-
рованы 32 пациента с ОА коленных суставов (гонартроз) 
(Rg стадия 2–3 по Kellgren-Lawrence) (NCT 02967874, 
clinicaltrials.gov). СВФ выделяли из жировой ткани паци-
ентов. Пациентам выполняли внутрисуставную инъек-
цию: препарата гиалуроновой кислоты Ферматрон Плюс 
1,5% 2,0 мл (ГлК) (группа 1, 10 пациентов), аутологичных 
клеток СВФ (группа 2, 16 пациентов), СВФ + ГлК (группа 
3, 6 пациентов). Оценивали выраженность болевого син-
дрома по ВАШ и функциональный статус пораженных 
суставов по шкале KOOS.

Результаты. Пациенты исследуемых групп были сопо-
ставимы по давности и тяжести основного заболевания, 
характеру сопутствующей патологии, выраженности бо-
левого синдрома, а также нарушению функций коленных 
суставов. Внутрисуставное введение клеток СВФ было 
хорошо переносимым и не вызывало развития каких-
либо серьезных нежелательных явлений. У пациентов 
группы 1 введение ГлК приводило к снижению выражен-
ности болевого синдрома и основных симптомов забо-
левания на протяжении 6 мес после введения ГлК, с по-
степенным ухудшением состояния до исходного уровня 
через 12 мес. У пациентов группы 2 улучшение функции 
суставов по ВАШ и KOOS выявлялось как на ранних сро-
ках (1 мес), так и в отдаленном периоде (12 мес) после 
терапии. В то же время положительный клинический эф-
фект комбинированного введения СВФ и ГлК у пациен-
тов группы 3 был сопоставим с эффектом СВФ.

Таким образом, внутрисуставное введение аутоло-
гичных клеток СВФ у пациентов с выраженными про-
явлениями ОА приводит к значимо более выраженному 
и длительному клиническому улучшению основных сим-
птомов заболевания по сравнению с ГлК. Полученные 
предварительные данные свидетельствуют также об от-
сутствии значимого влияния Глк на терапевтические эф-
фекты СВФ.
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Стволовые клетки (СК) из разных тканей зуба, не-
смотря на общее происхождение от клеток нервного 
гребня, гетерогенны по своим свойствам. Они выполня-
ют разные функции и, как следствие, обладают разны-
ми функциональными возможностями. Предполагается, 
что эти различия обусловлены влиянием на клетки 
их микроокружения — ниши.

Цель работы: оценка различий между СК пульпы (СКП) 
и СК периодонта (СКПд) по их морфофункциональным 
характеристикам, экспрессии маркеров плюрипотент-
ности, остеогенной/одонтобластной дифференцировки 
и протеомному профилю в ходе данной диффренцировки.

Объектом исследования выступили пары культур 
клеток пульпы и периодонта, полученные от каждого 
из исследуемых доноров (всего 12 пар). Оказалось, 
что популяции СКП и СКПд обладают сходным набо-
ром поверхностных маркёров мезенхимных стволовых 
клеток, но отличаются по уровню экспрессии мРНК не-
стина (маркёра нейроэктодермального происхождения), 
по уровню экспрессии эмбриональных маркеров, мор-
фологии, скорости пролиферации и транскрипции ге-
нов остео-/одонтобластной дифференцировки. мРНК 
OCT4 была обнаружена в СКП и СКПд, в то время как 
белок OCT4 присутствовал только в ядрах СКП. Однако 
транскрипция мРНК OCT4 в СК зубов была в 1000–
10 000 раз ниже, чем в бластоцистах человека. СКП 
пролиферировали медленнее и обладали формой, 
близкой к полигональной, но они активнее реагировали 
на остеогенные стимулы по сравнению со СКПд. мРНК 
RUNX2 была обнаружена с помощью кПЦР в обоих типах 
стволовых клеток, но в ходе протеомного анализа белок 
RUNX2 оказался только в СКПд. Гены-маркёры одонто-
бластного типа остеогенной дифференцировки DSPP 
и DMP1 транскрибировались в СКП, но не в СКПд.

Таким образом, мы показали различия стволовых 
клеток пульпы зуба и периодонта в экспрессии некото-
рых нейроэпителиальных и эмбриональных маркёров, 
морфологии клеток, пролиферативной активности, а так-
же описали особенности остеогенной дифференцировки 
и отличия протеомных профилей во время неё. Поскольку 
СКП обладают гораздо более выраженным остеогенным 
потенциалом, они могут использоваться для ускорения 
восстановительных процессов в костной ткани и пери-
одонте, а быстро пролиферирующие СКПд могут стать 
основой клеточных продуктов для других целей. Работа 
поддержана Министерством науки и высшего образова-
ния РФ (Соглашение № 075-15-2021-1063 от 28.09. 
2021).
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Альгинатные гидрогели применяются в тканевой 
инженерии и регенеративной медицине благодаря 
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биосовместимости, способности имитировать механи-
ческие и структурные свойства тканей, возможности 
обеспечивать диффузию кислорода и питательных ве-
ществ [1]. Токопроводящие биосовместимые гидро-
гели представляют существенный интерес при разра-
ботке биосовместимых имплантируемых электронных 
устройств [2]. Обладающие электропроводностью угле-
родные нанотрубки, являются биосовместимым матери-
алом, имеющим потенциал для применения в тканевой 
инженерии [3].

Цель работы — оценка возможности получения альги-
натного гидрогеля, содержащего углеродные нанотрубки.

В ходе работы в водный раствор альгината натрия 
перед полимеризацией вносились углеродные нанотруб-
ки и субстанция тщательно перемешивалась, после чего 
из нее формировались пленки толщиной 2 мм и подвер-
гались полимеризации хлоридом кальция. Полимерные 
гидрогелевые пленки, содержащие углеродные нано-
трубки, демонстрировали меньшее электрическое со-
противление в сравнение с альгинатным гидрогелем без 
нанотрубок. Кроме того, нанотрубки не препятствовали 
полимеризации и не снижали стабильность гидрогеля.

Таким образом, полученные в рамках данной рабо-
ты гидрогели на основе альгината, модифицированные 
углеродными нанотрубками, имеют потенциал для соз-
дания на их основе токопроводящих скаффолдов, ткане-
инженерных конструкций и элементов систем орган-на-
чипе для широкого спектра задач, в том числе, в сфере 
офтальмологии.
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Поиск эффективных лекарственных препаратов для 
лечения нейродегенеративных заболеваний, является 
актуальной задачей современной биологии и медици-
ны. Для разработки эффективной терапии необходимо 
наиболее полное понимание молекулярно-клеточных 
основ патогенеза этих заболевания с учетом особенно-
стей течения заболевания у конкретного пациента. Ввиду 
того, что получить нейроны из мозга конкретного боль-
ного для подобных исследований не представляется воз-
можным, актуальным инструментом стало применение 
методов перепрограммирования клеток. В настоящем 

исследовании применялась методика трансдифферен-
цировки для изучения патогенеза болезни Хантингтона 
(БХ). Мы усовершенствовали протокол на основе 
микроРНК и транскрипциоцциных факторов MYT1L 
и NeuroD2[1] для получения популяции индуцированных 
возбуждающих нейронов (иВН) из дермальных фибро-
бластов человека с эффективностью трансдифферен-
цировки более 80 процентов для изучения когнитивных 
нарушений при болезни Хантингтона. В конце процедуры 
перепрограммирования иВН положительно окрашива-
ются на канонические нейронные маркеры и реагируют 
на стимуляцию хлоридом калия и глутаматом. Кроме 
того, иМСН и иВН способны образовывать дендритные 
шипики, что позволяет изучать дефекты синаптической 
передачи при развитии патологии БХ. Кроме того, в полу-
ченных нейронах от пациентов с БХ могут быть детекти-
рованы агрегаты мутантного белка хантингтина, что явля-
ется отличительным признаком данной нейропатологии.

Усовершенствованный протокол может быть поле-
зен как для изучения молекулярных и клеточных основ 
патогенеза БХ а так и для разработки персонализи-
рованного подхода к терапии данной нейропатологии. 
Исследование поддержано грантом Российского научно-
го фонда № 22-75-00106
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В настоящее время в травматологии продолжает 
оставаться актуальной проблема регенерации костной 
ткани при осложненных переломах конечностей, а также 
репарации костных дефектов в челюстно-лицевой хирур-
гии как результата нарушения остеогенетических про-
цессов. В настоящем исследовании была предпринята 
попытка разработки новых биотехнологий, в основе ко-
торых лежит дополнительная активация «собственных» 
клеточных источников регенерации. В этом аспекте но-
вая группа эндогенных биорегуляторов, обнаруженных 
в межклеточном пространстве тканей животных, пред-
ставляется исключительно перспективной. Во многих 
экспериментах in vitro и in vivo было показано, что они 
стимулируют восстановление и регенерацию в патоло-
гически измененных тканях из-за способности допол-
нительно активировать клеточные источники регенера-
ции. В данном исследовании был изучен биорегулятор, 



124 МАТЕРИАЛЫ V НАЦИОНАЛЬНОГО КОНГРЕССА ПО РЕГЕНЕРАТИВНОЙ МЕДИЦИНЕ

Гены & Клетки XVII, № 3, 2022

выделенный из сыворотки крови быка, основой кото-
рого является белково-пептидный комплекс (БПК-С), 
состоящий из изоформы сывороточного альбумина 
под номером gi│1351907 в базе данных Uniptrot, био-
логически активных пептидов с мол. массами 1000–
6000 Да и ионов Са+2. БПК-С в виде водного раствора 
вводили в 3D-носители, которые представляли собой 
криогенно-структурированные губки, приготовленные 
на основе альбумина сыворотки крови быка. Было про-
ведено несколько экспериментальных серий in vivo 
на крысах Wistar или кроликах породы шиншилла, обо-
его пола, содержавшихся в виварии Института биологии 
гена РАН. Животным наносили обширные эксперимен-
тальные травмы в области конечностейили нижней че-
люсти. В область повреждения вносили 3D-криогели, 
напитанные раствором БПК-С, биологическое действие 
которых оценивали, проводя гистологическое исследо-
вание области травмы на разных этапах репарации кост-
ного дефекта. Полученные результаты свидетельствуют 
о выраженном регенеративном действии разработан-
ных 3D-криогелей, содержащих БПК-С. При их приме-
нении, во-первых, было отмечено существенное опере-
жение развития восстановительных остеогенетических 
процессов по сравнению с контрольными группами 
животных, которым 3D-криогели с БПК-С не импланти-
ровали. Во-вторых, важным является качественное от-
личие регенерирующей костной ткани при воздействии 
3D-криогели с БПК-С — в этом случае происходило вос-
становление костной ткани без формирования костной 
мозоли или ткани, отличной от нативной, восстанавли-
вался костный мозг. Следует отметить, что 3D-криогели, 
не содержащие БПК-С, проявляют свойства остео-
кондукторов, способствуя миграции клеток в область 
травмы. Однако у животных этих экспериментальных 
групп не наблюдали эпиморфной регенерации в обла-
сти дефекта. Важно, что при применении 3D-криогелей 
с БПК-С формирование новой костной ткани сопрово-
ждалось их полной деградацией без развития каких-ли-
бо негативных процессов, а БПК-С поддерживал статус 
дифференцировки и пролиферации клеток, не обладал 
токсическим, мутагенным, тератогенным и др. негатив-
ными действиями на организм.
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Материалы и методы. Сосудистые протезы 
Ø 4 мм были изготовлены методом электроспиннин-
га из полимерной композиции 5% полигидросибу-
тирата/валериата (PHBV) и 10% поликапролактона 
(PCL) и комплекса проангиогенных факторов (GFmix): 
сосудистого эндотелиального фактора роста (VEGF), 
основного фактора роста фибробластов (bFGF) и хе-
моаттрактантной молекулы (SDF-1α). Дополнительно 

проведена поверхностная модификация протезов гепа-
рином (Hep) и илопростом (Ilo) по оригинальной методи-
ке [1]. Преклинические испытания протезов выполнены 
на модели овцы. Опытную группа — протезы PHBV/
PCL/GFmixHep/Ilo (n=8), срок имплантации — 12 месяцев. 
Группа сравнения — протезы Gore-Tex Ø 4 мм (Gore-
Tex, США) (n=5), срок имплантации — 6 месяцев. 
Контрольная группа — животные с аутоартериальной 
имплантацией сроком на 12 месяцев (n=8).

Результаты. Проходимость сонных артерий овец 
спустя 12 месяцев после проведения аутоартериаль-
ной имплантации составила 87,5%. Итоговая прохо-
димость сосудистых протезов PHBV/PCL/GFmixHep/Ilo 
составила 50%, а синтетических протезов Gore-Tex — 
0%. Гистологическое исследование показало полную 
биорезорбцию каркаса PHBV/PCL/GFmixHep/Ilo с обра-
зованием аневризматически расширенного новооб-
разованного сосуда, схожего по строению с нативной 
сонной артерией овцы. Однако в отличие от нативного 
сосуда, в новообразованной ткани отсутствовали эла-
стические волокна. В стенках протезов PHBV/PCL/
GFmixHep/Ilo не обнаружен кальций, тогда как стенки 
Gore-Tex подверглись массивной кальцификации. При 
иммунофлуоресцентном исследовании в эксплантиро-
ванных протезах PHBV/PCL/GFmixHep/Ilo подтверждено 
формирование трехслойной сосудистой ткани, содер-
жащей эндотелиальный, гладкомышечный и адвен-
тициальный слои, наличие коллагенов I, III и IV типов. 
На основе протезов Gore-Tex новообразованная сосу-
дистая ткань отсутствовала.

Выводы. Биодеградируемые сосудистые протезы 
PHBV/PCL/GFmixHep/Ilo обладают высокой долгосрочной 
проходимостью (в сравнении с синтетическими протеза-
ми Gore-Tex). Отсутствие кальцифицикации в протезах 
PHBV/PCL/GFmixHep/Ilo подтверждает их высокую био-
совместимость. Однако факт аневризмообразования 
требует проведения дополнительного укрепления кар-
каса протеза. Работа выполнена при поддержке ком-
плексной программы фундаментальных научных иссле-
дований СО РАН в рамках фундаментальной темы НИИ 
КПССЗ № 0419-2022-0001.
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Работа посвящена получению и изучению ново-
го цементного материала на основе системы фосфат 
магния — фостфат кальция допированного катионом 
Ag с антибактериальным эффектом для примене-
ния в реконструктивно-восстановительной хирургии. 
Были исследованы структурно-фазовое состояние, 
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морфология, физико-химические свойства и меха-
нические, а также антибактериальная активность це-
ментного материала, представлены исследования 
in vitro и in vivo. Было показано, что введение 1 мас.% 
Ag приводит к повышению прочности и увеличению 
растворимости, такой материал является полностью 
биосовместимым и проявляет умеренные матриксные 
свойства. При этом, наблюдалась антибактериаль-
ная активность в отношении штаммов Staphylococcus 
aureus (S. aureus) и Escherichia coli (E. coli) с зоной по-
давления диаметром 8 мм Результаты исследований 
in vitro и in vivo показали, что новый разрабатываемый 
костный цемент можно использовать в качестве потен-
циального материала для замещения костных дефек-
тов для улучшения регенерации кости.

Костные цементы на основе фосфатов магния 
(МКФЦ) рассматриваются как альтернатива материалам 
на основе фосфатов кальция (КФЦ) в реконструктивной 
хирургии [1,2]. Инфекции, связанные с имплантатами, 
представляют собой серьезную проблему в костной 
хирургии. Инфекционные осложнения могут привести 
к развитию хронического остеомиелита, а в случае ге-
нерализации инфекции и развития синдрома системной 
воспалительной реакции или сепсиса — к летальному ис-
ходу. Костный цемент, допированный катионами, харак-
теризуется более длительным периодом антимикробного 
действия за счет вхождения в структуру и более медлен-
ного высвобождения катионов [3].

Теория. Одной из современных задач при разработке 
костных цементов нового поколения является обеспече-
ние и усиление пролонгированного антибактериального 
эффекта. Альтернативным подходом к получению таких 
материалов является допирование МКФЦ и КФЦ анти-
микробными ионами. Ожидается, что костные цементы, 
допированные Ag, содержащие ионы Mg и Ca, будут де-
монстрировать хорошую биосовместимость, способ-
ность к полной резорбции в организме, биологическую 
активность в отношении формирования костного ма-
трикса в процессе остеогенеза и обладать антибактери-
альным эффектом.

МКФЦ получали осаждением из водного раствора 
солей, катионы Ag вводили в количестве 0,5 и 1 мас.%. 
Прочность образцов цементов при сжатии измеряли 
на приборе Instron 558. Исследования растворения 
проводили путем замачивания образцов цемента в мо-
дельных жидкостях Kokubo SBF и фосфатно-солевом 
растворе Дульбекко (DPBS) в течение 28 дней в за-
крытой системе при температуре 37°С.°С. Изучение 
антибактериальной активности проводили в отношении 
штаммов S. aureus и E. Coli путем погружения в агар. 
Исследования биосовместимости и остеокондуктивных 
свойств проводили на модели подкожной имплантации 
мышам и резекции большеберцовой кости у крыс в сро-
ки 3, 6 и 12 недель. Биологические свойства костных 
цементов оценивали с помощью микрокомпьютерного 
томографа Skyscan 1275 (Bruker, Бельгия) и гистологи-
ческих срезов образцов.

Таким образом, были получены новые МКФЦ, до-
пированные катионами серебра, характеризующиеся 
цементирующей фазой — Струвит. Цементные материа-
лы обладают нейтральным уровнем рН, временем схва-
тывания 4–7 мин., плотной микроструктурой и высокой 
механической прочностью 43 МПа. При исследованиях 
растворения установлено, что допирование катиона-
ми приводит к снижению растворимости материалов. 
На поверхности образцов к 14-м суткам эксперимента 
образуется минеральная фаза природного происхож-
дения — Бобьерит. Цементные материалы проявляют 

антибактериальный эффект в отношении S. aureus и E. 
Coli. По макро- и микропризнакам цементные материалы 
полностью биосовместимы, к 6-й неделе наблюдается 
формирование новой костной ткани.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ и Правительства Москвы в рамках научного 
проекта № 21-33-70079.
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Для восстановления дефектов костных тканей в ре-
генеративной медицине широко применяются пористые 
каркасы-скаффолды, выступающие в роли скелета для 
клеток. Помимо требований нетоксичности, предъявля-
емых к биосовместимым биоразлагаемым скаффолдам, 
они должны обладать достаточной для диффузии пита-
тельных веществ и удаления продуктов жизнедеятельно-
сти, пористостью и сопоставимыми с нативной костной 
тканью механическими свойствами [1]. Известно, что 
оптимальная интеграция достигается при значениях диа-
метра пор в диапазоне от 200 до 1600 микрон [2]. При 
этом пористость нативной губчатой костной ткани из-
меняется в диапазоне от 50 до 90% [3]. Механические 
свойства нативной губчатой костной ткани при сжатии 
изменяются от 3,5 МПа до 1200 МПа и от 0,22 МПа 
до 10,44 МПа для модуля Юнга и предела текучести/
прочности, соответственно [4, 5]. Широкое распростра-
нение получили конструкции каркасов на основе гироид-
ной поверхности, изготавливаемые с применением тех-
нологии FDM-печати [2, 3, 5].

В данной работе проведено экспериментальное ис-
следование влияния геометрических параметров скаф-
фолдов на механические характеристики в испытаниях 
на одноосное сжатие. Трехмерные модели скаффолдов 
со значениями пористости в диапазоне 50–83%постро-
ены в программном комплексе Wolfram Mathematica 
с последующим экспортом в формате stl для подготовки 
к 3D-печати. В качестве материала образцов скаффол-
дов использовался коммерческий полилактид eSun PLA+ 
в виде прутка диаметром 1,75 мм. Температура экстру-
дера и печатного стола выбраны 210°С и 65°С, соответ-
ственно; высота слоя 0,25 мм, скорость печати 35 мм/с. 
Для 3D-печати использовался FDM 3D-принтер Raise3D 
PRO2. Механические испытания проводились на маши-
не INSTRON 5965 при температуре 37°С в соответствии 
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со стандартом ASTM D695-15. Для изготовленных 
скаффолдов значения модуля упругости и предела теку-
чести изменялись в диапазоне от 4,67 МПа до 340 МПа 
и от 0,25 МПа до 12,6 МПа. Изменение геометрических 
параметров моделей позволяет настраивать механиче-
ские свойства изделий в широком диапазоне в соответ-
ствии со свойствами нативной губчатой костной ткани, 
что делает гироидные скаффолды перспективными при 
восстановления костных дефектов.
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В настоящее время потребность в материалах для на-
правленной регенерации тканей и тканевой инженерии 
достаточно высока. Ключевым требованием является 
низкая иммуногенность. Различные способы децеллю-
ляризации (химический, ферментативный, физический) 
позволяют получить бесклеточный материал [1], содер-
жащий основные компоненты внеклеточного матрикса: 
коллагены, эластин, протеогликаны, интегрины, фибро-
нектины и др [2].

В исследовании образцы бесклеточных коллагеновых 
матриксов на основе перикарда были получены разными 
методами децеллюляризации: ферментативным трипси-
ном, химическим с помощью гипертонических растворов 
и додецилсульфата натрия.

Эффективность способа децеллюляризации опре-
деляли по количественному содержанию ДНК методом 
адсорбционной спектрофотометрии при длине волны 
260 нм. Цитотоксическое действие материалов изучали 
на мезенхимальных стромальных клетках костного моз-
га человека. Оценку микрорельефа поверхности прово-
дили методом сканирующей электронной микроскопии. 
Для гистологического анализа использовали дифферен-
циальная трехцветная окраска по Лилли. Исследование 
потенциальной индукции окислительного стресса оце-
нивали по флуоресценции зонда DCFHDA (Ех 485нм/
Еm530нм) в культивируемых клетках.

Установлено, что все способы удаления клеток яв-
ляются эффективными и позволяют получить бескле-
точный материал. Процесс обработки оказывает вы-
раженное повреждающее влияние на ультраструктуру 
и целостность компонентов внеклеточного матрикса. 
Материалы не являются цитотоксичными, но способны 
индуцировать внутриклеточный окислительный стресс.
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Методом выбора для лечения пациентов с критиче-
ской ишемией является оперативное вмешательство 
(прямая реваскуляризация) с помощью открытых, либо 
эндоваскулярных методик. Однако отдаленные резуль-
таты хирургического лечения оставляют желать лучшего. 
Процессы ангиогенеза в основном регулируются такими 
проангиогенными цитокинами, как фактор роста эндо-
телия сосудов (VEGF), тромбоцитарный фактор (PDGF), 
гипоксией индуцируемый фактор 1 альфа (HIF1a) и дру-
гими [1]. В процессе ангиогенеза появление коллате-
ральных связей после окклюзии артерии происходит 
в период от 4–6 недель, что обусловлено недостаточной 
выработкой проангиогенных факторов роста при хрони-
ческой ишемии, поэтому может потребоваться их экзо-
генное введение [2].

В работе определялись ангиогенные факторы 
у 30 прооперированных пациентов с критической ише-
мией. У всех пациентов выполнялся забор крови до опе-
рации, на 5–7 сутки, через 1, 6 и 12 месяцев с момента 
операции.

Показатель VEGF, составляющий до операции 
818,4 ± 332 пг/мл прогрессивно снижался в после-
операционном периоде (603,5 ± 216,8 на 7-е сутки, 
р=0,426) достигая минимальных значений через 1 ме-
сяц наблюдения (483,3 ± 226,6, р=0,062), в последу-
ющем имел место прирост к 6 месяцам (715 ± 199,9, 
р=0,002) с повторным снижением к 1 году (515 ± 104,2, 
р=0,005). Таким образом в течение всего срока наблю-
дения динамика VEGF была непостоянной в виде волны 
со снижением к 1 месяцу и 1 году и подъемом к 6 меся-
цам. При этом относительно исходного значения статиче-
ски достоверная разница снижения VEGF была получена 
только с визитом в 1 месяц р=0,039.

При оценке PDGF-BB на было выявлено достоверных 
различий между группами в течение наблюдения, одна-
ко в абсолютных цифрах можно проследить следующую 
тенденцию: относительно исходного предоперационного 
уровня PDGF-BB (3511,3 ± 1508 пг/мл) в раннем после-
операционном периоде (5–7 сутки) наблюдалось его зна-
чительное снижение до 3013,5 ± 1989, с последующим 
увеличением до 3948 ± 1516 к 1 месяцу и повторное сни-
жение до 3270 ± 810,8 к 6 месяцам и 1 году наблюдения.

Таким образом можно отметить тенденцию к сниже-
нию факторов роста в раннем послеоперационном пе-
риоде, что может быть связано с купированием явлений 
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ишемии с последующим восстановлением их уров-
ня к 6 месяцам (компенсаторная реакция организма) 
и дальнейшей тенденцией к повторному снижению. 
Исходя из динамики показателей наиболее перспек-
тивным представляется экзогенная стимуляция ангио-
генеза в раннем послеоперационном периоде и через 
6 месяцев после перенесенного оперативного вмеша-
тельства. Работа выполнена в рамках реализации гранта 
Президента Российской Федерации МК-1393.2021.3.
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Работа посвящена разработке нового метода функ-
ционализации октакальциевого фосфата (ОКФ) циспла-
тином (Цис) в сочетании с золедроновой кислотой (Зол), 
с целью создания остеопластического материала с про-
лонгированным противоопухолевым действием для ре-
конструкции костных дефектов в онкологии.

Функционализацию осуществляли путем адсорбции 
Цис (из раствора с его концентрацией в 1 мг/мл) на по-
верхность гранулированной ОКФ-керамики в присут-
ствии в исходном растворе Зол, в концентрациях 0, 0,2, 
0,5 и 1 мг/мл (полученный материал — ОКФ-Цис, ОКФ-
Цис/Зол-0,2, ОКФ-Цис/Зол-0,5, ОКФ-Цис/Зол-1, соот-
ветственно). Зол использовали в качестве линкера для 
присоединения цисплатина к поверхности ОКФ, обеспе-
чивающего прочность связывания и его более длитель-
ное высвобождение.

Показано, что эффективность инкорпорации Цис 
в ОКФ имела обратную зависимость от содержания Зол 
исходном растворе. Так, при увеличении концентрации 
Зол от 0 до 1 мг/мл в исходном растворе количество 
связанного с ОКФ Цис снижалось с 10,1 до 7,7 мкг 
на 1 мг ОКФ. Но при этом также уменьшалось и со-
отношение высвобожденного и инкорпорированного 
Цис. Из ОКФ-Цис за 5 недель вышло 96% цитостатика, 
из ОКФ-Цис/Зол-0,2 — 77,5%, из-ОКФ-Цис/Зол-0,5 — 
53,8% и из ОКФ-Цис/Зол-1 — 34,5%.

В исследованиях in vitro показано усиление остеоин-
дуктивных свойств и проявление ингибирующего остео-
кластов действия у ОКФ керамики, функционализиро-
ванной Зол. На клеточной линии рака молочной железы 
человека MCF-7 продемострированы цитостатические 
свойства Цис-содержащей ОКФ-керамики, наиболее вы-
раженные у ОКФ-Цис, ОКФ-Цис/Зол-0,2 и ОКФ-Цис/
Зол-0,5. При этом максимальная длительность действия 

была у ОКФ-Цис/Зол-0,5, что обосновало его дальней-
шие изучение в экспериментах на животных.

В исследованиях in vivo показана биосовместимость 
разработанных материалов. При их имплантации в кост-
ный дефект, наиболее выраженный остеогенез вызыва-
ла чистая ОКФ-керамика, тогда как функционализация 
материала Цис и Зол привела к замедлению регенера-
тивных процессов в костной ткани. На модели подкожной 
опухолевой инокуляции мышам функционализированная 
Цис и Цис/Зол керамика продемонстрировала выра-
женные противоопухолевые свойства.

Таким образом, разработанный метод функционали-
зации ОКФ-керамики Цис в сочетании с Зол обеспечи-
вает материалу пролонгированные противоопухолевые 
свойства, что обосновывает его применение в рекон-
структивной хирургии костной ткани в онкологии.
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Одной из основных причин, ограничивающих при-
менение индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток, является генетическая нестабильность и связан-
ный с ней риск канцерогенеза. Тщательный контроль, 
включая полногеномное секвенирование, не позволяет 
охватить все клоны клеток, каждый из которых имеет 
свой спектр мутаций, а удаление недифференцирован-
ных клеток ограничивает возможности регенерации об-
новляющихся тканей. Поэтому для решения проблемы 
необходимо выявление причин появления генетической 
нестабильности при культивировании клеток.

Целью работы было изучение в обновляющихся тка-
нях пространственных и временных закономерностей 
пролиферации нормальных и мутантных клеток, наруше-
ние которых может приводить к генетической нестабиль-
ности. В эпителии пищевода мышей и красного костного 
мозга джунгарских хомячков определяли: циркадианные 
ритмы ДНК-синтезирующих и делящихся клеток, дли-
тельность клеточного цикла и отдельных его периодов, 
пространственное расположение пролиферирующих 
и дифференцирующихся клеток. Мутации индуцировали 
действием тиотепа. Генетические нарушения определя-
ли в тестах на хромосомные аберрации и сестринские 
хроматидные обмены (СХО). Для определения СХО и па-
раметров кинетики клеток использовали методы диф-
ференциальной окраски хромосом и радиоавтографии 
с применением 5-бромдезоксиуридина и ³H-тимидина.

Полученные результаты показали, что стволовые 
клетки входят в G0 период митотического цикла, прохо-
дят подготовку к митозу и делятся в строго определенный 
период времени, совпадающий с активной фазой цирка-
дианного ритма пролиферации. Таким образом, наряду 
с особым пространственным расположением — нишей, 
они обладают специфической временно́й характери-
стикой пролиферативных процессов, названной нами 
«временны́м окном».
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Ранее было показано, что клетки с генетическими на-
рушениями могут преодолевать контрольные точкими-
тотического цикла, но вступают в митоз с задержкой [1, 
2]. По нашим данным, временны́е и пространственные 
характеристики взаимосвязаны: задержка деления кле-
ток на 3–6 часов значительно (на 30%) увеличивает 
вероятность выхода стволовых клеток из ниши, что ве-
дет к их последующей дифференцировке и элиминации 
из ткани. Таким образом, задержка мутантных клеток 
в митотическом цикле — выпадение их из временного 
окна пролиферации, ведет к повышенной вероятности 
элиминации из ткани и постепенной замене на клетки 
без нарушений. Можно сделать вывод, что строго опре-
деленная пространственно–временная организация об-
новляющихся тканей, наличие временного окна проли-
ферации и ниши, позволяют поддерживать генетический 
гомеостаз, а их нарушение может являться причиной ге-
нетической нестабильности при культивировании клеток.
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Активное развитие нанотехнологий в XXI веке привело 
к существенному прогрессу в области тканевой инженерии 
и регенеративной медицины. Так, биосовместимые наноча-
стицы (НЧ) с регулируемыми физико-химическими харак-
теристиками являются перспективным наполнителями для 
клеточных матриц (скаффолдов). В зависимости от био-
медицинских задач, например, придания антимикробных 
свойств скаффолду, обеспечения контраста для визуализа-
ции, повышения биоактивности и др., используют различ-
ные типы НЧ: золотые, серебряные, кремнийсодержащие, 
кальций фосфатные, магнитные, а также частицы на осно-
ве биосовместимых природных и синтетических полиме-
ров и др. [1]. Полимерные НЧ, способные инкапсулировать 
различные биологически-активные вещества, представ-
ляют особый интерес ввиду возможности регулирования 
их свойств (размера, формы, поверхностного заряда, сорб-
ционной емкости, скорости разложения, скорости высво-
бождения загруженного вещества и пр.) в широком диапа-
зоне за счет изменения химического состава полимера и/
или условий получения частиц [2].

В представленной работе объектами исследования 
стали НЧ на основе биосовместимых и биодеградиру-
емых амфифильных блок-сополимеров поли(лактид)-
б-поли(этиленоксид) (ПЛА-б-ПЭО). Изучено влия-
ние стереоспецифичности гидрофобного ПЛА блока 
на размер ПЛА-б-ПЭО частиц, их форму, величину 

электрокинетического потенциала, сорбционную емкость 
и агрегативную устойчивость с целью получения высоко-
стабильных НЧ. Частицы получали методом наноосаж-
дения: навеску блок-сополимера растворяли в ацетоне, 
к полученному раствору добавляли воду, ацетон удаляли ис-
парением при комнатной температуре в течение 4 ч. В ре-
зультате получали опалесцирующие водные дисперсии 
частиц на основе нестереорегулярного аморфного П(D,L)
ЛА60-б-ПЭО113 сополимера, а также стереорегулярного 
частично кристаллического П(L,L)ЛА50-б-ПЭО113 сополи-
мера и эквимолярной смеси стереорегулярных П(L,L)ЛА50-
б-ПЭО113 и П(D,D)ЛА50-б-ПЭО113 сополимеров. Показано, 
что эквимолярное смешение П(L,L)ЛА50-б-ПЭО113 и П(D,D)
ЛА50-б-ПЭО113 сополимеров приводит к формированию 
сферических частиц с частично кристаллическим ядром, 
гидродинамическим диаметром ~ 30 нм, величина кото-
рого остается постоянной (в рамках экспериментальной 
погрешности) в течение месяца как при 25°C, так и при 
37°C. Установлено, что полученные П(L,L)ЛА50/П(D,D)
ЛА50-б-ПЭО113 частицы стабильны в достаточно широком 
диапазоне ионной силы и pH, а также способны к ресу-
спендированию до исходных размеров после лиофилиза-
ции. Работа выполнена при финансовой поддержке проек-
та Российского научного фонда (проект № 21-73-00071).
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Фактор плюрипотентности Oct4, кодируемый геном 
Pou5f1 представляет собой октамер-связывающий бе-
лок, который в роли транскрипционного фактора вы-
ступает в качестве одного из основных факторов под-
держания плюрипотентного состояния эмбриональных 
стволовых клеток [1, 2]. В последнее время накапли-
вается всё больше информации о том, что этот транс-
крипционный фактор, иего ген, в частности, могут быть 
активны не только в плюрипотентных и половых клетках, 
но и в клетках совершенно иной спецификации [3].

В настоящее время нами ведутся работы по поиску 
экспрессии Pou5f1 в клетках, прошедших стадию плюри-
потентности. При помощи системы CRISPR/Cas9 и це-
ленаправленного встраивания селективной конструкции 
в локус Pou5f1 мы обнаружили, что разные раковые 
клетки мыши способны поддерживать активный статус 
этого гена. Более того, взяв широкий спектр различных 
линий, мы получили первичные данные, говорящие о том, 
что экспрессия Pou5f1 может носить избирательный ха-
рактер в отношении раковых клеток.

В настоящий момент мы работаем над характериза-
цией продуктов экспрессии этого гена, а также над вы-
яснением универсальных механизмов, обеспечивающих 
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его работу. Кроме этого, интересным направлениемяв-
ляется выяснение функциональной значимости экспрес-
сии Pou5f1 в раковых клетках.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке гранта Министерства науки и высшего об-
разования Российской Федерации (Соглашение 
№ 075-15-2021-1075 от 28.09.2021).
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Ремоделирование костной ткани — непрерывный про-
цесс резорбции кости остеокластами и костеобразова-
ния остеобластами. Это способствует как поддержанию 
гомеостаза костной ткани (КТ), так и устранению по-
вреждений в результате механического стресса. Однако, 
смещение равновесия в сторону резорбции связано 
с патогенезом остеопороза, системным метаболическим 
заболеванием, характеризующимся снижением плотно-
сти костной массы и нарушением внутренней структуры 
КТ. Важную роль в развитии и обновлении КТ играют 
рецепторы, сопряженные с G-белком (G protein-coupled 
receptors, GPCRs). Мутации, связанные с GPCRs ас-
социированы с заболеваниями и дисфункцией костей. 
Одним из эффекторов ремоделирования костной ткани 
является кальций-чувствительный рецептор (calcium-
sensing receptor, CaSR), относящийся к классу глута-
матных GPCRs. Так, повышение концентрации кальция 
в результате резорбции КТ остеокластами приводит 
к подавлению функции последних и стимулированию 
остеобластов, что приводит к активации костеобразова-
ния. Пациенты с аутосомно-рецессивным нарушением 
гомеостаза кальция характеризуются обширной потерей 
костной массы при рождении; у них может возникать де-
минерализация и переломы костей [1].

Цель данного исследования заключается в выясне-
ние функционального значения CaSR при остеопорозе. 
В данной работе нами были использованы методы диф-
ференцирования пациент-специфичных (CASR) и кон-
трольных индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток (иПСК) в мезенхимальные стволовые клетки 
(иМСК); последующее остеогенное дифференцирова-
ние CASR-иМСК и контрольных иМСК; анализ и срав-
нение экспрессии генов остеогенных маркеров RUNX2, 
COL1A1, BGLAP, SPP1, OGN и POSTN; окрашивание 
на щелочную фосфатазу и депозитов кальция с исполь-
зованием ализаринового красного.

Показано, что через 21 день остеогенной дифферен-
цировки (ОД) CASR-иМСК характеризовались низким 
уровнем экспрессии RUNX2, COL1A1, BGLAP, SPP1, 

OGN и POSTN по сравнению с контрольными иМСК. 
Также при ОД CASR-иМСК характеризовались нега-
тивным окрашиванием на щелочную фосфатазу (ЩФ) 
и кальциевые депозиты, что вероятно говорит о неспо-
собности CASR-иМСК дифференцировать в остеогенном 
направлении. При ОД контрольные иМСК имели положи-
тельное окрашивание на ЩФ и ализариновый красный, 
уровень окрашивания которым характеризует плотность 
минерализации.

Предварительные данные свидетельствует о том, что 
МСК, полученные от пациент-специфичных иПСК с дис-
функцией CaSR не способны эффективно дифференци-
ровать в остеогенном направлении, что напрямую может 
быть связано с патогенезом остеопороза. Исследование 
выполнено при поддержке гранта Министерства на-
уки и высшего образования Российской Федерации 
(Соглашение № 075-15-2021-1075 от 28.09.2021).
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Определяющую роль в контроле энергетическо-
го гомеостаза организма играет жировая ткань. Это 
уникальный орган, активно обновляющийся в течение 
жизни и динамически подстраивающийся под метабо-
лический статус организма. Обновление жировой ткани 
обеспечивается особой группой постнатальных стволо-
вых клеток — мезенхимными стволовыми клетками. Эти 
клетки являются предшественниками основной массы 
вновь появляющихся адипоцитов во взрослом организ-
ме, продуцируют внеклеточный матрикс, определяющий 
структуру ткани, а также контролируют тканевой мета-
болизм за счет продукции паракринных и аутокринных 
сигнальных молекул. Данные последних лет говорят, что 
популяция МСК является крайне гетерогенной в функ-
циональном плане. Мы показали, что в ее состав входят 
субпопуляции клеток, различные на функциональном 
уровне и по чувствительности к гормонам-регуляторам. 
При этом клетка, воспроизводимо отвечающая на один 
гормон, оказывается нечувствительной к другим гормо-
нам. Недавно была описана особая субпопуляция МСК, 
подавляющая адипогенную дифференцировку других 
клеток жировой ткани посредством продукции паракрин-
ных сигналов [1, 2]. Это позволяет предположить, что 
в популяции МСК могут существовать особые регуля-
торные субпопуляции клеток, обладающие чувствитель-
ностью к определенным гормонам и способные «пере-
давать» гормональный сигнал клеткам через продукцию 
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паракринных факторов. Используя метод проточной 
цитофлуорометрии, мы смогли выделить малую субпо-
пуляцию клеток, несущих на своей поверхности рецептор 
к инсулину. Несмотря на то, что данные клетки составля-
ют менее 15% от общего числа МСК, оказалось, что уда-
ление этих клеток из популяции практически полностью 
лишает МСК способности дифференцироваться в клет-
ки жировой ткани. Примечательно, что сами по себе 
клетки, несущие на поверхности рецептор к инсулину 
и способные воспринимать сигналы от основного регуля-
тора закладки новых адипоцитов, оказались не способ-
ны к адипогенной дифференцировке. При этом в усло-
виях сокультивирования, когда группы клеток, имеющие 
и не имеющие инсулиновый рецептор на своей поверх-
ности, были разделены полупроницаемой мембраной, 
препятствующей прямым контактам между клетками, 
но позволяющей передачу растворимых факторов, таких 
как сигнальные белки, микроРНК и клеточные везикулы, 
в популяции, не несущей инсулиновый рецептор, проис-
ходило полное восстановление способности к диффе-
ренцировке в адипоциты. Это позволяет предположить, 
что малая популяция, несущая инсулиновый рецептор, 
представляет собой специализированные клетки-регу-
ляторы адипогенной дифференцировки, которые сами 
не дифференцируются в жировые клетки, но управля-
ют и «дирижируют» остальными клетками в популяции, 
определяя формирование новых адипоцитов. Работа 
выполнена при поддержке фонда РНФ (Грант № 21-15-
00311, Механизмы межклеточной коммуникации в под-
держании гомеостаза и регуляции обновления жировой 
ткани).
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Мультипотентные мезенхимные стромальные клетки 
(МСК) регулируют процессы заживления тканей после 
повреждения, секретируя большое количество биологи-
чески активных веществ, в том числе белковой природы. 
Поэтому создание препаратов на основе секретома МСК 
является перспективным направлением регенеративной 
медицины. Ранее нами было показано, что разделение 
кондиционированной среды (КС) МСК на фракции вне-
клеточных везикул (ВВ) и растворимых факторов (РФ) 
существенно увеличивает антифибротический эффект 

получаемых компонентов секретома в модели TGFb-
индуцированной дифференцировки фибробластов кожи 
человека в миофибробласты. Предположительно, фрак-
ционирование приводит к обогащению ВВ и РФ антифи-
бротическими и к обеднению профибротическими ком-
понентами. С целью проверить данную гипотезу, а также 
предположить возможные механизмы действия белко-
вых компонентов секретома МСК на дифференцировку 
фибробластов, мы провели сравнительный полуколиче-
ственный анализ белкового состава образцов секретома 
МСК. Для этого мы использовали КС иммортализован-
ных МСК жировой ткани человека (hTERT-ASC, ATCC). 
Выделение фракций ВВ и РФ секретома МСК, а также 
концентрирование нефракционированной КС проводили 
методом ультрафильтрации. Из полученных препаратов 
готовили образцы триптических пептидов, которые затем 
подвергали хромато-масс-спектрометрическому ана-
лизу на приборе Q Exactive HF-X. Биоинформатическую 
обработку данных проводили с использованием 
ПО MaxQuant. Результаты протеомного анализа верифи-
цировали методом вестерн-блоттинга.

Всего было идентифицировано 563 белка, из них 
343 различались по представленности между фракция-
ми секретома МСК в два и более раза. Мы обнаружили, 
что фракции ВВ и РФ обогащены белками, взаимодей-
ствующими с сигнальными путями TGFb, а также Notch 
и Wnt. Предположительно, антифибротический эффект 
фракций ВВ и РФ может реализоваться за счет более 
выраженного воздействия на данные сигнальные пути. 
Кроме того, мы обнаружили, что КС обогащена относи-
тельно ВВ и РФ 107 белками, 10 из которых (F10, MIF, 
SDF-1 и др) способны активировать провоспалительный 
транскрипционный фактор NF-kB. Находясь в составе КС, 
эти белки могут препятствовать антифибротическому эф-
фекту других компонентов секретома МСК. Методом ПЦР 
в реальном времени мы подтвердили, что добавление 
КС, но не ВВ либо РФ, вызывает увеличение экспрессии 
мишеней NF-kB (CXCL1, IL1-b и др.) в фибробластах кожи 
человека. Таким образом, фракционирование увеличива-
ет антифибротические свойства секретома МСК, в част-
ности, за счет снижения содержания белков, стимулиру-
ющих экспрессию провоспалительных факторов. Работа 
выполнена при поддержке РНФ (грант 19-75-30007).
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Тканевая инженерия направлена на восстановление, 
поддержание, улучшение или замену поврежденных био-
логических тканей с использованием тканеинженерных 
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конструкций. Инновационным направлением примене-
ния гидрогелевых матриксов на основе коллагена являет-
ся создание искусственной роговицы [1]. Коллагеновые 
гидрогели оптически прозрачны и обладают слабой ме-
ханической прочностью, характеризация их свойств вы-
зывает большие сложности [2, 3].

В работе проводилось исследование гидрогеле-
вых мембран для восстановления роговицы на основе 
коллагена I типа (Viscoll®, PN3, ООО фирмы «Имтек»). 
Исследование было выполнено на ультразвуковом 
микроскопе высокого разрешения SIAM-2010. В ка-
честве кондиционирующих сред для набухания ис-
пользовались: дистиллированная вода, инфузионный 
раствор NaCl 0,9%, раствор Рингера и среда для культи-
вирования Gibco RPMI Medium 1640. Измерение меха-
нических свойств и визуализация проведены в режимах 
В- и С-сканирования.

По итогам экспериментов была произведена оценка 
динамики набухания гидрогелевых матриксов на осно-
ве коллагена по изменению объема и массы образцов 
в разных растворах в заданные временные промежутки.

Метод акустической микроскопии показал высокую 
эффективность для бесконтактного мониторинга изме-
нения геометрии и упругих свойств мембран. Полученные 
данные необходимы для прогнозирования итоговых раз-
меров и поведения импланта in vivo.

Работа выполнена на основе бюджетного финанси-
рования в рамках темы № 1201253306, анализ меха-
нических свойств — при поддержке НИЦ «Курчатовский 
институт».
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Магний и цинк характеризуются высоким уровнем 
физиологической совместимости и входят в состав пер-
спективных сплавов, предназначенных для современных 
биоразлагаемых имплантатов [1]. Биоразлагаемые им-
плантаты становятся все более востребованы, поскольку 
их использование не требует повторной операции по уда-
лению самого имплантата. Особенно актуально использо-
вание биоразлагаемых имплантатов в педиатрии, когда 
пациенты находятся в стадии активного роста, а исполь-
зование постоянных имплантатов может приводить к от-
клонению развития поврежденных частей и повторному 
оперативному вмешательству для удаления имплантата.

Магний и цинк — незаменимые элементы в организ-
ме человека. Однако по прочности и пластичности они 

не отвечают требуемым свойствам, необходимым для 
применения в качестве имплантатов. Повышение прочно-
сти возможно несколькими способами. Одним подходом 
является легирование чистого металла другими элемен-
тами. Однако большое количество упрочняющих доба-
вок, как правило, резко снижает коррозионную стойкость 
сплава за счет формирования микрогальванических пар 
между матрицей зерна и вторыми фазами, что делает 
сплав непригодным для использования. Следовательно, 
особой задачей является разработка специальных низ-
колегированных сплавов. Более того, ввиду растворимо-
сти сплава в организме человека, существенно сужает-
ся выбор легирующих элементов, которые должны быть 
биологически инертными, либо быть совместимыми 
с человеческим организмом и не являться токсичными. 
Другим эффективным подходом повышения прочности 
считается формирование в сплаве специального струк-
турно-фазового состояния с мелкозернистой структурой 
посредством интенсивной пластической деформации 
(ИПД) [2]. Однако в литературе спорно обсуждается вли-
яние размера зерен на скорость коррозии. Вследствие 
этого в работе рассматривается взаимосвязь между 
структурно-фазовым состоянием наноструктурирован-
ных сплавов и их механическими и коррозионными 
свойствами. Было установлено, что ИПД не только ведет 
к измельчению зерен, но и влияет на морфологию частиц 
второй фазы, которые, в свою очередь, оказывают зна-
чительное влияние на коррозионные свойства. Поэтому 
для медицинского применения требуется не только вы-
бор состава сплава, но и использование подходов микро-
структурного дизайна, позволяющих успешно сочетать 
повышенные механические и коррозионные свойства, 
что представляет собой особенно актуальную задачу. 
Исследование выполнено при финансовой поддержке 
РНФ № 20-63-47027, а также РФФИ и ГФЕН в рамках 
научного проекта № 21-53-53021.

Литература:
1. Zheng, Y. CRC Press: Boca Raton, FL, USA, 2015. 546 p.
2. Valiev R.Z., Islamgaliev R.K., Alexandrov I.V. Progr. Mat. Sci. 

2000. V. 45. № 2. P. 103.

СПОСОБНОСТЬ МОНОНУКЛЕАРНЫХ КЛЕТОК 
ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ПОГЛАЩАТЬ 
ИНДУЦИРОВАННЫЕ МИКРОВЕЗИКУЛЫ

С.В. Курбангалеева, М.О. Гомзикова

Казанский (Приволжский) Федеральный 
Университет, Казань, Россия

e-mail: kurbangaleeva_s@mail.ru

Ключевые слова: мононуклеарные клетки периферической 
крови, микровезикулы, мезенхимные стволовые клетки, ци-
тохалазин В.

Многообещающим терапевтическим средством для 
регенеративной медицины выступают микровезикулы, 
которые обладают свойствами продуцирующих их клеток. 
Для лечения повреждений внутренних органов, микрове-
зикулы инъецируют внутривенно. Однако какой процент 
микровезикул сливается с клетками крови, не достиг-
нув целевой ткани исследовано недостаточно. В данной 
работе мы получили биосовместимые микровезикулы 
с использованием цитохалазина В (МВ-ЦВ), который 
позволяет увеличить выход микровезикул, делая клетку 
более пластичной, и исследовали способность различ-
ных популяций мононуклеарных клеток периферической 
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крови (МКПК) человека (моноцитов, NK-клеток, В-клеток, 
Т-цитотоксических, Т-хелперных лимфоцитов) поглощать 
индуцированные микровезикулы, происходящие из ме-
зенхимных стволовых клеток in vitro.

МКПК выделяли из периферической крови человека 
методом градиентного центрифугирования в Фиколле. 
МВ-ЦВ получали из мезенхимных стволовых кле-
ток (МСК) жировой ткани человека путем обработки 
10 мкг/мл цитохалазина В в течение 30 мин с после-
дующим центрифугированием: 1) 100 g — 10 мин; 2) 
300 g — 20 мин; 3) 2000 g — 25 мин. МВ-ЦВ МСК окра-
шивали мембранным красителем DiD 5 мкМ в течение 
15 мин (37°C, 5% CO2) и дважды промывали полной 
средой. МКПК обрабатывали 10 мкг МВ-ЦВ в течение 
24 ч и детектировали поглощающую способность с по-
мощью моноклональных антител на проточном цитофлу-
ориметре-сортере BD FACS Aria III.

Результаты иммуноокрашивания показали, что 
99,5 ± 0,26% моноцитов (CD14+ клетки), 69,43 ± 9,52% 
В-клеток (CD3-CD20+); 35,6 ± 3,83% Т-цитотоксических 
лимфоцитов (CD3+CD8+); 29,6 ± 3,2% NK-клеток (CD3-
CD56+) и 14,5 ± 4,42% Т-хелперных лимфоцитов 
(CD3+CD4+) — содержат DiD в своем составе, а значит 
слились с МВ-ЦВ МСК. Самый высокий процент слия-
ния/поглощения наблюдали в популяции моноцитов 
и В-клеток (99% и 69% соответственно). Полученные 
результаты были подтверждены с помощью конфо-
кальной микроскопии, где мы наблюдали мембранный 
компонент МВ-ЦВ (DiD+) как на клеточной поверхности, 
так и внутри МКПК.

Наши данные показывают, что моноциты и В-клетки 
преимущественно захватывают МВ-ЦВ МСК, в то вре-
мя как NK-клетки, Т-цитотоксические лимфоциты 
и Т-хелперы проявляют меньшую способность захва-
тывать индуцированные микровезикулы. Работа вы-
полнена в рамках Программы стратегического ака-
демического лидерства Казанского федерального 
университета (ПРИОРИТЕТ-2030) и за счет средств 
гранта Российского научного фонда № 21-75-10035.
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Увеличение трубчатых костей в длину происходит бла-
годаря наличию эпифизарных пластинок роста. Недавно 
в пластинках роста была описана популяция стволовых 
клеток [1, 2]. Чтобы определить роль этих стволовых кле-
ток в регуляции роста костей, в данной работе мы генети-
чески и фармакологически стимулировали пролиферацию 

стволовых клеток через активацию сигнального пути 
Hedgehog (Hh) и смотрели приводит ли это к изменению 
длины кости.

Для того, чтобы специфически отметить и отсле-
живать стволовые клетки пластинки роста, мы ис-
пользовали линию мышей PthrpCreER, скрещенную 
с репортерной линией R26R-tdTomato [2]. Десять по-
следовательных в/б инъекций SAG (агонист Hh сигналь-
ного пути) 30дневным мышам приводили к увеличению 
количества делящихся tdTomato+ клеток через 8 дней: 
количество клонов, состоящих из двух и трёх клеток 
увеличивалось на 68,9%, с одновременным падением 
количества одиночных клеток на 29,6% а количество 
пролиферирующих Ki67+tdTomato+ стволовых клеток 
возрастало в 5 раз. Три внутрисуставные инъекции SAG 
оказывали аналогичный по направлению и силе эффект.

Чтобы проверить, что влияние активации Hh на про-
лиферативную активность клеток опосредовано 
прямым воздействием на стволовые клетки, ли-
нию PthrpCreER;R26R-tdTomato скрестили с лини-
ей Patched1fl/fl. Через 10 дней после активации Cre-
рекомбиназы абляция Patched1 приводила к появлению 
в пластинке больших многоклеточных клонов tdTomato+ 
клеток, в то время как в контроле было больше одиночных 
клеток. Таким образом, и фармакологическая, и генети-
ческая активация Hh сигнального пути приводит к увели-
чению пролиферации стволовых клеток пластинки роста.

Для того, чтобы проверить как фармакологическая ак-
тивация Hh влияет на рост кости, SAG вводили 30-днев-
ным крысам локально во вторичный центр окостенения 
над пластинкой роста в бедренной кости, поскольку при 
внутрисуставной инъекции активация Hh может вызы-
вать остеоартрито-подобные изменения в суставном хря-
ще. Для пролонгации действия и фиксации в кости SAG 
вводили вместе с агарозными бидсами. Эксперименты 
с использованием Gli1-LacZ мышей подтвердили, что 
высвобождение SAG происходит и через неделю по-
сле имплантации. Имплантация SAG крысам приводила 
к увеличению Ki67+ клеток в зоне покоя пластинки роста 
через 1 неделю, через 1 месяц наблюдали значимое уве-
личение длины бедренной кости на 3% (1,1 мм), через 
полгода разница составила 4% (1,4 мм).

Таким образом, мы показали, что активация сигнально-
го пути Hh вызывает увеличение пролиферации стволовых 
клеток пластинки роста, что в дальнейшем ведёт к увели-
чению длины конечности. Данный принцип может быть ис-
пользован для коррекции нарушений роста длинных костей.
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В области регенеративной медицины бактериаль-
ная целлюлоза, благодаря своей биосовместимости, 
биоразлагаемости и не токсичности, представляет 
большой интерес в качестве материала для имплан-
тов, повязок для ран и ожогов, так как ее структура спо-
собна имитировать ткани организма [1]. Однако адге-
зия клеток на поверхности бактериальной целлюлозы 
затруднена, что ограничивает применение этого ма-
териала при разработке биомиметических импланта-
тов. В связи с этим для улучшения клеточной адгезии 
и повышения механической прочности поверхность 
материала модифицировали фосфатами кальция, 
которые также влияют на упорядоченность волокон 
в структуре [2].

Существуют различные подходы по модифика-
ции бактериальной целлюлозы гидроксиаптатитом 
(ГА) такие как гидротермальный и золь-гель синтезы. 
Наиболее перспективным методом является химиче-
ское осаждение частиц ГА на поверхности бактери-
альной целлюлозы при погружении лиофилизирован-
ных пленок биополимера в буферный раствор хлорида 
кальция (рН = 7,2), однако данный способ позволяет 
сформировать однородное покрытие из конгломера-
тов фосфатов кальция на поверхности матрицы целлю-
лозы [3] в то время как в некоторых случаях для равно-
мерного восстановления ран необходима различная 
скорость пролиферации клеток.

В связи с этим целью данной работы является раз-
работка градиентных материалов на основе периоди-
чески упорядоченного паттерна ГА и бактериальной 
целлюлозы.

В данной работе формирование периодических 
структур ГА получали по аналогии их образования 
в агаровой матрице [4]. Ксерогель и гидрогель бакте-
риальной целлюлозы предварительно выдерживали 
в растворе фосфатного буфера (рН = 7,4) для насы-
щения матрицы биополимера фосфат-ионами, затем 
на поверхность целлюлозной матрицы капали раствор 
хлорида кальция, который при его диффузии внутрь 
3D-структуры целлюлозного материала формировал 
периодически упорядоченные осадки в виде колец 
Лизеганга. Периодически упорядоченные осадки про-
крашивали ализариновым красным для визуализации 
диффузии ионов кальция внутрь гидрогеля. Фосфаты 
кальция детектировались рентгенофазовым анали-
зом. Биосовместимость полученных структур иссле-
довали с помощью клеточной линии С2С12 и клеток 
HeLa. Установлено, что на целлюлозе с 3D-паттернами 
ГА наблюдалась более высокая пролиферация клеток 
по сравнению с контрольными образцами.

Таким образом, разработан новый способ модифи-
кации бактериальной целлюлозы упорядоченными пат-
тернами ГА, позволяющий формировать участки с повы-
шенной клеточной плотностью.
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Цитохром С в клетке, в водной среде или в неполяр-
ном окружении может находиться как в свободном со-
стоянии, так и в комплексе с кардиолипином. В послед-
нем случае он частично денатурирован, характеризуется 
специфической конформацией, обладает пероксидазной 
активностью и является важным компонентом проапоп-
тотических сигнальных путей [1, 2, 4]. Различия между 
нативным цитохромом С и комплексом цитохром С–
кардиолипин регистрируются по спектрам поглощения 
и флуоресценции, а также по выраженной пероксидаз-
ной активности последнего и хемилюминесценции, со-
провождающей запускаемые им свободно-радикальных 
процессы.

Хемилюминесценция, сопровождающая рекомби-
нацию липидных радикалов, генерируемых вследствие 
пероксидазной активности комплекса цитохром С–кар-
диолипин, активируется природными красителями, та-
кими как кумарины. Ярким примером является сенси-
билизатор С–525. Он устойчив к прямому окислению 
пероксидом водорода, поэтому не влияет на протекание 
липопероксидазных реакций и является физическим 
активатором. Использование C–525 и других подобных 
красителей позволяет с высокой точностью регистриро-
вать кинетику образования липидных радикалов в этой 
системе и, следовательно, оценивать пероксидазную ак-
тивность цитохрома С.

Последняя, как известно [4], является необходимым 
этапом в развитии апоптоза по митохондриальному пути. 
Помимо исследовательского интереса, этот аспект мо-
жет представлять особую важность для терапии злокаче-
ственных заболеваний за счет направленной стимуляции 
апоптоза в злокачественных клетках с использованием 
комплекса цитохром С–кардиолипин [3].

Так как комплекс цитохрома С–кардиолипин отлича-
ется от нативного цитохрома С по нижеследующим свой-
ствам: (а) имеет флуоресценцию тирозиновых и трипто-
фановых остатков; (б) утрачивает поглощение в полосе 
Соре (405–410 нм, которая определяет наличие связи 
Fe(heme)···S(Met80)), следовательно, это сказывается 
на значении квантовых выходов, которые отражают уси-
ление свечения активированной ХЛ , без влияния на ки-
нетику процесса; (в) характеризует пероксидазную ак-
тивность и, соответственно, катализирует образование 
липидных радикалов в мембране. Данные липидные ради-
калы запускают цепной процесс перекисного окисления 
липидов, который наблюдается по хемилюминесценции, 
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как нативной, так и активированной. При этом квантовый 
выход активированной хемилюминесценции, на несколь-
ко порядков выше, чем в случае не активированной.
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Проблема регенерации поврежденного миокарда 
является одной из важнейших задач тканевой восста-
новительной терапии сердца. Наиболее перспективным 
подходом является использование производных децел-
люляризированного внеклеточного матрикса — аллоген-
ного биоматериала (АБ) Целью исследования явилось 
оценка морфофункциональных свойств сердца в услови-
ях применения АБ.

Хронический инфаркт миокарда моделировали 
на 80 крысах — самцах с использованием метода криоде-
струкции. Через 45 суток после воздействия жидким азо-
том при повторной торакотомии в основной группе в об-
ласть криогенного некроза миокарда вводили суспензию 
АБ (3 мг, 60 мкл физ. раствора). В контрольной группе 
вводили физиологический раствор в аналогичном объ-
еме. После 45 суток после введения АБ животных оце-
нивали на толерантность к физической нагрузке и вы-
водили из эксперимента. Проводили гистологические, 
иммуногистохимические исследования. Определяли тол-
щину мышечной части стенки поврежденого желудочка 
сердца, рубца и диаметр реактивной зоны. В результате 
исследования, толщина мышечной части стенки левого 
желудочка, в осночной группе увеличивалась на 3 по-
рядка (p<0,008), что повышало толерантность к фи-
зической нагрузке крыс в 2 раза (р=0,03). Изменения 
параметров толщины рубца и диаметр поврежденной 
зоны были статистически не значимы. Аллогенный 
биоматериал подвергался постепенной резорбции ма-
крофагами и замещался волокнисто-соединительнот-
канно-мышечным регенератом, представленным васку-
ляризированной рыхлой волокнистой соединительной 
тканью. Меченые сердечным тропонин I+ клетки про-
никали в межволоконные пространства, подвергались 
гипертрофии. Кардиомиоциты группировались в зоне 
имплантации АБ как в виде отдельных кластеров, так 

и функционального синцития. Масса сердца при этом 
не менялась в обеих экспериментальных группах.

Так, применение АБ в зоне сформированного кри-
огенного рубца миокарда способствовало трансфор-
мации плотной в рыхлую волокнистую соединительную 
ткань и замещению сердечной мышечной тканью.

IN VITRO МОДЕЛИРОВАНИЕ 
МЕХАНИЧЕСКОГО ПОВРЕЖДЕНИЯ МОЗГА 
НА ПЕРВИЧНЫХ НЕЙРО-ГЛИАЛЬНЫХ 
И АСТРОЦИТАРНЫХ КУЛЬТУРАХ ИЗ МОЗГА 
КРЫСЫ
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Моделирование in vitro повреждения мозга (царапи-
на) применяется для выяснения молекулярно-клеточных 
механизмов, происходящих в мозге в ответ на травму. 
В настоящей работе исследованы: (1) регенерация ней-
рональной сети в зоне царапины; (2) изменения ионного 
гомеостаза и функций митохондрий в ответ на царапину 
монослоев первичных нейроглиальных культур и культур 
астроцитов из коры головного мозга крысы. Изменения 
указанных параметров определяли методом флуоресцент-
ной микроскопии, используя специфичные зонды и ми-
кроманипулятор для нанесения царапины. В нейроглиаль-
ных культурах царапины шириной ≈ 0,1 и 1 мм наносили 
спустя 3 и 18 дней после посадки культуры (3 и 18 ДВК). 
Для количественной оценки регенерации культур подсчи-
тывали среднюю длину нейритов, количество ветвлений 
и окончаний нейритов на единицу поверхности в зоне 
повреждения. При травмировании «молодой» культуры 
(3 ДВК) формирование нейрональной сети начиналось 
через сутки, достигая наибольшей скорости на 2–3 день 
после нанесения царапины. Затем развитие нейрональ-
ной сети в зоне повреждения замедлялось. Помимо роста 
нейритов, наблюдалась диффузия в повреждённую зону 
клеток из неповрежденной части культуры. В «зрелых» 
культурах (травма на 18 ДВК) нейритов, прорастающих 
в царапину из неповрежденной зоны, было на ~40% мень-
ше и они имели в 2–3 раза меньший диаметр.

В нейро-глиальной культуре в первые минуты после 
нанесения царапины происходит скачкообразный рост 
внутриклеточной концентрации Са2+ ([Ca2+]i) и митохон-
дриального потенциала (∆Ψm) в нейронах. В 22,3 ± 5,1% 
нейронов (n=264) развивался вторичный подъем [Ca2+]
i (отсроченная кальциевая дизрегуляция, ОКД) и синхрон-
ное падение ∆Ψm. Около 85% таких нейронов находилось 
на расстоянии <100 мкм от границы повреждения. Доля 
нейронов, развивших ОКД, увеличивалась с увеличени-
ем возраста культуры. Удаление Са2+ из буферного рас-
твора подавляло посттравматическое увеличение [Ca2+]
i и падение ∆Ψm, указывая на вход Ca2+ из буфера, как 
на причину роста [Ca2+]i.
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В культуре астроцитов механическое повреждение 
вызывало лишь транзиторное повышение [Ca2+]i без 
развития ОКД и изменения ∆Ψm. Увеличение [Ca2+]i, 
вызванное травмой культуры астроцитов, распространя-
лось от границы повреждения на расстояние примерно 
вдвое меньшее, чем в нейро-глиальной культуре. В астро-
цитах удаление Са2+ из буферного раствора не подавля-
ло посттравматическое увеличение [Ca2+]i, свидетель-
ствуя о мобилизации Са2+ из внутриклеточных депо, как 
о причине роста [Ca2+]i.

Таким образом, исследования на астроцитарных и ней-
ро-глиальных культурах позволяют дифференцировать 
вклад нейронов и астроцитов в изменения [Ca2+]i, вызван-
ные механической травмой. Уход за животными и экспе-
риментальные процедуры проводились в соответствии 
с требованиями Этического комитета ФГБНУ НИИОПП. 
Выполнено по Гос. заданию FGFU-2022-0012 и Гранту 
Минобрнауки РФ 08-07-S6/2021/82930.
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В настоящее время, в связи с увеличением количе-
ства больных с остеомиелитом и возрастающей рези-
стентностью микроорганизмов к антибиотикам, про-
должает оставаться актуальной проблема поиска новых 
препаратов с антимикробными свойствами и создания 
на их основе биосовместимых имплантационных матери-
алов для реконструкции дефектов костной ткани. В свя-
зи с этим, нами разработаны способы получения новых 
биосовместимых имплантационных материалов, на ос-
нове костного матрикса, импрегнированных раствором 
сангвиритрина — лекарственного средства растительно-
го происхождения с выраженными антибактериальными 
и антимикотическими свойствами. Проведены исследо-
вания, направленные на адаптацию метода стерилиза-
ции озоно-кислородной смесью для получения биоим-
плантатов с сохранением антибактериальных свойств 
действующих веществ растительного происхождения.

Установлено отсутствие существенного влияния 
озоно-кислородной стерилизации с концентрацией озо-
на 8 мг/л и продолжительностью 15 мин в проточном 
режиме на антибактериальные и антимикотические 
свойства исследуемых костных образцов, импрегниро-
ванных раствором сангвиритрина. Высвобождаемые 
после озоно-кислородной стерилизации из деминерали-
зованного и деорганифицированного костного матрикса 
алкалоиды сангвиритрина не утрачивают своих анти-
микробных свойств в отношении грамположительных 
(Staphylococcus aureus) и грамотрицательных бактерий 
(Escheriсhia coli), а также микромицетов (Aspergillus 
niger, Cladosporium herbarum).

Предложенный подход к получению и стерилиза-
ции биосовместимых имплантационных материалов 
с антимикробными свойствами может быть использо-
ван в дальнейших исследованиях с целью разработки 

и совершенствования способов получения новых им-
плантационных препаратов для репарации минерализо-
ванной соединительной ткани в инфицированных ранах.
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Кальцинирующий аортальный стеноз (КАС) — это 
наиболее распространенный приобретенный порог серд-
ца. На поздних стадиях КАС наблюдается обширная 
кальцификация клапана, приводящая к потенциально 
летальным нарушениям кровотока. Не существует под-
ходов для терапии КАС и замена поврежденного клапа-
на — единственный метод, доступный для лечения паци-
ентов с этим заболеванием. Основной вклад в развитие 
КАС вносит остеогенная дифференцировка интерстици-
альных клеток аортального клапана (ИКК). Подавление 
кальцификации ИКК — это перспективная, но все еще 
недостаточно изученная терапевтическая мишень.

Мы провели серию исследований по изучению моле-
кулярных механизмов остеогенной дифференцировки 
ИКК. На первом этапе мы сравнили протеомные и транс-
криптомные профили ИКК в ходе остеогенной диффе-
ренцировки. В работе использовали первичные культу-
ры клеток из клапанов здоровых доноров и пациентов 
с КАС. Протеомный анализ проводили с двумя группами 
образцов и, для поиска оптимального метода статистиче-
ского анализа, мы также провели сравнение различных 
методов для удаления группового эффекта.

Сравнение ИКК от больных и здоровых доноров 
не позволило выявить достоверных различий — ИКК 
в здоровом и кальцинированном клапане принципиаль-
но схожи. Это подтверждает, что в развитии КАС при-
нимают участие преимущественно резидентные ИКК. 
Единственным обнаруженным белком, различающимся 
между больными и здоровыми клетками, был PRMT5. 
Этот белок связан с эпигенетической регуляцией и, воз-
можно, развитие КАС ассоциировано с эпигенетически-
ми изменениями ИКК.

Мы подробно описали молекулярные механизмы 
остеогенной дифференцировки ИКК in vitro и нашли 
несколько перспективных мишеней. Примечательно, 
что механизмы дифференцировки ИКК значительно 
отличались от описанных ранее для мезенхимных ство-
ловых клеток. Чтобы подтвердить это, мы провели про-
теотранскриптомный анализ ИКК и первичных культур 
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остеобластов человека в ходе остеогенной дифференци-
ровки in vitro.

Протеомный анализ проводили при помощи тан-
демной масс-спектрометрии с ионной подвижностью. 
В литературе все еще нет примеров сравнения разных 
подходов протеомики-дробовика, которые можно реали-
зовать на этой платформе, поэтому в рамках поставлен-
ной биологической задачи мы провели сравнение data 
dependent (DDA) и data independent acquisition (DIA) под-
ходов протеомного анализа.

Методы DIA-протеомики оказались на порядок бо-
лее эффективными по сравнению с классическим DDA-
подходом. Однако все подходы позволили выделить три 
четких кластера — ИКК в контроле, ИКК в дифференци-
ровке и остеобласты.

Патологическая остеогенная дифференцировка 
ИКК значительно отличается от нормальной остео-
генной дифференцировки при формировании костной 
ткани. Описанные нами различия представляются пер-
спективными для поиска подходов для терапии КАС. 
Исследование выполнено при поддержке гранта РНФ 
номер 18-14-00152.
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На 20 половозрелых кроликах — самцах прове-
ден эксперимент, целью которого является изучение 
методом иммуногистохимии индекса пролиферации 
(Ki-67-позитивные клетки) и готовности к апоптозу 
(CD95-позитивные клетки) клеток эпидермиса и дермы 
в условиях применения супернатанта пробиотических бак-
терий Bifidobacterium bifidum. Понимание роли апоптоза 
в образовании рубцовой ткани может способствовать по-
иску новых подходов к терапии, связанной с воздействи-
ем на иммунные механизмы регуляции гибели клеток.

Животные были разделены на контрольную и экс-
периментальную группы. Под общим обезболиванием 
на спине животного по паравертебральной линии фор-
мировали инфицированные раны мягких тканей, через 
3–5 суток начинали лечение. В группе контроля лече-
ние проводили традиционным методом. В эксперимен-
тальной группе применяли супернатант Bifidobacterium 
bifidum. С 1 по 25 сутки под местной анестезией выпол-
няли биопсию раны. Иммуногистохимические реакции 
проводили в парафиновых срезах с использованием 
первичных антител Ki 67, CD95 / Apo 1, (DAKO) и си-
стемы визуализации En vision. Ядра докрашивали гема-
токсилином. У контрольной группы закрытие раневого 
дефекта происходило к 20 суткам с формированием гру-
бого соединительнотканного рубца и сохранением дис-
трофически — дегенеративных изменений подкожной 
клетчатки и мышц, дегенеративных изменений нервных 
стволиков. В экспериментальной группе на 10 сутки экс-
перимента наблюдается полная эпителизация раневого 
дефекта с его оволосением, гистологическая картина 

эпителизации с сохранением всех функционирующих 
структур, что характеризует потенцирование суперна-
тантом Bifidobacterium bifidum механизмов физиологи-
ческой репаративной регенерации. При иммуногистохи-
мическом исследовании до начала лечения количество 
клеток экспрессирующих маркер CD95+ и Ki67+ оди-
наково во всех группах. В экспериментальной группе 
на 1–3 сутки наблюдается рост носителей CD95+ с по-
следующим его снижением, начиная с 3–5 суток. С 1 су-
ток, наблюдается рост носителей маркера Ki67+ и продол-
жается до 15 суток. На 3–5 сутки наблюдаем «перекрест 
маркеров», что, на наш взгляд, характеризует переход 
первой фазы раневого процесса во вторую. В группе кон-
троля наблюдается снижение CD95+. На 5 сутки наблю-
дается некоторый всплеск уровня Ki67+ с дальнейшим 
его уменьшением практически до нуля. В эпидермисе 
молодых рубцов обнаруживаются активные процессы 
пролиферации. Метка локализуется в ядрах клеток ба-
зального и шиповатого слоя и округлых клетках, которые 
имеются в сосудах и между коллагеновыми волокнами 
зоны роста. В контрольной группы закрытие раневого де-
фекта происходит к 20 суткам, в дерме метки нет.

Супернатант пробиотических бактерий Bifidobacterium 
bifidum является индуктором апоптоза в первую фазу ра-
невого процесса. Во вторую и третью фазы данное веще-
ство индуцирует механизмы физиологической репара-
тивной регенерации.

ПЕРСПЕКТИВНЫЙ ЭЛЕКТРОПРОВОДЯЩИЙ 
МАТЕРИАЛ ДЛЯ ОСТЕОИНДУКЦИИ 
НА ОСНОВЕ АЦЕТАТ ЦЕЛЛЮЛОЗЫ 
С PEEDOT:PSS
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П.М. Готовцев, Т.Е. Григорьев
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Ключевые слова: тканевая инженерия, аналог ЭЦМ на ос-
нове природных полимеров, электропроводящие материа-
лы, PEEDOT:PSS, ацетат целлюлозы.

Как известно для эффективной пролиферации и адге-
зии остеобластов предпочтительнее использовать нетка-
ный высокопористый материал, обладающей свойством 
электропроводности [1]. Архитектура полимерной осно-
вы может варьироваться в зависимости от типа и лока-
лизации замещаемой нативной ткани. В данной работе 
в качестве полимерной основы выбран диацетат цел-
люлозы, природный полимер, обладающий требуемыми 
прочностными характеристиками и биосовместимостью. 
В качестве электропроводящего наполнителя выбран 
PEEDOT:PSS, представляющий собой полимерную смесь 
двух иономеров. Один компонент в этой смеси состоит 
из полистиролсульфоната натрия, который представляет 
собой сульфированный полистирол. Часть сульфониль-
ных групп депротонирована и несет отрицательный за-
ряд. Другой компонент — PEDOT, несет положительные 
заряды и основан на политиофене. Получение материа-
лов на основе полистиролсульфоната ограничено изби-
рательной растворимостью в органических растворите-
лях и технологическими ограничениями в переработке 
данного полимера. Отдельной задачей является сшивка 
PEEDOT:PSS, так полимер достаточно быстро растворя-
ется в водных растворах. Однако в работе предложен ме-
тод введения данного электропроводящего компонента 
в полимерную базу.
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В качестве архитектуры тканеинженерного каркаса 
выбран высокопористый губчатый матрикс на основе 
ацетата целлюлозы, полученный методом лиофилиза-
ции. В качестве растворителя использован диоксан. 
Введение электропроводящей компоненты осуществле-
но повторной лиофилизацией полимерной основы после 
импрегнации филлера в водном растворе PEEDOT:PSS. 
Полученные полимерные материалы подвергнуты моди-
фикации в парах сшивателя.

Разработанные материалы охарактеризованы мето-
дами электронной микроскопии с контролем процесса 
деформации и БЭТ; исследованы физико-механические 
и электропроводящие характеристики. Установлено, что 
прочность и электропроводность материалов соответ-
ствует диапазону значений, требуемых для эффективной 
пролификации клеточных структур. Работа выполнена 
при поддержке Гранта РНФ № 21-13-00321.
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Иммунотерапия, наряду с хирургией, химио- и радио-
терапией, подтвердила свою эффективность в лечении 
злокачественных опухолей. Иммунотерапия использует 
различные средства, прямого и опосредованного дей-
ствия, для стимуляции иммунного ответа против патоло-
гических клеток. Одним из направлений иммунотерапии 
является адоптивный перенос иммунокомпетентных кле-
ток в организм пациента. Для этой цели чаще всего ис-
пользуют Т- и NK- клетки. У NK-клеток имеется ряд пре-
имуществ, важнейшим из которых является отсутствие 
необходимости предварительной стимуляции для эли-
минации клеток-мишеней. Иммунотерапия NK-клетками 
предполагает введение пациенту значительных коли-
честв клеток. До недавнего времени это было ключевым 
ограничением. Сейчас для получения необходимого ко-
личества клеток используют два основных подхода: с ис-
пользованием и без использования фидерных клеток.

Источниками для масштабного производства NK-
клеток являются: периферическая кровь, пуповинная 
кровь, индуцированные плюрипотентные стволовые 
клетки и клеточные линии. Самый распространенный 
источник для культивирования NK-клеток — это перифе-
рическая кровь, которую использовали для дальнейшей 
работы. Выделение мононуклеарной фракции клеток 
проводили в градиенте плотности фиколла, а также при-
меняли магнитную сепарацию. Полученную клеточную 
фракцию культивировали в присутствии фидерной линии 
K562-mIL15-mIL21-4-1BBL в течении 3 недель. В ре-
зультате культивирования были получены значительные 

количества NKклеток: увеличение от исходного количе-
ства от 50000 до 100000 раз, содержание NKклеток 
в конечной популяции составляло от 80 до 98%.

Оценку функциональной активности полученных кле-
ток проводили в прямом цитотоксическом тесте с флуо-
ресцентной визуализацией против опухолевых клеточных 
линий: К562, меланомы, нейробластомы. В цитотокси-
ческом тесте наблюдали 100% гибель мишеней через 
48–72 часа кокультивирования. Кроме того, с помощью 
проточного цитометрического анализа проводили оцен-
ку маркера дегрануляции (CD107a) против клеточной 
линии К562. При кокультивировании NK-клеток и клеток 
К562, маркер дегрануляции увеличивался в среднем 
в 4 раза по сравнению с интактными клетками.

Для оценки возможности хранения полученных 
функциональных NK-клеток, их криоконсервировали. 
Функциональную активность, после размораживания, 
проверяли в тестах аналогичных свежеприготовленным 
клеткам. Все характеристики сохранялись.

Таким образом разработан и апробирован протокол 
экспансии и масштабнойнаработки NK-клеток, пригод-
ных для клинического применения.
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GNAO1-энцефалопатия — орфанное неврологиче-
ское заболевание, вызванное мутациями в гене GNAO1. 
GNAO1 кодирует альфа-субъединицу G-белка (Gαo), 
важную для функционирования центральной нервной 
системы. Заболевание проявляется у детей младенче-
ского возраста в виде эпилепсии и/или двигательной 
дисфункции с задержкой развития. Фенотипическая 
гетерогенность указывает на необходимость при-
менения подходов персонализированной медицины. 
Один из наиболее частых и тяжело протекающих ва-
риантов GNAO1-энцефалопатии вызван мутацией 
GNAO1 c.607 G>A (G203R). Предположительно, мутация 
имеет доминантно-негативное проявление, хотя меха-
низм нарушения функции белка Gαo в нейронах мало из-
учен. В настоящей работе мы уточнили фенотипическое 
эффект мутантного белка Gαo-G203R в клеточной куль-
туре и разработали подход персонализированной генной 
терапии в отношении данного патогенного варианта. Для 
этого в первичную культуру нейронов мыши доставляли 
с помощью аденоассоциированных вирусов (ААВ) би-
цистронные векторы, экспрессирующие Gαo с мутацией 
или дикого типа и репортерный белок. Мы обнаружили, 
что Gαo-G203R приводит к повышению общего уровня 
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внутриклеточного цАМФ — одного из важнейших сигналь-
ных мессенджеров нейронов, в то время как оверэкспрес-
сия здоровой формы Gαo ведет к снижению концентрации 
цАМФ относительно контроля. Методом визуализации 
внутриклеточного кальция мы выявили сниженный от-
вет на стимуляцию баклофеном нейрональной культуры, 
экспрессирующей мутантный белок. Полученные нами 
результаты подтверждают гипотезу о доминантно-нега-
тивном проявлении мутации c.607 G>A. Исходя из ток-
сичного проявления Gαo-G203R в нейронах, ранее нами 
был предложен генотерапевтический подход, направ-
ленный на аллель-селективное подавление транскрип-
та GNAO1 c.607 G>A с помощью РНК-интерференции. 
По результатам скрининга были выбраны перспективные 
эффекторы РНК-интерференции, демонстрирующие вы-
сокую аллель-специфичность и эффективность супрес-
сии в отношении мутантной мРНК. Последовательности 
эффекторов использовали для создания искусственных 
микроРНК в составе экспрессионных ААВ-векторов. 
Преимущество микроРНК заключается в возможности 
тканеспецифической экспрессии и сниженных побочных 
эффектах в организме. Результаты Вестерн-блота и ал-
лель-специфической кПЦР показали, что доставка кан-
дидатных ААВ-микроРНК в клетки снижает экспрессию 
мутантного белка Gαo-G203R, сохраняя продукцию Gαo 
дикого типа на высоком уровне. Таким образом, генная 
терапия с использованием микроРНК является перспек-
тивным подходом для GNAO1-энцефалопатии с вариан-
том c.607 G>A, который характеризуется доминантно-не-
гативным проявлением.
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Раковые стволовые клетки (РС) представляют собой 
наиболее злокачественную субпопуляцию опухолевых 
клеток, ответственную за метастазирование и рециди-
вы заболевания. В случае колоректального рака широ-
ко используемым маркером этой субпопуляции явля-
ется CD133 (проминин-1). С целью выявления новых 
биомаркеров, ассоциированных с экспрессией CD133, 
мы провели сравнительное протеомное профилирова-
ние CD133+ и CD133– cубпопуляций, выделенных с по-
мощью FACS из опухолевого материала 5 пациентов. 
В результате LC-MS/MS анализа было идентифицирова-
но 29 белков с повышенной не менее чем в 2,5 раза экс-
прессией в CD133+ клетках. Среди них CEACAM5 имел 
повышенную экспрессию во всех CD133+ образцах. 
Дополнительное исследование методом проточной 

цитометрии опухолевых клеток от 22 пациентов показа-
ло четкую ассоциацию между CD133 и CEACAM5, экс-
прессия которого, была увеличена в 2–20 раз в субпо-
пуляции РСК у всех пациентов. Чтобы выяснить является 
ли CD133 регулятором экспрессии CEACAM5 мы полу-
чили клоны линий колоректального рака Caco-2 and HT-
29, нокаутированные по CD133. Однако нокаут этого гена 
не менял средний уровень экспрессии CEACAM5 хотя 
и достоверно увеличивал вариативность его присутствия 
на мембране клеток. Полученные результаты показыва-
ют, что CD133 вряд ли непосредственно регулирует экс-
прессию CEACAM5, но, возможно, оказывает влияние 
на его мембранное расположение.

С целью выявления молекулярных регуляторов экс-
прессии CD133 был проведен сравнительный протеом-
ный и транскриптомный анализ CD133+ и CD133– клеток 
Caco-2, HT-29, а также гепатоцелюлярной карциномы 
HUH7. Число дифференциально экспрессирующихся 
белков (отличающихся минимум в 2 раза) было 35 для 
HT-29, 39 для Caco-2; и 75 для HUH7. Транскриптомный 
анализ выявил 10 дифференциальных транскриптов для 
линии HT-29, 71 для линии Caco-2, 66 для линии HUH7. 
CD133 был единственным транскриптом, дифференци-
ально экспрессирующимся во всех 3 линиях. Полученные 
данные были объединены и проанализированы с исполь-
зованием платформы «GeneXplain» для поиска моле-
кулярных ключевых регуляторов CD133. В результате 
in silico анализа был сформирован список из 16 потен-
циальных ключевых регуляторов (транскрипционных 
факторов), предположительно участвующих в регуляции 
экспрессии CD133, среди которых, TRIM28 получил мак-
симальный рейтинг. Нокаут TRIM28 методом геномного 
редактирования с использованием CRISPR-Cas9 практи-
чески полностью подавлял экспрессию CD133 в клетках 
CaCo-2. Таким образом, подтверждена роль TRIM28 в ка-
честве молекулярного регулятора экспрессии CD133. 
Эта молекула может стать потенциальной мишенью для 
терапии опухолей, направленной против РСК. Работа вы-
полнена в рамах Программы фундаментальных научных 
исследований в Российской Федерации на долгосроч-
ный период (2021–2030 годы) (№ 122022800499-5).

ЭРИТРОПОЭТИН КАК АКТИВАТОР 
АУТОФАГИИ В МЕЗЕНХИМНЫХ СТВОЛОВЫХ 
КЛЕТКАХ

А.П. Лыков1, 2, М.А. Суровцева1, Н.А. Бондаренко1, 
И.И. Ким1, Ю.С. Гаврилова1, О.В. Повещенко1

1  НИИКЭЛ-филиал ИЦиГ СО РАН, Новосибирск, 
Россия

2  ФГБУ НИИТ Минздрава России, Новосибирск, 
Россия

e-mail: aplykov2@mail.ru

Ключевые слова: эритропоэтин, мезенхимные стволовые 
клетки, аутофагия.

Тканеспецифические стволовые клетки взрослого ор-
ганизма, включая мезенхимные стволовые/стромаль-
ные клетки (МСК), вовлечены в процесс регенерации по-
вреждений органов и тканей. МСК рассматриваются как 
альтернативный способ лечения при различных дегене-
ративных процессах в органах и тканях [1]. К недостаткам 
лечения дегенеративных процессов с использованием 
МСК можно отнести кратковременность терапевтиче-
ского потенциала стволовых клеток, как следствие ги-
бели в условиях неблагоприятного микроокружения [2]. 
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Эритропоэтин (ЭПО) способен усиливать терапевтиче-
ский потенциал МСК [3]. Однако механизмы, ведущие 
к увеличению терапевтического потенциала МСК, предо-
бработанных ЭПО исследованы недостаточно. Целью ра-
боты — оценка влияния ЭПО на аутофагию в МСК.

МСК получены из костного мозга больных ишемиче-
ской болезнью сердца. Принадлежность к «истинным» 
МСК верифицирована фенотипированием, дифферен-
цировкой в соединительнотканном направление. МСК 
4-го пассажа культивировали в питательной среде 
ДМЕМ, с добавлением 2 мМ L-глутамина, 5 мМ HEPES-
буфера, 10% ЭТС, антибиотика и 33,4 МЕ/мл ЭПО 
(Рекормон, Швейцария) до 3-го пассажа. Аутофагию 
оценивали иммуноцитохимическим способом с исполь-
зованием моноклональных антител к LC3B (Abcam, 
США) и DAPI (BD, США), флуоресценцию анализировали 
на микроскопе Axio Observer Z1.

Показано, что культивирование МСК с ЭПО способ-
ствует увеличению аутофагии в 2,7 раза по сравнению 
с контролем на том же сроке культивирования.

Таким образом, одним из механизмов усиления тера-
певтического потенциала МСК ЭПО является активация 
аутофагии, что наделяет клетки способностью противо-
стоять неблагоприятным факторам микроокружения.
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Мезенхимные стволовые/стромальные клетки (МСК) 
способны стимулировать репаративные/регенератив-
ные процессы, как в норме, так и при патологических 
процессах. Терапевтический потенциал МСК в отдель-
ности и при сочетании их с другими биологически актив-
ными молекулами, в том числе и эритропоэтин (ЭПО), 
показан как на экспериментальных моделях у животных, 
так и клинических исследованиях на человеке [1–3]. 
Однако возраст, хронические воспалительные процессы 
в организме существенно влияют на функциональные 
свойства клеток, что диктует необходимость «лечения» 
стволовых клеток перед их использованием как тера-
певтического агента. ЭПО проявляет цитопротективное 
действие на различные клетки организма. Цель исследо-
вания — оценка влияния различных сроков экспозиции 
МСК с ЭПО in vitro на функциональный потенциал клеток.

МСК выделены из костного мозга больных ишемиче-
ской болезнью сердца. МСК 4-го пассажа инкубировали 
с ЭПО (33,4 МЕ/мл, Рекормон, Швейцария) в течение 1, 
72 часов, 1 и 4 недель. Оценивали экспрессию молекул 
адгезии, рецепторов к ЭПО (ЭПОР), ко-экспрессию ЭПОР 
с общей бета-цепью цитокинов, апоптоз/некроз, клеточ-
ный цикл, пролиферацию, миграцию.

Характер изменения экспрессии молекул адгезии 
на клеточной мембране МСК зависел от времени экспо-
зиции с ЭПО и количества пассажей. Кратковременная 
экспозиция МСК с ЭПО (1 или 72 часа) существенно 
не влияла на пролиферацию клеток. При длительном куль-
тивировании МСК с ЭПО отмечено снижение апоптоза/
некроза, уменьшения доли клеток в G0G1 фазе клеточного 
цикла, увеличению пролиферативного и миграционного 
потенциала и продукции ЭПО. Предобработка МСК ЭПО 
способствовала возрастанию устойчивости клеток к окис-
лительному стрессу, гипергликемии и их сочетанию. По дан-
ным электронной микроскопии предобработка МСК ЭПО 
способствовала увеличению объемной плотности мембран 
гранулярного эндоплазматического ретикулума на 47%.

Таким образом, предобработка МСК эритропоэтином 
стимулирует изменения функциональной активности 
клеток.
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Одним из актуальных направлений регенеративной 
медицины является регенеративная медицина иммунной 
системы, направленная на восстановление функциониро-
вания иммунных клеток. Среди других клеток иммунной 
системы, интерес представляют клетки врожденного им-
мунитета, в частности — макрофаги (МФ). МФ играют важ-
ную роль в поддержании гомеостаза организма, в форми-
ровании защитного иммунитета, а их дисфункция является 
существенным фактором патогенеза многих заболеваний, 
в связи с чем МФ рассматриваются как перспективная 
мишень и потенциальный источник клеточной терапии. 
В последние годы большой интерес вызывают МФ (иМФ), 
дифференцированные из индуцированных плюрипотент-
ных стволовых клеток человека (иПСК). Генерация иМФ 
из иПСК: а) моделирует дифференцировку тканевых ре-
зидентных МФ в эмбриогенезе; б) позволяет получать ге-
нетически модифицированные МФ; в) позволяет получать 
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МФ в масштабируемых количествах. В докладе обсужда-
ются принципы получения иМФ, наиболее перспективные 
направления их использования, вопросы безопасности 
клинического применения, а также суммируются результа-
ты собственных исследований иМФ.

В результате собственных исследований отработана 
модель и различные протоколы получения иМФ, пока-
зано, что иМФ имеют характерную для МФ морфологию 
и фенотип (CD14+CD45+CD11b+), экспрессируют маркеры 
характерные для «наивных» неполяризованных МФ (фено-
тип CD163+/lowCD206+/lowHLA-DR+/lowCD86+/lowCD80low), ко-
продуцируют про- и противо-воспалительные цитокины/хе-
мокины (IL-6, CCL2, CXCL1, CXCL8, CXCL10, IL-10, IL-1RA, 
CCL22 и др.), отвечают на воспалительные сигналы (LPS/
IFN-γ), обладают высокой фагоцитарной активностью, спо-
собны эффективно подавлять бактериальную инфекцию 
в модели in vitro. Сравнительный анализ иМФ, полученных 
с использованием различных протоколов, показал, что 
все иМФ имеют сходные морфологические и фенотипи-
ческие характеристики, однако различаются по деталям 
транскриптомного профиля (экспрессии генов, ассоции-
рованных с воспалительным ответом, липидным обменом, 
презентацией антигена) и траекториям дифференцировки. 
С использованием системы CRISPR/Cas9 разработана 
модель и показана возможность получения генетически 
модифицированных иМФ человека с индуцибельной экс-
прессией генов, участвующих в регуляции воспалительно-
го и противоинфекционного иммунитета.

В целом, разработана модель получения иМФ и ге-
нетически модифицированных иМФ человека, которая 
может быть использована для изучения механизмов 
и разработки методов коррекции воспалительного и про-
тивоинфекционного иммунитета, а в перспективе — для 
коррекции нарушенных функций макрофагов в клини-
ке. Работа поддержана грантом РНФ № 19-075-1076. 
Работа проводилась с использованием оборудования 
ЦКП ИБР им Н.К. Кольцова РАН.
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За последние десятилетия было показано, что при ста-
рении головного мозга поддержание функционального 
пула нейронов тесно связано с постоянным обновлением 
цитоплазмы и окислительным фосфорилированием, что 
определяет актуальность изучения аутофагии и митохон-
дрий для разработки таргетной терапии возраст-ассоци-
ированных нейродегенеративных заболеваний [1].

Цель исследования — определение уровней экс-
прессии маркеров шаперон-опосредованной аутофагии 
HSP70, LAMP2A, макроаутофагии LC3B, V ферментного 
комплекса митохондрий ATP5A, контроля качества мито-
хондрий DJ1 в нейронах различных зон головного мозга 
человека при старении.

Аутопсийный материал был получен от 30 умер-
ших старческого возраста, причиной смерти которых 

явилась тромбоэмболия легочной артерии. Для срав-
нительного анализа был использован аутопсийный ма-
териал лиц 35–45 лет (n=10), умерших от внезапной 
сердечной смерти. В анамнезе больных отсутствовали 
указания на когнитивные и двигательные нарушения. 
Иммуногистохимическое исследование было проведе-
но с использованием антител к LC3B, HSP70, LAMP2, 
ATP5A и DJ1. Оптическая плотность оценивалась в пе-
рикарионе 150 крупных нейронов V слоя коры пре-
центральной извилины, стриатума, пирамидного слоя 
гиппокампа. Для выявления различий между группами 
использовали критерий Краскела-Уоллиса.

Результаты иммуногистохимического исследова-
ния выявили увеличение экспрессии HSP70 в примерно 
2 раза, а LAMP2А и LC3B в 1,5 раза в старческой возраст-
ной группе по сравнению с контролем. Экспрессия ATP5A 
в нейронах коры, стриатума, гиппокампа в группе старче-
ского возраста по сравнению группой молодого возраста 
была выше на 42%, 26% и 41%, соответственно. Во всех 
изученных зонах при старении отмечалась тенденция 
к снижению значений DJ1, однако статистически значи-
мых различий между группами выявлено не было.

Таким образом можно предположить, что обнаружен-
ные нами изменения уровней маркеров различных типов 
аутофагии, АТФ-синтетазы и маркера качества митохон-
дрий, вероятно, способствуют выживаемости нейронов 
при возрастной инволюции за счет поддержания проте-
остаза и адекватного уровня энергии в клетках, а даль-
нейшее изучение вышеуказанных белков с помощью 
различных методов клеточной и молекулярной биологии 
может внести вклад в понимание механизмов старения.
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Химерные рецепторы CAR — трансмембранные ре-
цепторы, последовательность которых методами генной 
инженерии собрана из двух функциональных частей: 
внеклеточная часть химерного рецептора, узнающая 
опухолевый антиген на поверхности клетки-мишени, 
и внутриклеточная часть, состоящая из последователь-
ности активирующего домена Т-клеточного рецептора 
CD3ζ, а также одного или нескольких ко-стимулирующих 
доменов. В результате узнавания внеклеточной частью 
химерного рецептора CAR опухолевого антигена проис-
ходит активация CAR Т-клетки с последующим специфи-
ческим элиминированием опухолевой клетки.

Традиционно дизайн внеклеточной части рецептора 
CAR включает создание генетической конструкции, ко-
дирующей одноцепочечный фрагмент вариабельной ча-
сти (scFv) известного моноклонального антитела против 
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конкретной молекулярной мишени. Известно, что scFv 
части отдельных химерных рецепторов CAR часто стре-
мятся к агрегации, в частности посредством «обмена 
доменами» (domain-swapping). Агрегация химерных ре-
цепторов CAR приводит к тонической активации CAR 
Т-клеток, снижая специфичность цитотоксической актив-
ности CAR Т-клеток, а также приводя к более быстрому 
истощению пролиферативного потенциала (снижению 
персистенции) CAR T-клеток. Тенденция к агрегации 
является характеристикой каждой конкретной последо-
вательности scFv. Подбор оптимальной последователь-
ности внеклеточной части рецептора CAR является тру-
доемкой и времязатратной процедурой.

В данной работе в качестве внеклеточной части 
химерного рецептора использовалась полноразмер-
ная последовательность Flt3-лиганда — естественного 
агониста тирозикиназного рецептора Flt3. Flt3-лиганд 
с высокой аффинностью взаимодействует с рецепто-
ром Flt3. Рецептор Flt3 представлен в повышенном 
количестве на поверхности бластных клеток в большин-
стве случаев острого миелоидного лейкоза. В пример-
но трети случаев рецептор Flt3 несет активирующую 
мутацию, что связывают с плохим прогнозом. Таким 
образом, безантительные Flt3-CAR Т-клетки могут бо-
лее специфично элиминировать бластные клетки при 
остром миелоидном лейкозе.

В ходе работы была получена генетическая конструк-
ция, кодирующая безантительный химерный рецептор 
Flt3-CAR, содержащая полноразмерную последователь-
ность неизмененного Flt3-лиганда. С помощью лентиви-
русной трансдукции донорских CD3-позитивных клеток 
были получены Flt3-CAR T-клетки. Было показано, что 
Flt3-CAR T-клетки специфически элиминируют Flt3-
позитивные клетки THP-1 и не мешают пролиферации 
Flt3-негативным клеткам U937. Используя клетки Flt3-
CAR Jurkat как модель Flt3-CAR T-клеток, неспособную 
к Т-клеточной активации, было показано, что химерный 
белок Flt3-CAR не цитотоксичен по отношению к Flt3-
позитивным клеткам THP-1. Киллинг Flt3-позитивных 
клеток THP-1 дозозависимо ингибировался растворен-
ным рекомбинантным Flt3-лигандом.

Таким образом, полученные Flt3-CAR T-клетки спец-
ифически убивают Flt3-позитивные клетки in vitro. Для 
элиминирования клеток-мишеней безантительным 
Flt3-CAR T-клеткам необходим функциональный меха-
низм Т-клеточной активации. Безантительные Flt3-CAR 
T-клетки взаимодействуют с клетками-мишенями через 
сайт связывания Flt3-ligand:Flt3 рецептора Flt3 на по-
верхности THP-1.
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Дегенеративно-дистрофические изменения пояс-
ничного отдела позвоночника занимают 5 место среди 

причин госпитализации и 3 место среди причин хирурги-
ческого лечения. В настоящее время золотым стандар-
том хирургического лечения при грыжах межпозвонко-
вого диска в поясничном отделе позвоночника является 
микрохирургическая или эндоскопическая секвестр- или 
дискэктомия. При этом риск развития рецидива забо-
левания при эндоскопическом методе достигает 30%, 
а при микрохирургическом — 10%. Рецидивы грыж меж-
позвонковых дисков часты, так как при классическом 
исполнении операции остаётся дефект в фиброзном 
кольце и задней продольной связке. Для снижения ри-
ска развития рецидива на мировом рынке в настоящее 
время существует единственный импортный (США) 
биосовместимый имплант, который не получил распро-
странения в связи с высокой стоимостью, а также оста-
точным высоким риском рецидива. На отечественном 
рынке аналогов не существует. При использовании меж-
теловых кейджей после дискэктомии с последующей 
фиксацией позвонков с целью создания спондилодеза 
после операции возникают следующие осложнения: син-
дром смежного уровня, миграция фиксаторов, что тре-
бует проведения повторных оперативных вмешательств. 
Кроме того, при проведении таких операций многократно 
возрастает её продолжительность, объём кровопотери, 
увеличивается срок пребывания на постельном режиме. 
При использовании нашего устройства в позвоночно-
двигательном сегменте сохранится полная амплитуда 
движений, что, в свою очередь, является профилактикой 
и синдрома смежного уровня.

Нами планируется создание биосовместимого 
устройства для укрытия дефекта фиброзного кольца 
для предотвращения рецидивов после поясничной се-
вестрэктомии. Разработка биосовместимого устройства 
для укрытия дефекта фиброзного кольца при малоинва-
зивных операциях на поясничном отделе позвоночника 
позволит улучшить результаты хирургического лечения 
дегенеративных заболеваний поясничного отдела по-
звоночника и улучшить качество жизни данной группы 
пациентов, которые в основном являются людьми трудо-
способного возраста.

В настоящее время разработан эскиз устройства; 
совместно с НИЦ «Курчатовский институт» проводятся 
комплексные испытания для изучения свойств материа-
лов для выбора наиболее подходящего.
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М.В. Угловой посвящается

В последнее десятилетие отмечается рост заболе-
ваемости аутоиммунной патологией во всем мире. Это 
касается также хронических прогрессирующих ауто-
иммунных заболеваний нервной системы: рассеянного 
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склероза (РС) , миастении (МА)- приводящих к ранней 
инвалидизации. По данным различных авторов в настоя-
щее время в мире насчитывается более двух миллионов 
больных РС. Показатель распространенности миасте-
нии достигает 38 на 100 тыс. населения в зависимости 
от региона. Несмотря на раннюю диагностику аутоим-
мунных заболеваний нервной системы (АИЗН), успехи 
фармакотерапии, остаются проблемы, нуждающиеся 
в других терапевтических стратегиях для контроля актив-
ности заболевания (Smith JA., et al.2021), предотвраще-
ния прогрессирования инвалидности, преодоления рези-
стентности к стандартной терапии.

Гемопоэтические стволовые клетки (ГСК) исполь-
зуются в терапии РС около 20 лет в протоколах низко, 
средне и высокодозной иммуносупрессивной терапии 
(ВИСТ) с последующей аутотрансплантацией стволовых 
кроветворных клеток (АТСКК). Иммуноаблация позволя-
ет элиминировать аутореактивные клоны Т-лимфоцитов, 
нивелировать иное влияние иммунных механизмов при 
РС. АТСКК приводит к реконституции иммунной системы 
без иммунопатологических звеньев, формирующих за-
болевание, где воспалительный и нейродегенеративный 
процессы соседствуют. Пациенты с РС в целом хорошо 
переносят АТСКК, риск смертельных осложнений близок 
к 0,3 %. В Европейском регистре по трансплантации кост-
ного мозга (ЕВМТ) на 2021 год находится 1875 больных 
РС после АТСКК с различными типами заболевания [1]. 
На ранних стадиях заболевания с ремиттирующим тече-
нием, где преобладает воспалительный процесс в ЦНС, 
отмечается высокая эффективность лечения с регрес-
сом неврологических симптомов по шкале EDSS и по-
следующей стабилизацией состояния в течении 3–5 лет 
по разным данным у 70–90 % больных РС. Эти резуль-
таты в целом соответствуют нашим наблюдениям 49 па-
циентов (Макаров С.В. и др.2016), при этом пятилетняя 
выживаемость без прогрессирования составила в груп-
пе 45%. Полагаем, что быстро прогрессирующее тече-
ние РС, резистентные к стандартной фармакотерапии 
формы, являются показанием к АТСКК. Было отмечено 
(Sharrck B. et al.,2020), что АТСКК, по-видимому, дает яв-
ное преимущество с точки зрения NEDA (отсутствие при-
знаков активности заболевания), демонстрируя показа-
тели 66–93% по сравнению с отдельными препаратами 
второй линии терапии — моноклональными антителами.

АТСКК имеет ограниченную эффективность при 
прогрессирующих формах РС [2], отсутствует влияние 
на нейродегенеративный процесс (Muraro et al., 2017). 
Предполагалось, что аутотрансплантация мезенхималь-
ных стволовых клеток (МСК) или нейральных стволовых 
клеток (НСК) может справиться с такой задачей. Обладая 
нейропротективным и нейротрофическим влиянием, 
МСК секретируют факторы, индуцирующие рост аксо-
нов и увеличивающие выживаемость клеток in vitro (Kim 
et al., 2010). Так же МСК проявляют иммуносупрессив-
ную активность путем модуляции регуляторной функции 
Т-клеток. В работе Karussis etal. (2010) у пациентов с ре-
миттирующим и прогрессирующим РС отмечались имму-
номодулирующие эффекты после аутотрансплантации 
МСК и статистически значимое улучшение показателей 
EDSS в течение 6 месяцев наблюдения. В то же время 
в группе с прогрессирующим течением РС во второй 
фазе исследования по введению МСК не отмечалось 
стойких улучшений (Bonab et al., 2012). На животных 
моделях РС было установлено, что трансплантация НСК 
ингибирует периферическую и периваскулярную ак-
тивацию провоспалительных Т-клеток и увеличивает 
количество противовоспалительных Т-reg. (Pluchino 
et al., 2005). Использование НСК на животных моделях 

РС выявило их паракринные функции, ограничивающие 
развитие нейродегенеративного процесса, что открыва-
ет в будущем перспективу применения клеток в клиниче-
ской практике.

Авторами [3] были проанализированы результаты 
публикаций в базах данных: PubMed/Medline, EMBASE, 
Web of Science Cochrane Library до сентября 2021. 
Описано 10 больных с рефрактерной к стандартному 
лечению МА, которым была проведена АТСКК. У всех 
наблюдалось клиническое улучшение и ремиссия забо-
левания. У нас имеется собственный опыт наблюдения 
двух пациентов с МА после ВИСТ АТСКК. В первом слу-
чае после трансплантации отмечался стойкий регресс 
большинства признаков заболевания с многолетней 
ремиссией; второй случай без клинического эффекта 
указывает на то, что больные с МА с длительными сро-
ками заболевания и сопутствующей патологией в ста-
дии декомпенсации имеют ограничения для проведения 
такой терапии. Просматриваются перспективы персо-
нифицированной терапии МА с использованием гума-
низированной докли-нической модели предварительно 
кондиционированных МСК (Sudres M., et al.2017), что 
позволяет включать механизмы ингибирования клеточ-
ной пролиферации и связанных с В-клетками костимули-
рующих молекул, а также активировать регулятор ком-
племента DAF/CD55.

По поводу применения аллогенной транспланта-
ции при АИЗН не существует единого мнения из-за вы-
сокого риска посттрансплантационных осложнений. 
Дальнейшая разработка терапевтических стратегий 
на основе достижений регенеративной медицины, изуче-
ния стволовых клеток может оказать значительное влия-
ние на качество жизни пациентов с АИЗН.
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Необходимость поиска новых путей терапии ауто-
иммунных заболеваний обусловлена ограниченным ар-
сеналом средств с минимальными числом побочными 
проявлениями.

Известно, что белок CD 86 в физиологической кон-
центрации индуцирует иммунный ответ организма по-
средством связывания со стимулирующим рецептором 
CD 28 Th клеток. Также показано, что избыточная кон-
центрация белка CD 86 в результате активации генов, 
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ответственных за синтез белка CTLA-4, подавляет им-
мунный ответ [1, 2].

В нашем исследовании получены экзосомы, несущие 
избыточное количество белка CD-86. Последнее достига-
лось путем трансфекции мультипотентных мезенхималь-
ных стромальных клеток пациента вектором на основе 
плазмиды Plasmid 1764 Addgene, с встроенным геном 
CD 86. Плазмиды с встроенным геном использовали 
для получения компетентной культуры Е.coli (штамм XL1-
Blue). Трансфекцию выполняли по достижению 4-го пас-
сажа с ежесуточной заменой 30% культуральной среды. 
Забранную среду использовали для приготовления экзо-
сом методом магнитосорбции.

Полученные экзосомы в последующем использовали 
для терапии обострений атопического дерматита у трех 
пациентов (мужчины в возрасте 24–35 лет) с их ин-
формированного согласия путем нанесения на область 
кожного повреждения дважды в день с интервалом 
в 12 часов. В отсутствии базисной терапии все пациенты 
отмечали снижение симптоматики уже в первые три дня 
применения: исчезновение зуда, шелушения и сухости, 
а в дальнейшем — нормализацию внешнего вида кожных 
покровов. Исследование выполняется в ходе реализации 
с госзадания. Рег. № 121032400217-9.
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Одним из наиболее перспективных направлений те-
рапии атопического дерматита считается применение 
тканеинженерных конструкций на основе клеток. Однако, 
эффективность такой терапии как правило не превы-
шает 40% [1]. Целью исследования явилось повышение 
успешности лечения повреждений кожи, что достигается 
путем использования не клеток, а секретируемых ими 
экзосом, содержащих потенциальные терапевтические 
агенты.

Так, с целью повышения терапевтического потен-
циала мультипотентные мезенхимальные стромаль-
ные клетки жировой ткани в процессе культивирования 
трансфецировали плазмидными векторами, обеспе-
чивающими эктопическую экспрессию гена Klotho 
(membrane, Addgene plasmid 17712) и повышающего 
клеточную резистентность [2]. Спустя четыре пассажа, 
забирали «кондиционную» среду (не более 30% от обще-
го объема с заменой на свежую культуральную среду). 
С целью получения экзосом, отобранную среду центри-
фугировали. Полученный супернатант фильтровали 

на фильтрах с диаметром пор 100 нм и выделенные эк-
зосомы анализировали на содержание белка Klotho и ре-
зистентность к долговременному хранению в условиях 
гипотермии. Оказалось, что концентрация белка Klotho 
составила 456–486 пг/мл и не изменялась во время 
хранения (36 суток). В последующем экзосомы наносили 
непосредственно на повреждённые участки кожи четырех 
пациентов. Предварительные данные об эффективности 
метода у данных пациентов — добровольцев с их инфор-
мированного согласия позволяют предполагать перспек-
тивность данного подхода. Исследование выполняется 
в рамках госзадания № 121032400217-9.
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Большинство онкологов считает, что злокачественная 
опухоль возникает в результате размножения одной един-
ственной мутировавшей клетки. Есть другое объяснение 
природы онкогенеза. Согласно ему рак — это атавизм, 
результат пробуждения древнего спавшего механизма 
бесполого размножения, то есть механизма нормально-
го онтогенеза очень далеких предков [1]. Бесполое раз-
множение — это образование новой особи, но не из зи-
готы, а из комплекса соматических клеток [2]. Бесполо 
размножаются наиболее примитивные первичновод-
ные беспозвоночные, находящиеся близко к основанию 
филогенетического дерева Metazoa. Большинством 
Metazoa способность к бесполому размножение утраче-
на. Но их регуляторная физиологическая система меха-
низм этого процесса в неактивном спящем виде хранит. 
Заболевание раком, согласно альтернативному объяс-
нению природы этой болезни, происходит из-за того, что 
этот механизм пробуждается и начинает работать. Чтобы 
предупреждать возникновение злокачественной опухоли, 
следует не допускать пробуждения этого механизма.

Но как это делать? Если исходить из альтернативного 
объяснения природы онкогенеза, то ответ на этот вопрос 
есть. Онкогенез, согласно альтернативному объяснению 
природы рака — это атавистическое бесполое размноже-
ние. Значит, опухоль — это атавистический зародыш но-
вой особи. Для предотвращения образования нормально-
го, то есть возникающего из зиготы зародыша, женщины 
используют противозачаточные средства. Поэтому для 
предотвращения образования опухоли нужно применять 
тоже их. Понятно, что эти противозачаточные средства 
должны быть совершенно другого состава, чем противо-
зачаточные средства, предотвращающие беременность, 
так как механизмы полового и бесполого размножения 
сильно различаются.

Эффективность противозачаточных средств, пре-
дотвращающих беременность, основана на знании 
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механизма регуляции полового размножения. Механизм 
же регуляции бесполого размножения животных неиз-
вестен. Его не изучали. Не изучали его потому, что губ-
ки, стрекающие, колониальные асцидии и другие раз-
множающиеся бесполо примитивные беспозвоночные 
не представляют значительного практического интереса. 
Незнание механизма регуляции бесполого размножения 
не дает возможности что-либо сказать о том, как регули-
руется образование опухоли, а значит и о том, как воз-
действовать на ее образование, то есть как не допускать 
пробуждения спящего механизма бесполого размноже-
ния. Чтобы найти средство, предотвращающее рак, нуж-
но прежде понять, как регулируется бесполое размноже-
ние у беспозвоночных.

Но накоплены обширные сведения о регуляции бес-
полого размножения у растений. Очень вероятно, что 
механизм регуляции бесполого размножения у них схож 
с механизмом регуляции бесполого размножения у жи-
вотных. Поэтому для понимания механизма регуляции 
бесполого размножения животных (и для понимания ме-
ханизма возникновения опухоли) важно знать результа-
ты исследований бесполого размножения растений.
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Длительно незаживающие раны и нарушение реге-
нерации являются актуальной медицинской проблемой. 
Одно из перспективных направлений терапии в настоя-
щий момент связано с использованием макрофагов [1]. 
Данные клетки представляют собой гетерогенную пла-
стичную популяцию, внутри которой выделяют фенотипы 
М1 (провоспалительный) и М2 (противовоспалитель-
ный). При этом макрофаги могут быть поляризованы 
в М2 направлении различными стимулами [2]. Показано, 
что М2 макрофаги способны оказывать положительное 
воздействие на заживление ран [3].

Нами был разработан протокол получения макрофагов 
с М2 фенотипом, в котором ключевым механизмом поля-
ризации является распознавание и поглощение моноцита-
ми апоптотических клеток неадгезивной фракции [4]; клет-
ки были обозначены как М2(LS, Low Serum). Репаративный 
потенциал данных клеток оценивали по способности мо-
дулировать функциональную активность фибробластов 
дермы (пролиферацию, экспрессию α-SMA, продукцию 
коллагена I типа) в сравнении с М1 и М2. Содержание рас-
творимых факторов (ангиогенин, TGF-β, VEGF) определяли 
при помощи иммуноферментного анализа.

По сравнению с М1, M2(LS) характеризо-
вались более выраженным стимулирующим 

влиянием на пролиферацию (увеличение в 3,55 раза 
vs 2,4) и дифференцировку фибробластов дермы 
(α-SMA-экспрессирующих клеток в культуре 69,5% 
vs 48%; содержание коллагена 107,3 нг/мл vs 77,3 нг/
мл). Более того, M2(LS) активнее стимулировали диф-
ференцировку фибробластов по сравнению с клетками, 
поляризованными в М2 фенотип интерлейкином 4 или 
дексаметазоном.

Мы предположили, что выраженный стимулирующий 
эффект М2(LS) связан с продукцией профиброгенных 
и ангиогенных факторов. Действительно, М2(LS) практи-
чески двукратно превышали макрофаги других феноти-
пов по продукции TGF-β1 и более чем в 2,7 раза — ан-
гиогенина, а также характеризовались более высоким 
уровнем VEGF (2870 пг/мл, pW=0,07 по сравнению 
с другими подтипами).

Таким образом, М2 макрофаги, поляризованные 
в результате эффероцитоза, представляют собой пер-
спективный материал для разработки новых подходов 
к лечению ран, ассоциированных с нарушением процес-
сов репарации.

Благодарим ЦКП «Коллекция плюрипотентных куль-
тур клеток человека и млекопитающих общебиологи-
ческого и биомедицинского направления» ФИЦ ИЦиГ 
СО РАН за предоставление линии дермальных фибро-
бластов NAF1.
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Высокая заболеваемость и динамика патоморфоза 
рака щитовидной железы, требуют совершенствования 
диагностических подходов и новых данных для персона-
лизированной диагностики, профилактики и лечения [1]. 
В литературе имеются данные о роли очень распростра-
ненного триггера — стресса в развитии патологии щито-
видной железы, а также в нарушении сигнальных путей 
апоптоза и онкотрансформации клеток [2]. Цель нашего 
исследования — разработать методический подход выяв-
ления значимых для практики молекулярно-генетических 
закономерностей онкотрансформации тиреоидного эпи-
телия с целью выделения разных групп пациентов с точ-
ки зрения диагностики и патогенетической терапии.

Материал и методы исследования. Выполнено ком-
плексное экспериментально-клиническое исследование 
на лабораторных животных (самцы и самки белых крыс 
зрелого возраста с моделью острого и хронического 
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иммобилизационного стресса, n=40) и фрагментов тка-
ни щитовидной железы и пунктатов клеток пациентов 
с узловыми образованиями щитовидной железы из по-
пуляции жителей Республики Крым. Выполнены мор-
фологические (световая и электронная микроскопия) 
и молекулярные исследования (иммуногистохими и им-
муноцитохимя с маркерами FAS-R, bcl-2, Ki-67).

Наши эксперименты in vivo и изучение материала па-
циентов дали сопоставимые результаты. Стресс являет-
ся пусковым фактором дисрегуляции клеточного цикла. 
Трансформация тироцитов тесно связана с активацией 
внешнего и внутреннего пути апоптоза и ингибировна-
ием антиапоптотичесокго фактора. Морфология транс-
формации тиреоидного эпителия — это часто феномен 
исключений и уникальности, что затрудняет попытки 
морфологов удовлетворить запрос хирургов на адекват-
ную предоперационную диагностику и выработать оп-
тимальную тактику. Молекулярные маркеры в сложных 
диагностических случаях на предоперационном этапе 
могут решить эти задачи при расчете индекса злокаче-
ственности как производного из количественных резуль-
татов иммуноцитохимического исследования.

Это позволило выявить патогенетическую основу 
и выработать методический подход для выявления кли-
нически значимых молекулярных закономерностей онко-
трансформации тиреоидного эпителия. Это способству-
ет оптимизации алгоритма работы с такими больными 
с точки зрения пациент-ориентированного мультидис-
циплинарного подхода. Работа получила поддержку 
из госзадания No FZEG-2020-0060 «Алгоритмы молеку-
лярно-генетической диагностики злокачественных ново-
образований и подходы к их таргетной терапии с приме-
нением клеточных и генетических технологий».
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На сегодняшний день одной из наиболее перспектив-
ных и стремительно развивающихся групп материалов 
составляют синтетические полимерные носители, ис-
пользуемые в тканевой инженерии для трансплантации 
клеток и регенерации поврежденных тканей. Метод элек-
троформования, используемый для изготовления волок-
нистых трехмерных матриксов, позволяет точно контро-
лировать внутреннюю архитектуру матрикса. Высокая 
пористость делает такие матриксы очень привлека-
тельными для тканевой инженерии, т. к. от пористости 

матрикса зависит васкуляризация и восстановление тка-
ней за счет диффузии газов и поступления питательных 
веществ. Один из наиболее широко используемых поли-
меров в электроформовании — полиамид-6. Нетканые 
материалы из полиамида-6 могут быть применены в ши-
роком спектре отраслей — от фильтрации аэрозолей [1] 
и сорбции нефти [2] до тканевой инженерии [3]. При 
этом, полиамид может быть переработан в волокна как 
из раствора, так и расплава.

В данной работе исследовано влияние структуры не-
тканых материалов из полиамида-6, полученных различ-
ными способами (из раствора или расплава, с отжигом 
и без), на адгезию и пролиферативную активность ле-
гочных эмбриональных фибробластов человека линии 
LECH. Нетканый материал, полученный электроформо-
ванием расплава полиамида-6, характеризуется волок-
нами со средним диаметром 2,2 мкм, а плотность упа-
ковки волокон в полотне составила 4,6%. Материалы, 
полученные из раствора, имели средний диаметр во-
локна 3,5 мкм и плотность упаковки 6,0%. После отжига 
матриц плотность упаковки возросла до 6,2% (расплав) 
и 7,2% (раствор).

Исследование скорости адгезии клеток на волокни-
стые матриксы показало, что клетки более эффективно 
прикреплялись к матриксам, полученным из расплавов. 
Количество клеток через 168 часов культивирования 
также было значительно выше на матриксах, получен-
ных из расплава по сравнению с матриксами из раство-
ра. Стоит отметить, что скорость пролиферации клеток 
на матриксах, полученных после отжига, была ниже как 
в случае их получения из раствора, так и из расплава, 
что связано с увеличением плотности упаковки волокон 
в материалах в процессе отжига.
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Болезнь Хантингтона — наследственное аутосомно-
доминантное нейродегенеративное заболевание, причи-
ной которого является экспансия кодона CAG, кодирую-
щего аминокислоту глутамин (Q), в первом экзоне гена 
Huntingtin (HTT). Мутантный белок хантингтин, содержа-
щий удлиненный полиглутаминовый тракт (polyQ), теря-
ет нативную конформацию, что ведет к нарушению вы-
полнения им своих функций, и вызывает формирование 
белковых агрегатов в клетках. Агрегация аномального 
белка в срединных шипиковых нейронах полосатого тела 
оказывает негативный эффект на функционирование 
клеток головного мозга и приводит к их гибели. На более 
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поздних стадиях болезни нейродегенерация распростра-
няется и на нейроны коры больших полушарий мозга.

Для изучения патологических процессов, приводя-
щих к гибели нейронов, нами созданы клеточные модели 
на основе индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток (ИПСК). Важным преимуществом такой модели 
является способность к неограниченной пролиферации 
в культуре, а также возможность дифференцировки 
в различные типы клеток организма человека. Кроме 
того, технология получения ИПСК из соматических кле-
ток взрослого человека позволяет создавать пациент-
специфические модели, пригодные для тестирования 
потенциальных лекарственных препаратов с учетом 
индивидуальных генетических особенностей организ-
ма. Помимо пациент-специфичных ИПСК, важную роль 
в изучении вклада мутантного хантингтина в развитие 
патологии играют изогенные линии ИПСК, полученные 
путем внесения удлиненного тракта повторов CAG в ге-
ном (первый экзон гена HTT) клеток, полученных от здо-
рового донора.

Активными участниками процессов белкового го-
меостаза в клетке являются белки семейства 14-3-3. 
Изучение изменений в составе интерактома 14-3-3, 
вызванных экспрессией мутантного белка хантингтин, 
поможет понять молекулярные механизмы развития па-
тологии и найти мишени для терапевтического воздей-
ствия. Для изучения состава интерактома 14-3-3 на изо-
генных клеточных линиях, моделирующих болезнь 
Хантингтона, проведен трансгенез ИПСК генетически-
ми конструкциями, экспрессирующими белки 14-3-3ζ 
и 14-3-3ε с эпитопами 3хFLAG и 2хStrepTagII. Наличие 
дополнительных эпитопов позволяет выделять комплек-
сы взаимодействующих белков с помощью тандемной 
аффинной очистки. Получены клоны ИПСК здорового 
пациента и изогенных линий, содержащих удлиненный 
тракт повторов CAG (69Q) в гене HTT, которые несут 
доксициклин-управляемые трансгены 14-3-3-3хFLAG-
2хSTII в локусе AAVS1. Экспрессия трансгена под-
тверждена Вестерн-блот анализом. Детальное изучение 
интерактома белков семейства 14-3-3 внесет вклад 
в понимание молекулярных механизмов патогенеза бо-
лезни Хантингтона. Работа поддержана Министерством 
науки и высшего образования Российской Федерации, 
Соглашение № 075-15-2021-1063.
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Остеогенная дифференцировка мезенхимных ство-
ловых клеток является многоступенчатым процессом, ко-
торый протекает сходным образом в норме при развитии 
костной ткани, и при патологиях таких, как кальцифика-
ция сосудов и клапанов сердца. Показана роль отдельных 
генов и сигнальных каскадов в формировании костной 
ткани, сопутствующем ангиогенезе, а также в патогене-
зе ряда заболеваний, связанных с нарушением остеоген-
ной дифференцировки. В то же время, ранние инициатор-
ные механизмы остеогенной дифференцировки всё ещё 

остаются неясными [1]. Одним из ключевых факторов, 
потенциально влияющих на остеогенную дифференци-
ровку мезенхимных клеток, является их происхождение.

Мы провели сравнение шести типов мезенхимных 
клеток человека (МСК). В работе использовали первич-
ные культуры МСК из тканей зуба (МСК пульпы зуба, 
МСК фибробластов связки и десны), жировой ткани 
(МСК жировой ткани), кости (остеобласты) и пуповины 
(МСК из Вартонова студня).

Клетки индуцировали к остеогенной дифференциров-
ке с использованием остеогенной среды, затем выделя-
ли РНК и белок для молекулярно-биологических исследо-
ваний на 2-й и 10-й день остеогенной дифференцировки. 
Анализ транскриптома, секретома и протеома шести 
типов МСК показал высокую согласованность между 
разными типами данных. Все шесть типов МСК демон-
стрировали разные паттерны экспрессии как в недиффе-
ренцированном состоянии, так и при дифференцировке, 
и эти паттерны сходны у клеток, имеющих сходное проис-
хождение. Это свидетельствует о различных механизмах 
остеогенной дифференцировки в зависимости от типа 
ткани, что следует учитывать при осмыслении регенера-
тивных стратегий соответствующих тканей.

Показана критическая роль контакта эндотелиальных 
клеток с МСК в процессе остеогенной дифференцировки 
и также продемонстрирована ключевая роль сигнально-
го пути Notch при остеогенной дифференцировке МСК 
в присутствии эндотелиальных клеток.

Проведенные исследования демонстрируют возмож-
ность управления остеогенной дифференцировкой при 
помощи модификации эндотелиальных клеток, направ-
ляющих дифференцировку МСК, как в сторону усиления 
дифференцировки, так и в сторону ее подавления. Работа 
поддержана грантом РФФИ 19-29-04082.
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Основной причиной формирования костного дефекта 
челюсти критического размера являются одонтогенные 
воспалительные заболевания [1]. Использование гра-
нулированных остеокондуктивных костно-пластичесих 
материалов (ГМ) для направленной костной регенерации 
не всегда приводит к желаемому результату. Методы 
тканевой инженерии облегчают производство биоин-
женерных конструкций в составе с биоразлагаемыми 
носителями [2,3].

Целью исследования является разработка способа 
повышения адсорбционной ёмкости ГМ для увеличения 
остеоиндуктивных свойств скаффолда.

В этом исследовании использовались пять наи-
более часто используемых ГМ: Maxresorb, Bio-Oss, 
Cerabone, Xenograft Collagen, Osteon II. Для определения 
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адсорбционной способности с поверхности ГМ путем де-
газации удаляли грубые крошки, мелкую пыль и пузырь-
ки воздуха. Пассивную дегазацию проводили в физиоло-
гическом растворе при 37°С в течение 20 минут. Далее 
проводили активную дегазацию в лимонной кислоте 
с рН1 при 37°С в течение 10 минут, с последующим уль-
тразвуковым воздействием УЗУ-0,25 в течение 60 се-
кунд на частоте 18 кГц и мощности 250 Вт.

По результатам сканирующей электронной микро-
скопии во всех ГМ на внутренних поверхностях кана-
лов и пор уменьшилось содержание крупнодисперсной 
крошки, мелкодисперсной пыли и пузырей воздуха. 
Нами рассчитаны показатели адсорбционной ёмкости 
исследуемых ГМ. Экспериментально выявлено, что зна-
чение фактической адсорбционной емкости может быть 
использовано для определения объема факторов роста 
кости, адсорбированного трансплантатом, который мате-
риал может размещать на своих поверхностях.

Таким образом, очищенные поры и каналы позволят 
увеличить площадь контакта с внутренними поверхно-
стями графта компонентов микроциркуляторного русла, 
жидкости, клеточных элементов и разместить требуемое 
количество факторов роста кости.
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Микрогравитация негативно сказывается на состоя-
нии костной ткани. В условиях реального космического 
полета, наиболее сильные проявления остеопении у кос-
монавтов и астронавтов, выражены в дистальных отде-
лах нижних конечностей и отделах позвоночника, ответ-
ственных за поддержание позы.

Гомеостаз костной ткани зависит от функциональ-
ной активности стромальных предшественников кости 
и костного мозга. Данных о влиянии микрогравитации 
на стромальные предшественники, вовлекаемые в ре-
моделирование костной ткани, немного. Поэтому многие 
вопросы, связанные с потенциалом малодифференциро-
ванных стромальных предшественников, локализован-
ных в костном мозге и костной ткани, в условиях опорной 
разгрузки остаются открытыми.

Цель исследования — повести анализ морфофунк-
ционального состояния мезенхимальных стромальных 
клеток (МСК) костного мозга и костной ткани, получен-
ных из бедренной и большеберцовой костей крыс по-
сле 14-суточного антиортостатического вывешивания 

(наземная модель микрогравитации in vivo) и 14-суточ-
ного периода реадаптации.

Для исследования были взяты самцы крыс линии 
Wistar 4–6-месячного возраста, следующих групп: ви-
варный контроль, антиортостатическое вывешивание 
(АОВ) и 14-суточная реадаптация. Были определены 
пролиферативный и остеогенный потенциал МСК, а так-
же транскриптомная активность генов, ответственных 
за гомеостаз костной ткани (Mmp9, Spp1, Runx2, RANKL, 
OPG, Ibsp, BMP10, Sost, Alpl).

АОВ приводило к уменьшению клеточного прироста 
и остеогенного потенциала стромальных прогениторов 
костного мозга и костной ткани бедренной и больше-
берцовой костей. Анализ транскриптомной активности 
показал снижение экспрессии генов, ответственных 
за остеосинтез и увеличение экспрессии генов, приво-
дящих к остеорезорбции. Более выраженные негатив-
ные изменения наблюдались в клетках большеберцовой 
кости. В период реадаптации не происходило полного 
восстановления остеопотенциала и транскриптомной ак-
тивности клеток из костной ткани и костного мозга боль-
шеберцовой кости.

Таким образом, опорная разгрузка приводит к сни-
жению остеогенных свойств МСК на транскриптомном 
и функциональном уровнях. Этот эффект был более вы-
ражен в МСК костного мозга и костной ткани дистальных 
отделов конечностей. Работа выполнена по программе 
фундаментальных исследований ГНЦ РФ — ИМБП РАН 
№ 65.3
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Исследование проведено с целью охарактеризовать 
влияние химического и термического способа стаби-
лизации биополимерного слоя ионно-трековой мем-
браны на её физико-химические и биофункциональные 
свойства.

В исследовании использовалась полиэтилентереф-
талатная пленка, перфорированная ионами тяжелых ме-
таллов (Xe, Kr) на ускорителе ядерных частиц. Нанесение 
биополимерного слоя из раствора хитозана и коллагена 
проводили методом электроспиннинга, с использова-
нием установки Nanon — 01A (MECC Co. LDT Япония). 
Для стабилизации биослоя использовали термическую 
(120°С, 60 мин) и химическую (в парах глутарового аль-
дегида, 60 мин) обработку.

Установлено, что тип обработки не влияет на структу-
ру биослоя, основным структурным элементом биослоя 
являются спонтанно переплетенные между собой волок-
на, толщиной 170 ± 40 нм. Выявлено, что термическая об-
работка вызывает увеличение дзета-потенциала биома-
териала и повышает сорбционную емкость в отношении 
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бычьего сывороточного альбумина. Установлено, что 
термический способ стабилизации биополимерного 
слоя не оказывает ингибирующего действия на проли-
феративную активность адгезированных фибробластов 
человека, в то время как химическая обработка снижает 
пролиферативную активность клеток, однако сохраняя 
при этом жизнеспособность клеток.

Таким образом, установлено, что, варьируя способ 
фиксации биополимерного слоя, можно регулировать 
физико-химические и биофункциональные свойства 
биоматериала. Сочетание высокой биосовместимости 
натуральных полимеров и стабильности синтетических 
материалов может быть успешной стратегией при изго-
товлении раневых покрытий нового типа, с заданными 
функциональными свойствами.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ИОННО-ТРЕКОВОЙ 
МЕМБРАНЫ МОДИФИЦИРОВАННОЙ 
ХИТОЗАН-КОЛЛАГЕНОВЫМИ 
НАНОВОЛОКНАМИ В КАЧЕСТВЕ СРЕДСТВА 
ДОСТАВКИ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ
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П.С. Еремин1, И.Р. Гильмутдинова1, 
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Успешной регенерации кожных покровов, в результа-
те ранений различного генеза (механические, термиче-
ские или химические поражения) может препятствовать 
ряд факторов, среди которых ключевое значение играет 
контаминация раневого ложа патогенной микрофлорой. 
Изоляция раны от экзогенной микрофлоры и своевре-
менная доставка в раневое ложе антибиотиков может по-
высить эффективность лечения кожных ран.

Цель исследования оценить сорбционные свойства 
ионно-трековой мембраны модифицированной электро-
прядным слоем из хитозана и коллагена.

В исследовании использовалась полиэтилентереф-
талатная пленка, перфорированная ионами тяжелых ме-
таллов (Xe, Kr) на ускорителе ядерных частиц. Нанесение 
биополимерного слоя из раствора хитозана и коллагена 
проводили методом электроспиннинга, с использованием 
установки Nanon — 01A (MECC Co. LDT Япония). Для ста-
билизации биослоя использовали термическую (120°С, 
60 мин. Для насыщения биоматериала антибиотиком ис-
следуемые образцы погружали в раствор гентамицина 
(40мг/мл) на 60 минут, после чего высушивали при 37°С.

Установлено, что после нанесение электропрядного 
слоя на поверхность трековой мембраны сорбционная 
емкость биоматериала, в отношении гентамицина, уве-
личивается на 80%. Модифицированный биоматериал 
обладает повышенной продолжительностью высвобож-
дения гентамицина, максимум высвобождения гентами-
цина приходится на первые 60 мин. инкубации. Показано, 
что полученный биоматериал не оказывает цитотоксиче-
ского действия на клетки и поддерживает пролифератив-
ную активность фибробластов.

Таким образом, полученные результаты указывают 
на возможность использования модифицированной 

ионно-трековой мембраны в качестве компонента ра-
невых покрытий с улучшенными функциональными 
свойствами.

ИЗМЕНЕНИЕ ВНЕКЛЕТОЧНОГО МАТРИКСА 
МУЛЬТИПОТЕНТНЫХ МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ 
СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕТОК ПРИ СТАРЕНИИ 
IN VITRO
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М.И. Ездакова1, А.Ю. Ратушный1
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Исследование процессов старения являет-
ся актуальной задачей регенеративной медицины. 
Мезенхимальные стромальные клетки (МСК) — важные 
участники поддержания гомеостаза в различных тканях, 
поскольку обладают широким секреторным профилем. 
В том числе МСК продуцируют внеклеточный матрикс 
(ВКМ), молекулы которого вовлечены в регуляцию функ-
циональной активности клеток. Изучение ремоделирова-
ния ВКМ у сенесцентных МСК может внести вклад в по-
нимание процессов старения их ниши.

Для получения сенесцентных МСК (линия ASC52telo) 
применяли подход стресс-индуцированного старения 
с помощью митомицина С (МмС). После 10 дней культи-
вирования характеризовали ВКМ, накопленный под мо-
нослоем «молодых» (МмС-) и сенесцентных (МмС+) МСК, 
а также после децеллюляризации (дцВКМ) с помощью 
гистологического окрашивания и масс-спектрометрии. 
Депонированные в дцВКМ факторы роста изучали с по-
мощью иммуноферментного анализа. Для оценки транс-
крипции генов ВКМ использовали количественный ПЦР 
анализ.

У сенесцентных МСК было выявлено снижение про-
дукции структурных молекул ВКМ и усиление протеоли-
тических процессов. Полуколичественный анализ после 
окрашивания коллагеновых и неколлагеновых белков 
продемонстрировал снижение тотального содержа-
ния данных компонентов ВКМ у MмС+ МСК в 1,6 раз 
и 1,9 раз, соответственно. Также было установлено сни-
жение экспрессии генов, кодирующих коллаген 1 типа 
(COL1A1), эластин (ELN) и фибронектин (FN) и увели-
чение экспрессии гена коллагеназы MMP1 в 3 раза 
у МмС+ МСК. Масс-спектрометрически было выявлено, 
что в экстракте дцВКМ от МмС+ по сравнению с МмС– 
МСК снижено содержание структурных белков ВКМ: кол-
лагенов (COL1A2, COL3A1, COL6A1-A3), адгезионных 
и регуляторных гликопротеинов (FBLN1, FBLN2, EMIL1, 
POSTN, TNC, MXRA5, TGFBI). При этом было идентифи-
цировано увеличение содержания ряда белков ВКМ, 
которые участвуют в регуляции активности плазмина 
(PAI1 и PAI2, A2M, VTN). В клеточных лизатах сенес-
центных по сравнению с «молодыми» МСК обнаружено 
уменьшенное количество ферментов, отвечающих за ор-
ганизацию коллагеновых фибрилл, таких как PLOD1-3, 
P4HA1, P4HA3, PCOC1, LOXL1.

С помощью иммуноферментного анализа в экстрак-
те дцВКМ от МмС+ МСК было выявлено увеличение 
содержания факторов роста СTGF и снижение VEGF. 
Среди других секретируемых факторов, идентифици-
рованных масс-спектрометрически, в сенесцентных 
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МСК обнаружено увеличение продукции GDF15, ассо-
циированного с клеточным ответом на стресс, и отсут-
ствие продукции важного хемокина гемопоэтической 
ниши — CXCL12.

Таким образом, структурно-функциональная моди-
фикация ВКМ может быть одной из причин смещения 
тканевого гомеостаза при старении и служить фактором 
риска для развития ряда патологий. Работа выполнена 
при поддержке гранта РНФ № 21-75-10117.
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Система внутрикостных пространств (СВП) является 
одним из структурных феноменов костной ткани [1]. Она 
играет важную роль в жизнедеятельности костно-сустав-
ного аппарата и может быть использована для реше-
ния актуальных задач современной биоимплантологии. 
Морфометрический анализ параметров дефинитивных 
элементов СВП [1, 2] с учётом уровней структурной ор-
ганизации указывает на необходимость увеличения 
её объёма и размеров поперечных сечений каналов (пор) 
с целью повышения скорости остеоинтеграции. В на-
тивной кости объём СВП составляет 10–20% в зависи-
мости от биологических факторов (пол, возраст, раса, 
индивидуальные особенности и др.). Этот показатель 
может возрастать до 30% при селективном выделении 
из кости основных её фаз при деминерализации или 
деорганификации [1].

Увеличение объёма и размеров поперечных сечений 
каналов (пор) можно обеспечить нанесением перфора-
ций на поверхности и в объёме костных фрагментов [3] 
физико-механическими методами при обеспечении вы-
сокого качества вновь создаваемых поверхностей [4]. 
При этом существует возможность использования есте-
ственных и искусственно созданных полостей в качестве 
депо лекарственных средств для направленной доставки 
их в зону оперативного вмешательства.

СВП имеет важное значение и для стерилизации кост-
ных имплантатов, достижение микробиологического соот-
ветствия которых является одним из главных требований 
обеспечения безопасности реципиентов и сотрудников 
банков тканей [5]. Работа выполнена в рамках государ-
ственного задания FGUU-2022-0008-122022600100-
2 и при поддержке Междисциплинарной научно-образо-
вательной школы Московского университета «Фотонные 
и квантовые технологии. Цифровая медицина».
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Пролиферативная диабетическая ретинопатия (ПДР) 
остается одной из главных причин слепоты. Несмотря 
на признание основного значения системных факторов, 
методы ее лечения связаны исключительно с интраоку-
лярным воздействием. Это свидетельствует о том, что 
основные факторы, влияющие на течение данного со-
стояния не известны. Вместе с тем существует вероят-
ность регресса неососудов (НС) без интраокулярного 
лечения, что является доказательством обратимости 
процесса [1]. Поскольку развитие и регресс НС — разно-
направленные процессы, их разделение является прин-
ципиальным при формировании дизайна исследований. 
В существующей классификации ПДР данные соображе-
ния не учитываются.

На основании сопоставления клинического и па-
томорфологического изучении вариантов эволюции 
ПДР, в рамках проведенного с 1997 по 2019 годы ис-
следования, было выявлено, что патологический анги-
огенез является основным событием, а фазы развития 
и регресса НС имеют четкие признаки. Определяющим 
в жизненном цикле НС являлось наличие или отсутствие 
их гемоперфузии.

Нами предложена новая классификация эпицентров 
ангиогенеза (ЭА) при ПДР с учетом фазы жизненного 
цикла неососудов (развитие, стабилизация (пауза) или 
регресс) и стадии развития НС (капилляры; неососуды 
среднего калибра и капилляры; все отделы, включая ма-
гистральные неососуды). Фазы жизненного цикла эпи-
центров были обозначены буквами: V — развитие (от лат. 
virent — цветущий); P — стабилизация (P — pause — пау-
за), M — регресс (Moriens — погибающий). Степень раз-
вития НС были обозначены цифрами 1–3: 1. наличие 
только капилляров: 2. наличие капилляров и НС средне-
го калибра; 3. наличие всех звеньев сосудистой системы. 
Каждый ЭА обозначался буквой и цифрой, например: V1. 
При патоморфологическом исследовании предложенная 
классификация подразумевает обязательное клинико-
морфологическое сопоставление.

Таким образом, данная классификация ПДР позволя-
ет: 1. изменить принцип формирования групп патоморфо-
логических и клинических исследований с целью получе-
ния более корректных результатов; 2. изучить ассоциацию 
фаз эволюции ПДР с динамикой соматического статуса 
пациента и индивидуализировать подход к лечению.
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Герниопластика, на сегодняшний день, является 
одной из самых частых хирургических операций в ми-
ровой практике. Однако использование натяжной пла-
стики приводит к негативным последствиям таким как 
рецидивы, свищи и хронические боли, в связи с этим 
актуален поиск оптимальных поддерживающих мате-
риалов [1, 2]. На данный момент существуют различ-
ные хирургические материалы как синтетического, так 
и природного происхождения, основными требования-
ми к которым являются неиммуногенность, отсутствие 
токсичности и прочность. Целью данного исследования 
была оценка биосовместимости ацеллюлярного дер-
мального матрикса (АДМ) на основе дермы свиньи, 
применяемого в качестве поддерживающего материа-
ла для проведения герниопластики.

Исследование выполнялось в лаборатории фунда-
ментальных исследований в области регенеративной 
медицины ЦНИЛ ФГБОУ ВО КубГМУ Минздрава России. 
Основой для создания материала была нативная дерма 
поросёнка породы Ландрас возрастом 4 месяца, кото-
рая подвергалась детергентно-энзиматической обра-
ботке. Экспериментальная герниопластика проводилась 
на свинье-грыженосителе породы Ландрас, размер гры-
жевых ворот составлял 8×3 см.

При определении иммуногенности полученного мате-
риала проводился количественный анализ ДНК, его со-
держание составило не более 50 нг /мкг ткани, что со-
ответствует критерию качества децеллюляризации [3]. 
На 60-й день, после первичной герниопластики с при-
менением АДМ, отсутствовала воспалительная реак-
ция в тканях, вокруг имплантированного АДМ не обра-
зовалась соединительнотканная капсула. Биопсийный 
материал, взятый из области послеоперационного шва, 
исследовался при помощи иммуногистохиических мар-
керов CD3, CD31, CD68 и было установлено присутствие 
большого количества коллагена I типа, фибробластов 
и эндотелиоцитов, характерных для плотной соедини-
тельной ткани.

В результате проведенного эксперимента было от-
мечено, что разработанный нами АДМ может приме-
нятся в качестве поддерживающего материала для 
герниопластики.

Исследование выполнено при поддержке гранта 
Российского научного фонда № 22-25-00199.
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На данный момент коллагеновые гидрогели пред-
ставляют собой перспективные биоматериалы, которые 
могут быть прим. мы в различных направлениях био-
медицины, клеточных технологиях и тканевой инжене-
рии [1]. Основной проблемой, связанной с использова-
нием разработанных биоматериалов in vivo, является 
их потенциальная токсичность для живого организма [2]. 
Если в процессе гелеобразования используется хими-
ческая обработка исходного материала, то необходимо 
учитывать цитотоксичность полученного образца в отно-
шение животных клеток [3]. Целью нашего исследования 
являлась оценка цитотоксичности разработанного нами 
репаративного гидрогеля на основе дермы свиньи.

Исследование выполнялось в лаборатории фунда-
ментальных исследований в области регенеративной 
медицины ЦНИЛ ФГБОУ ВО КубГМУ Минздрава России. 
Для оценки цитотоксических свойств был произведен 
анализ жизнеспособности клеточной линии дермальных 
фибробластов DF-1, совместно с коллагеновым гидро-
гелем в разных соотношениях, с последующей оценкой 
пролиферации и жизнеспособности методом Live/Dead 
через 24 и 72 часа инкубации согласно инструкции про-
изводителя. В качестве контроля использовалась лунка 
с полной питательной средой без добавления гидрогеля.

Анализ результатов оценки жизнеспособности про-
демонстрировал отсутствие токсических эффектов ги-
дрогеля на культуру дермальных фибробластов. На пер-
вые сутки инкубации наибольшая жизнеспособность 
клеток отмечалась в контрольных лунках, однако через 
72 часа культивирования количество жизнеспособных 
клеток увеличилось в присутствии гидрогеля для всех 
исследуемых соотношений, что свидетельствовало о хо-
рошей пролиферационной способности клеток в отноше-
нии исследуемого биоматериала. Во всех исследуемых 
концентрациях гидрогеля не наблюдалось снижения про-
цента жизнеспособности клеточной культуры ниже 72%. 
При этом материалы считаются биосовместимыми при 
проценте жизнеспособности более 70% в соответствии 
с критериями стандарта ISO10993-5 [4].

Таким образом, полученные результаты показали, что 
клетки в биодермальном гидрогеле оставались жизнеспо-
собными, исследуемый материал не был цитотоксичен 
и может быть использован для дальнейших исследований.
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Дифференцировка индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток (ИПСК), полученных от пациентов и ус-
ловно здоровых доноров, позволяет изучать генетические 
аномалии in vitro. Ранее мы описали клинический случай 
привычного невынашивания беременности у пациентки 
с асимметричной инактивацией Х-хромосомы в перифери-
ческих лимфоцитах, буккальном эпителии и эндометрии [1]. 
C помощью aCGH мы выявили микроделецию Xq24 раз-
мером 239 т.п.о., затрагивающую восемь генов. Получение 
ИПСК позволит изучать асимметричную инактивацию 
Х-хромосомы и другие последствия микроделеции как 
в плюрипотентных, так и в дифференцированных клетках.

Мы получили три линии ИПСК из фибробластов кожи 
пациентки. Репрограммирование проводили с помощью 
эписомных векторов (Thermo Fisher Scientific). Линии 
ИПСК имели нормальный кариотип, экспрессирова-
ли маркеры плюрипотентности, при дифференцировке 
в эмбриоидные тельца экспрессировали маркеры всех 
трех зародышевых листков.

Полученные линии ИПСК можно использовать для 
изучения асимметричной инактивации Х-хромосомы. 
Получение ИПСК проведено на базе ЦКП «Коллекция 
плюрипотентных культур клеток человека и млекопи-
тающих общебиологического и биомедицинского на-
правления» ИЦиГ СО РАН (https:ckp.icgen.ru/cells”). 
Исследование поддержано Министерством науки и выс-
шего образования Российской Федерации, Соглашение 
№ 075-15-2021-1063.
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Нестин-экспрессирующие клетки, потомки клеток 
нервного гребня, контролируют активность гематопоэти-
ческих стволовых клеток, регулируя, таким образом, об-
новление крови. Однако, роль таких клеток в поддержа-
нии состава других тканей, в частности, жировой ткани 
остается не выясненной. Ранее методом биоинформати-
ческого анализа клеток человека в контроле и при акти-
вации адипогенной дифференцировки было обнаружено, 
что в кластере, который содержит клетки с высоким уров-
нем экспрессии нестина, присутствуют клетки, в которых 
высокоэкспрессированы гены белков, участвующих 
в биогенезе везикул.

Целью данной работы было исследование динамики 
секреции везикул клетками Nes+ МСК мыши в ходе ади-
поцитарной дифференцировки МСК.

Исследование проводили на МСК подкожной жи-
ровой ткани молодых (8 недель) самцов мышей, 
экспрессирующих   GFP под промотором маркерного бел-
ка клеток нервного гребня, нестина (линия Nes-GFP+). 
Тотальную популяцию МСК, выделенных из жировой 
ткани мышей линии Nes-GFP+ наращивали и разделяли 
с использованием клеточного сортера на нестин-экс-
прессирующие (GFP+), а также клетки со слабой экспрес-
сией нестина (GFPdim) и популяцию, не содержащую GFP. 
Клетки наращивали до конфлуентного монослоя и ин-
дуцировали адипоцитарную дифференцировку. Среду 
культивирования через 3, 6 и 9 суток дифференцировки 
собирали и анализировали количественный и качествен-
ный состав везикул с использованием NTA и проточной 
цитофлуориметрии.

Обнаружено, что продукция внеклеточных везикул 
достоверно выше у Nes+ МСК клеток на поздних стади-
ях адипогенной дифференцировки. С помощью анализа 
транскрипционного профиля Nes+МСК мы также пока-
зали, что экспрессия маркерных белков внеклеточных 
везикул в этих клетках выше, чем в других субпопуля-
циях. Кроме того, нами выявлены различия в профиле 
экспрессии генов транскрипционных факторов адипо-
генеза в клетках с разным уровнем экспрессии нести-
на. Полученные данные указывают на то, что Nes+МСК 
реагируют на индукцию адипогенной дифференцировки 
активацией продукции внеклеточных везикул. Такое по-
вышение продукции везикул может свидетельствовать 
о том, что эти клетки в жировой ткани выполняют регуля-
торную функцию, взаимодействуя посредством везикул 
с окружающими клетками. Работа выполнена при под-
держке гранта РФФИ № 20-015-00402.
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Лечение моногенных заболеваний представляет как 
теоретический, так и практический интерес. Мышечная 
дистрофия Дюшенна (МДД) — это Х-сцепленная рецес-
сивная мышечная дистрофия, обусловленная мутацией 
в гене белка «дистрофин». МДДэто распространенная 
мышечная дистрофия с летальным исходом.

Моделью МДД являются мыши mdx. Одним из под-
ходов к восстановлению синтеза дистрофина является 
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трансплантация мышам mdx донорских стволовых кле-
ток (СК). Трудность клеточной терапии МДД как у людей, 
так и у мышей mdx проистекает как из-за иммунологиче-
ской несовместимости клеток доноров и реципиентов, так 
и из-за отсутствия у реципиентов толерантности к вновь 
синтезируемому донорскими клетками дистрофину. 
Замена мутантных клеток костного мозга (ККМ) реципи-
ентов после рентгеновского облучения трансплантацией 
ККМ «дикого» типа является едва ли не единственным, 
способом преодоления иммунологической несовмести-
мости клеток. В качестве доноров СК использовали ККМ 
мышей С3НА (Н-2к), которые трансплантировали мышам 
mdx (C57BL/10, H-2b).

(H-2 после немиэлоаблативного R-облучения в дозе 
3 Гр [1]. Для сохранения приживаемости транспланти-
рованных клеток мышам mdx делали иммуносупрес-
сорную терапию в виде инъекций циклофосфамида 
в дозах от 2 до 60 мг/кг веса тела. Появление синте-
за дистрофина было зарегистрировано через 6 мес. 
после трансплантации при помощи кроличьих антител 
к дистрофину (Abcam, USA), меченных биотином, и, 
затем, стрептоавидином-пероксидазой. Наиболее эф-
фективной оказалась доза циклофосфамида 60 мг/
кг. Несмотря на низкую долю обнаруженных дистро-
фин(+) поперечно-полосатых мышечных волокон (Д+ 
ППМВ) 4,6 ± 0,5%, возникновение синтеза дистрофина 
у мышей-реципиентов mdx также сопровождалось уси-
лением экспрессии дистрофин-зависимых признаков 
таких как увеличение доли ППМВ без центральных ядер 
до 23 ± 2% (конт. mdx 11 ± 1%), восстановление структу-
ры синапсов до 32 ± 2% (конт. mdx 10 ± 2%) и уменьше-
ние гибели ППМВ до 0,7 ± 0,3% (конт. mdx 3,1 ± 0,6%). 
Появление синтеза дистрофина и снижение гибели 
ППМВ подтверждает продукцию дистрофина донорски-
ми клетками. Описано, что синтез дистрофина на уров-
не 5% достаточен для выживамости ППМВ мышей 
mdx [2]. Представленный результат расширяет поиск 
методов усиления синтеза дистрофина до 20% уровня, 
достаточного для терапии МДД мышей mdx [2, 3].
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Рекомбинантные спидроины (РС, аналоги белков 
каркасной нити паутины пауков-кругопрядов) являются 

перспективными биополимерами для стимуляции рано-
заживления [1]. Недавние исследования показали, что 
РС способствуют регенерации нервов, стимулируя рост 
аксонов после повреждения в системах in vitro и in vivo. 
Однако регенерация нервной ткани зависит не только 
от роста аксонов, но и от восстановления сосудов в ме-
сте повреждения. Помимо непосредственного участия 
в ангиогенезе, эндотелиальные клетки синтезируют ро-
стовые факторы, стимулирующие рост аксонов, опреде-
ляют направление роста аксонов [2] и обладают фаго-
цитарной функцией, способствующей регенерации [3]. 
Т.о., материалы для регенерации нервной ткани долж-
ны поддерживать жизнеспособность не только нервных 
клеток, но и клеток сосудов. Однако, в настоящее время 
информация о материалах, эффективно поддерживаю-
щих как нервные, так и эндотелиальные клетки, практи-
чески отсутствует.

В данной работе показана способность матриксов 
из РС rS1/9 и rS2/12 поддерживать жизнеспособ-
ность как дорсальных ганглиев (ДРГ), так и эксплантов 
аорты (ЭА) из 5–7-дневных мышей линии C57Bl/6J. 
Для этого использовались вставки, покрытые rS1/9, 
а также нетканые матриксы из смеси РС с полика-
пролактоном (rS1/9:rS2/12:PCL=5:5:1) с хаотич-
но или параллельно ориентированными волокнами. 
Проведена оценка влияния РС и топографии спидро-
иновых матриксов на миграцию клеток из ДРГ и ЭА, 
а также на рост аксонов с помощью метода иммуноф-
луоресценции. Показано следующее:

• Вставки из rS1/9 поддерживают жизнеспособ-
ность ДРГ и ЭА, стимулируя миграцию клеток 
из эксплантов и рост аксонов.

• Матриксы из РС успешно поддерживают рост ак-
сонов и миграцию Шванновских клеток из ДРГ, 
независимо от ориентации волокон. В то же вре-
мя, ориентированные волокна способны как на-
правлять миграцию Шванновских клеток, так и на-
правлять и ускорять рост аксонов ДРГ.

• Матриксы из РС поддерживают жизнеспособ-
ность ЭА. Ориентированные волокна матриксов 
направляют миграцию не только гладкомышеч-
ных, но и эндотелиальных клеток, не находящихся 
в непосредственном контакте с матриксом.

•  rS1/9 стимулирует образование эндотелиальных 
спраутов аорты, тогда как на коллагене преимуще-
ственно формируется монослой эндотелиальных 
клеток.

Таким образом, РС поддерживают жизнеспособ-
ность и ДРГ, и ЭА. Органотипическая культура ДРГ 
или ЭА на матриксах из РС является адекватной мо-
делью для изучения влияния топографии матриксов 
на процессы миграции и ориентации клеток в ходе ре-
генерации нервной ткани в условиях сохранения струк-
туры ткани. Работа выполнена при поддержке НИЦ 
«Курчатовский институт».

Литература:
1. Debabov V.G., Bogush V.G. ACS Biomater.Sci.Eng. 2020. V. 6. 

№ 7. P. 3745.
2. Cattin A-L., Burden J.J, Emmenis L.V., et al. Cell. 2015 V. 162. 

№ 5. P. 1127.
3. Zhou T., Zheng Y., Sun L., et al. Nat Neurosci. 2019. V. 22. № 3. 

P. 421.



МАТЕРИАЛЫ V НАЦИОНАЛЬНОГО КОНГРЕССА ПО РЕГЕНЕРАТИВНОЙ МЕДИЦИНЕ 153

Гены & Клетки XVII, № 3, 2022

ТРАНСПЛАНТАЦИЯ АДИПОЦИТАРНОЙ 
ТКАНЕИНЖЕНЕРНОЙ КОНСТРУКЦИИ 
С CRISPR-ОПОСРЕДОВАННОЙ АКТИВАЦИЕЙ 
ЭКСПРЕССИИ UCP1

С.С. Мичурина1, 2, Ю.С. Стафеев1, В.А. Труонг3, 
М.Ю. Меньшиков1, Ю.Ч. Ху3, Е.В. Парфёнова1, 2

1  ФГБУ НМИЦ кардиологии Минздрава России, 
Москва, Россия

2  МГУ им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия
3  Национальный университет Цинь Хуа, Синчжу, 

Тайвань

e-mail: michurinas192@gmail.com

Ключевые слова: CRISPRa, бакуловирус, UCP1, генная те-
рапия, термогенез.

Нарушение системного энергетического гомеостаза, 
заключающееся в избыточном поступлении и снижен-
ном расходовании энергетических субстратов, приво-
дит к развитию ожирения и сахарного диабета 2 типа. 
Активация термогенеза жировой ткани сопровождается 
окислением глюкозы или жирных кислот с последующим 
выделением полученной энергии в виде тепла при акти-
вации разобщающего белка внутренней мембраны ми-
тохондрий UCP1. Благодаря способности утилизировать 
избыточную энергию трансплантация термогенной жи-
ровой ткани может способствовать предотвращению ме-
таболических заболеваний. В настоящей работе мы раз-
работали систему активации транскрипции (CRISPRa) 
для получения и трансплантации зрелых адипоцитов 
с повышенной экспрессией UCP1.

Для трансплантации использовали мезенхимные 
стромальные клетки мыши, дифференцированные в зре-
лые адипоциты. Для активации экспрессии UCP1 мы соз-
дали систему CRISPRa-UCP1, содержащую dCas9, 
комплексы активации транскрипции и гидовые РНК, 
специфичные к UCP1. Доставку CRISPRa-UCP1 в адипо-
циты осуществляли с помощью бакуловирусной транс-
дукции. Модифицированные адипоциты смешивали 
с матриксом Matrigel и вводили мышам C57BL/6 в об-
ласть ингвинального жирового депо. Через 7 дней про-
водили глюкозотолерантный тест, измерение массы тела 
животных, сбор сыворотки крови. Тканеинженерные кон-
струкции извлекали для анализа экспрессии UCP1 и бел-
ков метаболизма адипоцитов методами ПЦР в реальном 
времени и иммуногистохимии.

На 7 день после трансплантации мы наблюдали уве-
личение мРНК UCP1 в 40 раз и белка в 4 раза в адипо-
цитарных тканеинженерных конструкциях, модифициро-
ванных CRISPRa-UCP1. Полученные тканеинженерные 
конструкции содержали зрелые адипоциты с жировыми 
каплями. Адипоциты экспрессировали гормончувстви-
тельную липазу и транскрипционный фактор PGC1a, 
регулирующий белую и бежевую адипогенную диффе-
ренцировку. Трансплантация не повлияла на массу тела 
животных и толерантность к глюкозе за 7 дней воздей-
ствия. Трансплантация конструкций, не сопровождалась 
инфильтрацией CD68+ макрофагами и не повышала 
концентрацию провоспалительных цитокинов ФНОа 
и ИЛ-6 в сыворотке животных.

Разработанная система CRISPRa-UCP1 позволяет 
эффективно активировать экспрессию UCP1 для соз-
дания термогенных адипоцитов. Отсутствие системных 
метаболических эффектов тканеинженерных конструк-
ций может быть связано с низкой продолжительностью 
воздействия и отсутствием метаболических нарушений 
у животных. Aдипоциты, модифицированные системой 

CRISPRa-UCP1, сохраняют морфологию и метаболиче-
ские свойства после трансплантации и не вызывают акти-
вацию локального и системного воспаления. Полученные 
результаты свидетельствуют об эффективности и отсут-
ствии иммуногенности CRISPRa-UCP1 и бакуловирусной 
системы доставки. Работа поддержана грантом РНФ 
#20-45-08003.
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Ишемический инсульт — одно из наиболее значимых 
заболеваний, нарушающих функции мозга. Изучение 
роли микроРНК как молекул со значительным регуля-
торным потенциалом позволяет составить более полное 
представление о молекулярном патогенезе инсульта. 
Подобные исследования обычно проводят на моделях 
животных, и особое значение имеет интерпретация по-
лучаемых данных в приложении к клинике. Часто для 
изучения процессов, протекающих в ипсилатеральном 
полушарии (ИП) мозга, в качестве контроля используют 
контралатеральное полушарие (КП) [1, 2]. Однако пока-
зано, что после инсульта в КП могут протекать процес-
сы (распространяющаяся депрессия/деполяризация, 
трансполушарный диашиз), отражающиеся на профиле 
экспрессии генов. В этой связи рациональной альтерна-
тивой КП является использование в качестве контроля 
образцов мозга ложнооперированных (ЛО) животных.

В данной работе с помощью RNA-Seq был иссле-
дован профиль экспрессии микроРНК в подкорковых 
структурах мозга крыс через 24 ч после обратимой ок-
клюзии правой средней мозговой артерии (tMCAO), вы-
полненной под контролем магнитно-резонансной томо-
графии. Мы проанализировали серию образцов из ИП, 
КП ишемизированных крыс и правого полушария мозга 
ЛО животных.

В результате, из 768 аннотированных микроРНК, 
26 и 29 оказались дифференциально экспрессирован-
ными (ДЭМ) в ИП относительно КП и ЛО соответственно 
(кратность>1,5; Padj < 0,05). Только 16 ДЭМ оказались 
общими для обоих сравнений и могли отражать эффект 
ишемии в ИП вне зависимости от выбора контролей. 
При этом 10 ДЭМ были уникальными для сравнения 
с КП и 13 ДЭМ — с ЛО. Эти ДЭМ могли представлять 
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«избыточные» и «упущенные» результаты, соответствен-
но, при использовании КП в качестве контроля. Для 
установления роли выявленных ДЭМ при инсульте с по-
мощью баз данных mirDB и Targetscan были отобраны 
мРНК, являющиеся мишенями ДЭМ. Функциональный 
анализ генов, кодирующих мРНК-мишени, выявил 
44 метаболических пути (KEGG), которые могут быть свя-
заны с активностью ДЭМ. Только 13 путей (GnRH, MAPK, 
Dopaminergic synapse и др.) выделялись при использо-
вании как КП, так и ЛО в качестве контроля, в то время 
как 31 путь (Focal adhesion, Wnt, GABA и др.) выделялся 
только с помощью одного из контролей. Большинство 
из них (29 путей) относились к «упущенным» результа-
там при использовании КП в качестве контроля.

Таким образом, использование КП и ЛО контролей 
позволило выявить микроРНК-сигналы биполушарных 
изменений в мозге крыс после tMCAO. Показано зна-
чительное влияние выбора контролей на получаемые 
результаты анализа ДЭМ в ИП и их функциональную ин-
терпретацию. Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ и Правительства Москвы в рамках на-
учного проекта № 21-34-70048.
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На данный момент генная терапия с использованием 
аденовирусных конструкций является одним из наиболее 
перспективных направлений в регенеративной медици-
не. Такой подход обеспечивает высокую эффективность 
трансдукции как делящихся, так и неделящихся клеток, 
позволяет переносить трансгены до 35 т.п.о. и исключает 
риск инсерционного мутагенеза. Однако, существенным 
недостатков применения аденовирусных конструкций 
является иммунный ответ организма и, как следствие, 
невозможность повторного использования данной ви-
русной системы. Для снижения иммунной реакции могут 
быть использованы нестероидные противовоспалитель-
ные средства (НПВС). Целью исследования была оценка 
влияния различных НПВС на эффективность аденови-
русной трансдукции и жизнеспособность мультипотент-
ных мезенхимальных стромальных клеток (ММСК).

Материалы и методы. В работе использовали ММСК, 
полученные из жировой ткани крыс. Клетки инкубировали 
в присутствии аденовирусных векторов с геном зеленого 
флуоресцентного белка (Ad-GFP) с вирусной нагрузкой 

320 TCID50/мл в течение 16 ч. В качестве НПВС были 
выбраны: ибупрофен (Ibu) в концентрации 0,5 мг/мл, 
0,25 мг/мл и 0,125 мг/мл, диклофенак (Dic) в концен-
трации 0,015 мг/мл, 0,03 мг/мл, 0,3 мг/мл и кето-
профен (Ket) в концентрации 0,25 мг/мл, 1,25 мг/мл, 
2,5 мг/мл. НПВС присутствовали в среде на протяжении 
всего исследуемого периода. На 1 и 3 сутки исследовали 
жизнеспособность клеток методом МТТ-теста и эффек-
тивность вирусной трансдукции по наличию клеток, со-
держащих флуоресценный белок GFP с помощью микро-
скопии и проточной цитофлуориметрии.

Результаты. Были подобраны оптимальные концентра-
ции для каждого НПВС, не оказывающие существенного 
цитотоксического действия на ММСК (гибель не более 
20% клеток). Жизнеспособность клеток через 3 суток ин-
кубации для 0,125 мг/мл Ibu составляла 96,3 ± 3,8%, для 
0,015 мг/мл Dic — 81,0 ± 2,5%, а для 0,25 мг/мл Ket — 
79,9 ± 1,0%. Эффективность трансфекции ММСК Ad-GFP 
через 3 суток составила при добавлении Ibu 60,0 ± 1,6%, 
Dic — 31,4 ± 7,9%, Ket — 51,7 ± 5,7%, а в контрольной груп-
пе — 48,5 ± 2,0% (в отсутствие НПВС).

Таким образом, Ibu является наиболее предпочти-
тельным НПВС для использования с аденовирусными 
векторами, не вызывает гибели клеток и оказывает по-
ложительное влияние на трансдукцию ММСК. Работа 
выполнена при финансовой поддержке Российского на-
учного фонда, грант № 21-75-10147.
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Идиопатическое мужское бесплодие относится к состо-
яниям с неудовлетворённой медицинской потребностью, 
для которой практически не существует эффективных 
методов лечения. Среди новых перспективных подходов 
терапии этого заболевания нами исследуется секретом 
мезенхимных стволовых клеток (МСК), эффективность ко-
торого была ранее продемонстрирована на различных жи-
вотных моделях. Однако для продвижения в клинику пре-
паратов на основе секретома МСК требуются дальнейший 
поиск их основных клеточных мишеней и исследование 
механизмов действия. Ранее мы показали, что секретом 
МСК оказывает воздействие на различные клетки ниши 
сперматогониальных стволовых клеток, стимулируя вос-
становление ниши после повреждения. В данной работе 
в качестве клеточной мишени секретома МСК мы рас-
сматриваем М2 макрофаги, поскольку изменение их ко-
личества и функции может играть решающую роль в пато-
генезе нарушений сперматогенеза. Кроме того, в составе 
секретома МСК содержится множество факторов, кото-
рые способны регулировать функции макрофагов.
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Чтобы проверить нашу гипотезу, мы использовали 
две модели нарушения сперматогенеза у животных: док-
сорубицин-индуцированное повреждение у мышей и аб-
доминальный крипторхизм у крыс. Затем мы выделили 
семенники интактных животных, животных с нарушен-
ным сперматогенезом и животных, которым проводили 
инъекции секретома МСК под белочную оболочку яичка 
после повреждения сперматогенеза. Методом иммуноги-
стохимического анализа мы оценили на срезах получен-
ных семенников содержание клеток, экспрессирующих 
основные маркёры М2 макрофагов (CD163 и CD206).

По нашим и по литературным данным количество 
CD163+ макрофагов в семенниках крыс увеличивалось 
после повреждения в модели крипторхизма по сравне-
нию с интактными животными. Инъекция секретома МСК 
значительно снижала количество CD163+ макрофагов. 
Число этих клеток также увеличивалось после повреж-
дения сперматогенеза доксорубицином у мышей, одна-
ко значимо не уменьшалось после инъекции секретома 
МСК. Однако в данной модели мы выявили увеличение 
числа CD206+ макрофагов после повреждения и сниже-
ние их количества после введения секретома МСК.

Таким образом, локальная инъекция секретома МСК 
приводит к снижению инфильтрации семенников М2 ма-
крофагами, вызванной повреждением сперматогенеза. 
Дальнейшее изучение общих и частных механизмов 
действия секретома МСК необходимо для будущих фар-
мацевтических разработок. Исследование выполнено 
в рамках государственного задания МНОЦ МГУ им. 
М.В. Ломоносова (эксперименты in vivo) и при поддержке 
Российского научного фонда (проект 19-75-30007, ги-
стологические исследования).
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КРОВИ В ПСИХИАТРИИ И НЕВРОЛОГИИ
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Выполнен пул пилотных клинических исследований 
эффективности применения клеток пуповиной крови 
(КПК) в лечении ряда неврологических и психиатриче-
ских заболеваний у больных разных возрастных групп.

Применялась единая методика лечения — 4-кратное 
c интервалами в 14 дней внутривенное введение КПК в ра-
зовой дозе 250 млн клеток. Все этапы обработки КПК про-
изводились в соответствии с протоколом Netcord. Больным 
контрольных групп проводилась стандартная терапия.

Результаты. Во всех исследованиях применение КПК 
характеризовалось хорошей переносимостью и отсут-
ствием значимых побочных явлений.

Аутизм: отмечено улучшение когнитивных функций 
и снижение выраженности аутистических симптомов 
у детей в возрасте до 12 лет. Выявлена положительная 
динамика в виде развития восприятия, снижении сома-
тосенсорных нарушений, нормализации эмоционально-
го статуса, развития социализации и коммуникативных 
способностей. Выраженность положительной динамики 
в группе клеточной терапии группе была значимо боль-
ше, чем у больных контрольной группы.

Шизофрения: в 6-летней серии наблюдений реги-
стрировалось стойкое улучшение когнитивных функций 
и социального интеллекта, снижение выраженности рас-
стройств астенического круга, что привело к увеличению 
продолжительности ремиссии и снижению частоты об-
ращения за психиатрической помощью. Удалось пре-
одолеть терапевтическую резистентность у хронических 
больных. Методом fМРТ были выявлены статистически 
значимые зона деактивации вербальной рабочей памяти 
в левой лимбической доле и зона активации краткосроч-
ной памяти в левой нижней теменной извилине.

Посттравматическая энцефалопатия у взрослых: вы-
явлено ускорение регресса очаговой симптоматики, вос-
становление регуляторной функции нервной системы. 
По данным нейрофизиологического исследования (вы-
званные когнитивные потенциалы) визуализированы из-
менения в структурах лимбической системы (гиппокамп 
и связанные с ним структуры).

Последствий тяжелой ЧМТ у детей: прослеживается 
стойкая положительная динамика как в восстановлении 
двигательных, так и когнитивных нарушений, наиболее 
выраженные изменения достигнуты по параметру ней-
родинамика психических процессов. При анализе ЗВП 
отмечалась положительная динамика параметров корко-
вого ответа различной степени выраженности, сопрово-
ждающаяся улучшением показателей неспецифической 
зрительной афферентации.

Спастические формы ДЦП: выявлено снижение пато-
логического мышечного тонуса конечностей, возрастание 
мышечной силы, снижение частоты эпилептических при-
ступов. Было отмечено улучшение в ментальной сфере 
(речь, память, внимание, интеллектуальное/эмоциональ-
ное развитие). В группе больных 2–6 лет положительная 
динамика достигалась быстрее и чаще. У больных с отяг-
чающей ДЦП эпилепсией частота и тяжесть приступов 
снизились при сохранной дозе антиконвульсантов.

РЕГУЛЯЦИЯ КОЛИЧЕСТВА КЛЕТОК 
МИКРОГЛИИ В МОЗГЕ МЫШЕЙ С ПОМОЩЬЮ 
ПЕКСИДАРТИНИБА ДЛЯ ПРЕДОТВРАЩЕНИЯ 
КОГНИТИВНЫХ НАРУШЕНИЙ ПОСЛЕ 
ОБЛУЧЕНИЯ
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головной мозг.

Клетки микроглии (МГ) в головном мозге выполняют 
защитные функции, распознавая и фагоцитируя патогены, 
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погибающие клетки и фрагменты миелина, участвуют в про-
цессах ремоделирования и устранения ненужных синапсов, 
в регуляции нейрогенеза, ремоделировании сосудистой 
сети, оказывают нейропротективное действие и обеспе-
чивают гомеостаз в ЦНС. Пул клеток МГ поддерживается 
на постоянном уровне в результате сбалансированных про-
цессов их пролиферации под действием CSF-1 и гибели 
путем апоптоза. При нейродегенеративных заболеваниях 
разного генеза, в том числе в отдаленный период после об-
лучения опухолей мозга, активированные клетки МГ опре-
деляют развитие длительного нейровоспаления и повреж-
дение нейронов под действием медиаторов воспаления 
и непосредственного повреждения нейронов с участием 
системы комплемента. Одним из разрабатываемых подхо-
дов к лечению таких состояний является снижение количе-
ства клеток МГ при использовании ингибиторов рецептора 
CSF-1, в том числе перед облучением мозга. Цель работы — 
изучение степени снижения и восстановления количества 
клеток МГ в мозге после введения мышам ингибитора тако-
го типа пексидартиниба (PLX3397, ПД) в сравнении с уров-
нем нейровоспаления в гиппокампе и состоянием когнитив-
ных функций. ПД вводили по двум схемам: только в течение 
1 недели (40 мг/кг ежедневно) пред γ-облучением головы 
в дозе 8 Гр (I) и пред облучением головы, а затем в отдален-
ный период во время развития нейровоспаления (II).

Клетки покоящейся МГ определяли в суспензии клеток 
мозга как популяцию СD11b+/СD45low, а активирован-
ной — как СD11b+/СD45high с помощью проточной цитоме-
трии. Нейровоспаление оценивали по уровню экспрессии 
генов провоспалительных цитокинов в гиппокампе с помо-
щью ОТ-ПЦР в реальном времени, состояние когнитивных 
функций — с помощью тестов «распознавание нового объ-
екта» (РНО) и «водный лабиринт Морриса» (ВЛМ).

После окончания введения ПД по схеме (I) количество 
клеток МГ снижалось до 14,4 ± 2,9%, а спустя 2 месяца 
оно восстанавливалось и составляло 85,2 ± 7,5%, а при 
схеме (II) — 75,1 ± 6,8% %. Показано более быстрое вос-
становление сниженного после облучения головы коли-
чества клеток МГ в случае облучения мозга после вве-
дения мышам ПД. Введение ПД приводило к снижению 
повышенного после облучения уровня экспрессии генов 
провоспалительных цитокинов TNFα и IL-1β в гиппокам-
пе и сохранению экспрессии генов цитокинов IL-6, IL-
10 и IL-4 на уровне контроля, что свидетельствует о сни-
жении уровня нейровоспаления. Через 2 месяца после 
облучения головы у мышей обнаружено снижение эпи-
зодической и пространственной памяти. Введение перед 
облучением ПД обеспечивало сохранение эпизодиче-
ской памяти, но пространственная память оставалась 
сниженной. У контрольных мышей ПД не влиял на состо-
яние эпизодической и пространственной памяти.
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Метахроматическая лейкодистрофия (МЛД) — ау-
тосомно-рецессивное наследственное нейродегенера-
тивное заболевание, относящееся к группе лизосомных 
болезней накопления (ЛБН), которое характеризуется 
поражением миелиновой оболочки, покрывающей боль-
шинство нервных волокон центральной (ЦНС) и перифе-
рической нервной системы (ПНС). МЛД возникает вслед-
ствие дефицита лизосомного фермента арилсульфатазы 
A, которая приводит к нарушению двигательной функции, 
спастическому тетрапарезу, атаксии, судорогам, атро-
фии зрительного нерва и когнитивным расстройствам. 
Целью данной работы является создание генного препа-
рата на основе рекомбинантного аденоассоциированно-
го вируса серотипа Olig001 (AAВOlig001).

В этом исследовании был создан AAВOlig001-ARSA, 
который содержит уникальную кодон-оптимизирован-
ную нуклеотидную последовательность гена ARSA. 
Полученный AAВOlig001-ARSA вводили интратекаль-
но (1,45×1012 геномных копий/кг) двум мини-свиньям. 
Результаты сравнивали с группой интактных животных. 
Ферментативную активность ARSA в динамике анализи-
ровали в спинномозговой жидкости (СМЖ) и в образцах 
плазмы. Органы центральной нервной системы (ЦНС) 
использовали для анализа экспрессии ARSA с исполь-
зованием количественной ПЦР и иммуногистохимии 
(ИГХ). Ферментативную активность ARSA в лизатах кле-
ток, плазме, СМЖ в гомогенате органов ЦНС животных 
анализировали с помощью pNCS (#N7251, SIGMA). ИГХ 
проводили с использованием моноклональных антител 
к ARSA (#MAG619HU21, Cloud-Clone Corp).

Обнаружено повышение активности ARSA в плазме 
и СМЖ на 14–28 сутки. С помощью кПЦР подтвердили 
наличие мРНК ARSA в ЦНС. ИГХ анализ показал экс-
прессию белка ARSA в ЦНС.

Таким образом, мы показали, что после интратекаль-
ного введения AAВOlig001-ARSA достигает ЦНС и при-
водит к сверхэкспрессии ARSA. Работа выполнена при 
поддержке Программы стратегического академического 
лидерства Казанского (Приволжского) федерального 
университета (ПРИОРИТЕТ-2030) и за счет средств суб-
сидии, выделенной Казанскому федеральному универси-
тету для выполнения государственного задания № 0671-
2020-0058 в сфере научной деятельности.
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Современные дентальные имплантаты обеспе-
чивают предсказуемые долгосрочные результаты 
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протезирования и прочно вошли в повседневную сто-
матологическую практику [1, 2, 3]. В настоящей работе 
представлены результаты исследования применения 
технологии плазменного электролитического оксидиро-
вания (ПЭО) для модификации поверхности дентальных 
имплантатов из медицинского сплава титана Grade IV, 
изучены остеоинтегративные свойства модифицирован-
ных дентальных имплантатов.

Для исследования были изготовлены 25 денталь-
ных имплантатов ИРИС (Москва, Россия) длиной 
10 мм и диаметром 4 мм, из сплава Grade IV. Далее 
поверхность всех имплантатов была подвергнута моди-
фикации методом ПЭО. После чего все образцы были 
поштучно упакованы, в зоне ламинарного тока воз-
духа (с обеспечением чистоты ИСО 7), в герметичную 
упаковку, пронумерованы и прошли гамма-стерилиза-
цию. Для дальнейших исследований имплантаты были 
распределены генератором случайных чисел. У 5 им-
плантатов поверхность была изучена на сканирующем 
электронном микроскопе «Hitachi FlexSem1000 II» 
и энергодисперсионном рентгеновском спектрометре 
«Bruker Quantax 80», с автоматическим получение 
спектра элементов. У 10 имплантатов была изучена 
микротвёрдость поверхности по Виккерсу (наноинтен-
дометр NanoTest 600 Platform 3). Оставшиеся 10 им-
плантатов были установлены экспериментальным 
животным, овцам, на нижней челюсти по стандартно-
му хирургическому протоколу. Через 2, 4 и 8 недель, 
был проведён забор материала и проведена микро-
компьютерная томография (Bruker-microCT, Бельгия). 
Контролем в исследовании выступали фрезерованные 
имплантаты с гладкой необработанной поверхностью.

У образцов после модификации поверхности ме-
тодом ПЭО формируется высокоразвитая поверх-
ность с микропорами 1,5 мкм, площадь поверх-
ности увеличивается в 2,7 раз. Атомный состав 
поверхности P-2,53%, C-1,88%, Ca-4,0%, O-49,58, 
Ti -41,66%. Микротвёрдость поверхности гладкой по-
верхности составила 280 HV, модифицированной 
поверхности — 400–800 HV.

После операции дентальной имплантации раны у всех 
животных заживали первичным натяжением. По дан-
ным микро-КТ вновь образованный объём костной тка-
ни вокруг имплантатов составил: на 15 сутки — вокруг 
гладкого имплантата 42,7%, имплантат с ПЭО 43,9%; 
на 30 сутки — вокруг гладкого имплантата 20%, имплан-
тат с ПЭО 40%; на 60 сутки — вокруг гладкого импланта-
та 30,9%, имплантат с ПЭО 49,8%.

Таким образом, проведённые in vitro и in vivo ис-
следования свидетельствуют о том, что ПЭО является 
перспективным методом обработки для дентальных 
имплантатов, поверхность обладает высокой прочно-
стью, чистотой и остеоинтегративным потенциалом. 
Выражаем благодарности компании Бета-Тех Медицина 
(Сколково, Россия, btmed.ru) за проведение модифи-
кации поверхности образцов дентальных имплантатов 
для исследования и компании ООО «НПК ЛИКОСТОМ» 
(Россия, iris.dental) за финансирование технических ра-
бот и самих исследований.
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Травма спинного мозга (ТСМ) приводит к стойким на-
рушениям чувствительной и двигательной функции нерв-
ной системы и как следствие этого к глубокой инвалиди-
зации пострадавших. Несмотря на длительную историю 
исследований патогенеза нейротравм, до сих пор суще-
ствуют не раскрытые вопросы и поиск новых терапевтиче-
ских мишеней не закончен. В этой связи не удивительно, 
что в настоящее время сохраняется насущная потребность 
в разработке новых подходов к лечению пациентов с ТСМ, 
основанных на понимании молекулярных и клеточных ме-
ханизмов, протекающих при данном заболевании.

В нашем докладе помимо исследований фундаменталь-
ных основ нейрорегенерации, будет раскрыт многолетний 
опыт применения с терапевтической целью современных 
генных и клеточных подходов при моделировании ТСМ 
на животных. Помимо оценки эффективности терапии 
с применением общепринятых критериев, таких как сте-
пень восстановления двигательной функции и сохранность 
нервной ткани, нами определены изменения реактивности 
глиальных клеток, а также уровень экспрессии мРНК генов, 
кодирующих синтез специфических белков нейроглии, ней-
ротрофических факторов и других регуляторных молекул 
в области ТСМ. Следует отметить, что доклинические иссле-
дования эффективности генной и клеточной терапии чаще 
всего проводят на мелких лабораторных животных (крысы, 
мыши). Такие исследования достаточно часто показывают 
позитивные и вдохновляющие результаты по восстановле-
нию структуры и функций травмированной ткани. Тем не ме-
нее, далеко не всегда возможно успешно экстраполировать 
накопленный опыт в клинику, что связано с очевидными 
различиями организмов человека и мелких лабораторных 
животных как на уровне анатомо-физиологических харак-
теристик, механизма развития (патогенеза) заболевания, 
так и фенотипических проявлений, ошибок дизайна экспе-
риментального исследования и невозможности проведе-
ния аутологичных трансплантаций. Именно поэтому одной 
из задач нашей работы является выполнение исследований 
на крупных животных (свиньи), с оценкой возможности вос-
произведение результатов, наблюдаемых на крысах.
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На сегодняшний день иммунотерапия рака нацелена 
на использование противоопухолевого CD8 + цитотокси-
ческого Т-клеточного ответа, но все больше свидетельств, 
что инфильтрирующие опухоль В-клетки и плазматиче-
ские клетки (именуемые В-лимфоциты, инфильтрирую-
щие опухоль (TIL-B) играют решающую синергетическую 
роль в контроле опухоли [1].

TIL-B проявляют новые терапевтические возмож-
ности благодаря своему способу презентации анти-
гена Т-клеткам; их роль в сборке и поддержании им-
мунологически «горячего» микроокружения опухоли 
с участием Т-клеток, миелоидных клеток и естественных 
клеток-киллеров.

Основной проблемой в изучении функций опухо-
левых В-лимфоцитов является их двойственность, 
так как B-клетки способны быстро сменяться между 
анти- и проопухолевым фенотипами в окружающем 
микроокружении. Так, В-клетки становятся иммуносу-
прессивными в GBM и составляют ~10% инфильтри-
рующих иммунных клеток [2]. Однако, есть данные, что 
инфильтрирующие опухоль В-клетки действительно 
проявляют противоопухолевый эффект при различных 
видах рака [3]. Их функция была связана с продукцией 
противоопухолевых антител [4] и активацией эффек-
торных Т-клеток [5].

Путем стимулирования опухолеспецифического 
CD8 T-клеточного иммунитета мы изучали способность 
TIL- B ингибировать рост GBM при их внутривенном 
введении мышам с моделированной ортотопической 
глиобластомой.

Через 10 дней после моделирования глиомы, мышей 
под глубоким наркозом обезглавили, извлекли голов-
ной мозг с опухолью. По модифицированному протоколу 
были выделены TILs и проанализированы на специфи-
ческие маркеры В-клеток (CD5+ CD20+ CD19+ CD22+ 
CD35+) и CD69-экспрессирующих CD8 + Т-клеток 
до и после активации. Цитофлуориметрический анализ 
TIL проводили с помощью проточного цитофлуориметра 
MACSQuant 10, имеющего три лазера с длинами волн 
405, 488 и 635 нм. Полученные данные обрабатывали 
в программе FlowJo (версия vX.0.7).

Выделенную субпопуляцию B-TILs размножали в спе-
циализированной среде с добавлением CD40 и IL4. 
На 5–7 сутки однократно вводили суспензию TIL-B в объ-
ёме 100мкл. Противоопухолевая эффективность TIL- 
B оценивалась методом динамического МРТ исследо-
вания смоделированной глиомы мыши, а также методом 
интравитальной микроскопии. Полученные результаты 
позволят разработать индивидуальные подходы лечения 
к пациентам с онкологией. Работа выполнена в рамках 
гранта РНФ (№ 21-74-20110) «Прижизненный анализ 
миграции иммунных и опухоль-ассоциированных стро-
мальных клеток в очаг опухолей».
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Топография поверхности имплантатов определяет 
биологические реакции клеток и скорость процесса реге-
нерации тканей. Сегодня костнопластические материалы 
представляют собой композиты, состоящие как из спла-
вов металлов, так и полимеров обогащенных различными 
остеоиндуктивными факторами. Цель исследования — 
оценить адгезию, миграцию, пролиферацию и диффе-
ренцировку МСК в остеогенном направлении при куль-
тивировании на композитных матрицах, обладающих 
различными физико-химическими характеристиками.

Методом мокрого формования были изготовлены 
композитные матрицы (КМ) на основе poly-D-L-lactide-co-
glycolide (PLGA — 75/25) без и с фосфатами кальция/
гидроксиапатитом (PGLA+ФК/ГА).

Мезенхимные стволовые клетки (МСК) крысы куль-
тивировались статическим методом на КМ в лунках 
24-х луночных планшетов 10 дней в питательной сре-
де DMEM/F12 с 10% эмбриональной сывороткой 
(ООО «ПанЭко», РФ) в стандартных условиях. Методом 
конфокальной лазерной микроскопии оценивали ад-
гезию, миграцию, пролиферацию и дифференцировку 
МСК в остеогенном направлении при помощи реаген-
тов: «AM Calcium Green-1» (Invitrogen, США), «RUNX2», 
«Osterix» и «Vinculin» со вторичными антителами (Abcam, 
Великобритания). Статистическую обработку выполняли 
на ПО «Statistica» 6.0.

Методами растровой сканирующей электронной 
и атомно-силовой микроскопии было установлено, что 
более развитой рельеф поверхности, пористость и ше-
роховатость поверхности имеют КМ из PGLA+ ФК/ГА, 
по сравнению с КМ из PLGA.

В ходе исследования in vitro было установлено, что 
МСК культивированные на КМ из PGLA+ФК/ГА силь-
нее прикрепляются к поверхности и мигрируют в глубину 
материала, что подтверждается экспрессией винкулина. 
Также выявлено увеличение пролиферации и дифферен-
цировки МСК в остеогенном направлении, которое про-
является увеличением концентрации Ca2+ и экспрессией 
факторов транскрипции RUNX2 и Osterix по сравнению 
с МСК культивированными на КМ из PGLA.

Проведенное исследование показало, что МСК ак-
тивно реагируют на топографию поверхности КМ, при 
этом ключевыми факторами обеспечивающими остео-
кондуктивные и остеоиндуктивные свойства являются: 
пористо-волокнистая структура материала, наноразмер-
ная шероховатость поверхности (менее 70 нм) и наличие 
фосфатов кальция/гидроксиапатита. Исследование вы-
полнено в рамках соглашения № 14.575.21.0164, иден-
тификатор RFMEFI57517X0164.
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Рекомбинантный эритропоэтин (рЭПО) широко ис-
пользуется в клинической практике. Однако лечение 
рЭПО инициирует дополнительные нежелательные эф-
фекты, которые включают снижение костной массы, что 
повышает риск переломов у людей с высокими уровнями 
эритропоэтина [1]. Сегодня уже установлено, что мезен-
химные стволовые клетки (МСК) обеспечивают регене-
рацию костной ткани являясь источником остеобластов, 
которые создают костный матрикс [2]. Целью настояще-
го исследования явилась оценка воздействия различных 
концентраций рЭПО на пролиферацию и дифференци-
ровку мезенхимных стволовых клеток человека.

В работе использовали МСК человека из жировой 
ткани (ООО «БиолоТ», РФ), которые культивировали 
в питательной среде DMEM/F12 (ООО «БиолоТ», РФ) 
с 10% эмбриональной телячьей сывороткой в СО2 ин-
кубаторе при 37оС, 5% СО2, 100% влажности. МСК 
вносили в лунки 96 луночных планшетов, в которые 
добавляли рЭПО в разведении 1:10, 1:100, 1:1000, 
1:10000. В качестве исходного раствора использова-
ли 1 мл рЭПО (Эпокрин® 2000МЕ/1мл, ФГУП «Гос.
НИИ ОЧБ» ФМБА, РФ). Оценку пролиферации МСК 
оценивали на 3 день с использованием реагента MTT 
(Sigma-Aldrich, США), на 7 день оценивали способ-
ность спонтанной дифференцировки МСК в остеоген-
ном направлении по экспрессии щелочной фосфата-
зы при помощи реагента BCIP®/NBT (Sigma-Aldrich, 
США) с помощью фотометра (Multiskan FC, Thermo 
Scientific, США). Полученные результаты обрабатыва-
ли с помощью ПО Statistica 10.0 с использованием 
T-критерия Вилкоксона.

Результаты исследования показали, что угнетение 
пролиферации МСК отмечается в разведении 1:10, 
различия по сравнению с контролем достоверны при 
p ≤ 0,01. Необходимо отметить, что тенденция увели-
чение пролиферативной активности отмечается с раз-
ведения 1:100 хотя достоверных различий с контролем 
не установлено. Активация дифференцировки МСК 
в остеогенном направлении выявлена в разведении 
1:1000, по сравнению с контролем при p ≤ 0,01, однако 
в разведении 1:10000 отмечается снижение экспрес-
сии щелочной фосфатазы МСК. Таким образом, рЭПО 
в повышенных концентрациях угнетает пролиферацию 
и дифференцировку МСК в остеогенном направлении, 
а разведение 1:1000 является оптимальным для обе-
спечения остеоиндукции МСК.

Литература:
1. Kristjansdottir HL, Lewerin C, Lerner UH, et al. J Bone Miner 

Res. 2020. V. 35(2). P. 298–305.
2. Florencio-Silva R, Rodrigues da Silva Sasso G, Sasso-Cerri E, 

et al. Biomed Res Int. 2015. V. 2015. P. 1–17.

ТРАНСКРИПЦИОННЫЙ ФАКТОР 
FREUD-1 В РЕГУЛЯЦИИ АУТИСТИЧЕСКИ-
ПОДОБНОГО ПОВЕДЕНИЯ: РОЛЬ 5-НТ1А 
И D2 РЕЦЕПТОРОВ, А ТАКЖЕ CREB- И NF-ΚB-
ЗАВИСИМЫХ СИГНАЛЬНЫХ ПУТЕЙ

В.С. Науменко, Е.М. Кондаурова, 
Т.В. Ильчибаева, Н.К. Попова

ФИЦ Институт цитологии и генетики СО РАН, 
Новосибирск, Россия

e-mail: naumenko2002@mail.ru

Ключевые слова: нокдаун Cc2d1a/Freud-1, 5-HT1A серо-
тониновый рецептор, D2 дофаминовый рецептор, CREB, 
NF-κB, мыши BTBR, аутистически-подобное поведение.

Несмотря на высокую распространенность аутизма 
в человеческой популяции, механизмы его возникно-
вения в настоящее время не выяснены. В этой связи 
особое внимание привлекает транскрипционный фак-
тор Freud-1 (кодируется геном Cc2d1a), который регу-
лирует множество внутриклеточных сигнальных путей 
и, в том числе, является сайленсером 5-HT1A серото-
ниновых и D2 дофаминовых рецепторов. Известно, что 
нарушение функции Freud-1 приводит к развитию раз-
личных психопатологий.

В данной работе мы обнаружили высокий уровень 
экспрессии гена Cc2d1a/Freud-1 в гиппокампе мышей 
линии BTBR, являющихся моделью аутизма, по срав-
нению с мышами линии C57Bl/6J и исследовали как 
влияет нормализация экспрессии этого гена в гиппо-
кампе мышей BTBR на поведение, 5-HT1A и D2 рецеп-
торы, а также на внутриклеточные сигнальные пути 
Creb и NF-κB. Через 5 недель после введения мышам 
BTBR аденоассоцированного вирусного вектора (AAV), 
несущего плазмиду pAAV_H1-2_shRNA-Freud-1_Syn_
EGFP, кодирующую малую образующую шпильку РНК, 
подавляющую экспрессию гена Cc2d1a/Freud-1 как 
на уровне мРНК, так и на уровне белка, было обнаруже-
но усиление тревожности и увеличение времени нахож-
дения платформы и преодолённого расстояния до плат-
формы в водном лабиринте Морриса, что, вероятно, 
связано с усилением стратегии активного избегания 
стресса. Нокдаун Cc2d1a/Freud-1 не повлиял на про-
странственную память и фосфорилирование транс-
крипционного фактора CREB.

Принимая во внимание полученные ранее данные 
о влиянии нокдауна Cc2d1a/Freud-1 на пространствен-
ную память и транскрипционный фактор CREB у «нор-
мальных» мышей линии C57Bl/6J, можно предполо-
жить нарушение CREB-зависимого эффекторного пути 
у мышей BTBR, что может играть важную роль в форми-
ровании аутистически-подобного фенотипа. При этом 
нокдаун Cc2d1a/Freud-1 в гиппокампе мышей BTBR 
не повлиял ни на экспрессию 5-HT1A и D2 рецепторов, 
ни на экспрессию ключевых генов NF-κB сигнального 
пути (Nfkb1 и Rela).

Полученные данные позволяют заключить, что 
транскрипционный фактор Freud-1 играет существен-
ную роль в патогенезе тревожности и регуляции ак-
тивного избегания стресса при аутизме. Кроме того, 
результаты данного исследования позволяют предпо-
ложить нарушение CREB-зависимого сигнального пути 
в гиппокампе мышей линии BTBR. Содержание живот-
ных было поддержано фундаментальным исследова-
тельским проектом #FWNR-2022-0023. Работа вы-
полнена при поддержке Российского научного фонда, 
проект № 22-15-00028.
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Роль внеклеточного матрикса для решения актуаль-
ных задач клеточной терапии и регенеративной медицины 
сложно переоценить. Выделенные из тканей клетки, даже 
на ранних пассажах культивирования на культуральном 
пластике, существенно меняют свои функциональные 
свойства и фенотип. Такие изменения, прежде всего, об-
условлены потерей естественного клеточного окружения 
при переводе клеток из нативной ткани в условия in vitro, 
в связи с чем, воссоздание естественного микроокруже-
ния клеток in vitro является важной задачей современной 
клеточной биологии и регенеративной медицины.

Коллаген является преобладающим компонентом 
внеклеточного матрикса и выполняет не только струк-
турную, но и функциональную роль в соединительной 
ткани. На сегодняшний день известно около 30 различ-
ных типов коллагенов, которые обнаружены практически 
во всех видах соединительной ткани, где они выполняют 
конкретные функции. В зависимости от типа клеток, вы-
деленных из определенной ткани, требуется создать но-
ситель на основе коллагена соответствующего типа или 
сочетания коллагенов разных типов. Являясь фибрил-
лобразующим, коллаген I типа входит в состав покров-
ных тканей в виде композитных структур с коллагеном 
IV типа, а в роговице — с коллагеном V типа.

Целью данной работы было выделение коллагенов 
трех типов и разработка на их основе носителей, вос-
производящих нативную структуру клеточного матрикса 
покровных тканей и роговицы, и предназначенных для 
культивирования и трансплантации клеток.

Коллаген I типа был экстрагирован методом кислотной 
экстракции из сухожилий крысиных хвостов, коллагены 
IV и V типов получены методом ферментативной экстрак-
ции из плаценты человека. Все белки были охаракте-
ризованы методом иммуноблотинга и ИК-Фурье спек-
троскопии. Показано, что степень чистоты получаемых 
коллагенов превышает 99%. На основе коллагенов трех 
типов были сформированы композитные носители в виде 
пленок и гелей. Структуру полученных субстратов анали-
зировали с помощью методов атомно-силовой, сканиру-
ющей электронной и иммунофлуоресцентной микроско-
пии. В результате работы получены субстраты на основе 
фибриллярных структур коллагена. При анализе компо-
зитных структур на основе коллагенов I и IV типов, а так-
же I и V типов показано, что способность коллагена I типа 
формировать in vitro нативные фибриллы в присутствии 
коллагенов других типов не теряется. В то же время, при 
добавлении к коллагену I типа коллагена V типа, диаметр 
фибрилл уменьшается, что согласуется с опубликованны-
ми ранее данными по исследованию нативной роговицы.

На полученных субстратах культивировали клетки ме-
зенхимного и эпителиального происхождения. Методом 
МТТ анализа и флуоресцентной микроскопии проде-
монстрированы не только отсутствие цитотоксичности, 
но и высокий адгезивный и пролиферативный потенциал 
клеток, культивируемых на композитных коллагеновых 
субстратах. Работа выполнена при поддержке гранта 
РФФИ № 20-03-00400 А.
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В настоящее время в регенеративной медицине для 
замещения дефектов костной ткани особенно актуаль-
на разработка биосовместимых биорезорбируемых ма-
триксов, содержащих плазмидные конструкции с генами 
остеоиндукторов. Цель данной работы — in vitro исследо-
вание свойств ген-активированных матриксов на основе 
коллагена и фибрина, импрегнированных полиплексами 
с геном костного морфогенетического белка 2 (BMP2).

Материалы и методы. Были сформированы ма-
триксы, состоящие из гидрогелей коллагена I типа 
и фибрина, полученного на основе обогащенной тром-
боцитами плазмы (Platelet Rich Plasma, PRP), в соот-
ношении 1:2 по объемным долям. Исследование про-
водили на культурах мультипотентных мезенхимальных 
стромальных клеток (MMCK) жировой ткани крыс. 
Цитотоксичность матриксов исследовали в течение 
7 суток методом МТТ-теста и с помощью флуоресцент-
ной микроскопии: все клетки были окрашены PKH-26, 
живые клетки окрашивались кальцеином АМ, а мерт-
вые клетки — DAPI. В качестве трансфицирующего 
агента для формирования полиплексов использовали 
Turbofect. Эффективность трансфекции при исполь-
зовании матриксов, импрегнированных полиплексами 
с геном усиленного зеленого флуоресцентного белка 
(EGFP), оценивали по наличию клеток, содержащих 
флуоресцентный белок GFP, их количество определяли 
методом проточной цитофлуориметрии в течение 14 су-
ток. Уровень трансфекции при использовании полиплек-
сов с геном BMP2, оценивали по уровню экспрессии 
данного гена методом ПЦР-РВ и наличию белка BMP-
2 с помощью иммуноферментного анализа. Для оценки 
остеогенных свойств этих матриксов проводили окра-
шивание ализариновым красным минерализованного 
внеклеточного матрикса (ВКМ).

Результаты. Показано, что полученные матриксы 
на основе коллагена и PRP обладают высокой цито-
совместимостью. Кроме того, входящие в состав PRP 
ростовые факторы способствуют лучшему делению 
клеток, и через 7 суток относительная жизнеспособ-
ность клеток в присутствии матриксов составляла 
153,2 ± 16,6% по сравнению с контролем. Показано, 
что полиплексы с геном EGFP высвобождаются из ма-
трикса и эффективно трансфицируют клетки на протя-
жении 14 суток. Культивирование ММСК в присутствии 
ген-активированных матриксов, импрегнированных по-
липлексами с геном BMP2, через 21 сутки приводит 
к увеличению экспрессии гена BMP2 в 2727 ± 84 раз, 
повышению продукции белка BMP-2 в 24,5 ± 0,3 раза 
по сравнению с контролем, а также к усилению минера-
лизации ВКМ.
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Разработанные ген-активированные матриксы на ос-
нове коллагена и PRP, импрегнированные полиплексами 
с геном BMP2, обладают высокой цитосовместимостью, 
обеспечивают высокий уровень трансфекции культур 
ММСК и оказывают остеоиндуктивное действие in vitro, 
что позволяет рассматривать данные матриксы как пер-
спективный материал для регенерации костной ткани. 
Работа выполнена в рамках государственного задания 
Минобрнауки России для ФГБНУ «МГНЦ».
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Черепно-мозговая травма (ЧМТ) является ведущей 
причиной смерти и инвалидности в детском возрасте. 
В среднем число случаев ЧМТ составляет 0,3% числен-
ности детской популяции и сопровождается высоким 
уровнем смертности [1]. Исходя из патогенеза развития 
ЧМТ, активные вещества, действующие сразу после раз-
вития патологических процессов и способные влиять 
на несколько механизмов клеточной защиты, оставаясь 
при этом безвредными на системном уровне, имеют те-
рапевтический потенциал для снижения объемов по-
вреждения вследствие ЧМТ.

Ранее нами была разработана модель механической 
нейротравмы in vitro [2], позволяющая посредством 
одновременного измерения динамики [Ca2+]i и ∆Ψm от-
слеживать как острые, так и отставленные во времени 
эффекты механической травмы. Экспериментальная мо-
дель основана на том, что травма мозга сопровождается 
глутаматной эксайтотоксичностью, нарушением кальци-
евого гомеостаза и митохондриального потенциала.

Было показано, что эндогенный трипептид Pro-Gly-
Pro (PGP), в экспериментах на первичной нейроглиаль-
ной культуре [3] уменьшает нарушение кальциевого 
гомеостаза и оказывает нейропротекторный эффект 
в условиях глутаматной эксайтотоксичности.

В данной работе мы исследовали влияние PGP на вы-
живаемость нейронов и изменения [Ca2+]i и ∆Ψm клеток 
первичной нейроглиальной культуры коры головного 
мозга после механического нарушения ее целостности 
in vitro.

Результаты показали, что при длительном воздей-
ствии на клеточную культуру PGP (10 μМ в течение 
7 дней) увеличивает lag-период развития отсроченной 
кальциевой дизрегуляции (ОКД), способствует более 
быстрому наступлению реполяризации митохондрий 
и восстановлению исходно низких значений [Ca2+]
i в нейронах после воздействия субтоксических (33 μМ) 
и токсических доз Glu (100 μМ). Другим аспектом его про-
лонгированного влияния на травмированные культуры 

является увеличение выживаемости клеток, а также уси-
ление их способности к миграции в повреждённую об-
ласть. При однократном введении PGP (10 μМ) снижает 
амплитуду флуктуаций [Ca2+]i, индуцируемых механиче-
ской травмой.

Таким образом, PGP, предотвращая развитие каль-
циевой дизрегуляции и митохондриальной дисфунк-
ции, защищает нейроны от гибели, вызванной механи-
ческой травмой в модели in vitro. Полученные данные 
указывают на перспективность его использования для 
ограничения патологических процессов в посттрав-
матический период. Исследование выполнено при 
финансовой поддержке Минздрава России, проект 
№ ААААА19-119012590191-3, грантов Минобрнауки 
России, № ФГФУ-2022-0012.
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Патогенез ПЭ связывают с неполноценностью тро-
фобласта и недостаточной трансформацией спиральных 
артерий [1]. Экспрессия паттерн-распознающих рецепто-
ров (ПРР) в миометрии при ПЭ практически не изучена.

Работа выполнена на образцах миометрия 22 женщин 
18–43 лет, на сроке 27–39 недель гестации. У 12 па-
циенток диагностировали ПЭ (6 — тяжелое течение, 6 — 
умеренное), группу контроля составили 10 женщин с не-
осложнённой доношенной беременностью. Этическая 
экспертиза: протокол заседания комитета по этике 
биомедицинских исследований ФГБУ «НМИЦАГП им. 
В.И. Кулакова» Минздрава России № 6 от 09.06.2016. 
Все женщины подписали добровольное информирован-
ное согласие на участие в исследовании. Фрагменты 
миометрия размерами 1×0,5–0,7×0,3 см получали 
во время кесарева сечения с передней стенки матки. 
На парафиновых срезах выполняли иммуногистохи-
мическое (ИГХ) исследование с применением антител 
(АТ) к TLR (Toll-like receptor) 8, NOD (nucleotide-binding 
oligomerization domain-containing protein)-1, RIG (retinoic 
acid-inducible gene)-1, ZBP (zip-code-binding protein)-1. 
Интенсивность ИГХ окрашивания оценивали в едини-
цах оптической плотности с помощью микроскопа Nikon 
Eclipse (х400) и программного обеспечения NIS-Elements 
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(Czech Republic). Данные анализировали в программе 
Sigmastat 3.5.

У пациенток группы контроля выявили умеренную экс-
прессию ПРР в структурах миометрия, эндотелии сосудов 
и ФБК. При ПЭ отмечали чередование участков с выра-
женным окрашиванием и его потерей. Выявили сниже-
ние окрашивания NOD1 и RIG1 в миометрии и ФБК, осо-
бенно при тяжелой ПЭ (р<0,05), тенденцию к снижению 
в эндотелии (р<0,1). Отмечали тенденцию к усилению 
окрашивания в миометрии ZBP1 и TLR8 (р<0,1), в ФБК 
и эндотелии — значимое усиление окрашивания ZBP1 
(р<0,05). Т.о., нарушение экспрессии ПРР при ПЭ в струк-
турах миометрия, показывает, что при этой патологии 
изменяются как инвазивные свойства трофобласта, так 
и характеристики миометрия, что демонстрирует его 
важную роль в патогенезе ПЭ. Работа выполнена в рам-
ках темы ГЗ № ЕГИСУ НИОКТР — 122030200534-4

Литература:
1. Dong X., Gou W., Li C., et al. Pregnancy Hypertens. 2017. N 8. 

P. 60–64.

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ РЕГУЛЯЦИИ 
ПТГ-ЗАВИСИМОЙ КАЛЬЦИЕВОЙ 
СИГНАЛИЗАЦИИ В ПОСТНАТАЛЬНЫХ 
СТВОЛОВЫХ КЛЕТКАХ

М.Ю. Николаев1, П.А. Тюрин-Кузьмин1, 
К.Ю. Кулебякин1, 2, Д.А. Найда3, М.В. Воронцова2

1  Кафедра биохимии и молекулярной медицины, 
Факультет фундаментальной медицины МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

2  Институт регенеративной медицины, МНОЦ МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

e-mail: 3Главный клинический военный 
госпиталь им. Н.Н. Бурденко, Москва, 
Россия mikhail.nikolaev01@bk.ru

Ключевые слова: кальциевая сигнализация, МСК, парат-
гормон, ингибиторный анализ.

Ранее в нашем коллективе была выявлена гетеро-
генность кальциевых ответов при воздействии парат-
гормона у популяций мультипотентных мезенхимальных 
стромальных клеток (МСК), выделенных из жировой тка-
ни и надкостницы. Преобладание определенного вида 
кальциевого ответа соотносится с различиями в после-
дующей дифференцировке клеток. В МСК, выделенных 
из жира живота, регистрируется плавное повышение 
уровня внутриклеточного кальция, паратгормон влияет 
на клетки проостеогенно. Культуры МСК, выделенные 
из надкостницы, в ответ на действие паратгормона отве-
чают преимущественно осциллирующими кальциевыми 
ответами, и остеогенная дифференцировка подавляет-
ся. При активации основного рецептора паратгормона 
ПТГР1 запускаются по меньшей мере два сигнальных 
пути: Gq/фосфолипаза С/кальций и Gs/аденилатцикла-
за/цАМФ. В данной работе был проведен игибиторный 
анализ сигнальных путей ПТГР1 для выяснения молеку-
лярных механизмов формирования различных сигналь-
ных ответов при действии на клетки ПТГ [1,2].

Из полученных данных можно сделать вывод, что ос-
циллирующие всплески кальция зависят от базального 
уровня внутриклеточного кальция. При его снижении, 
путем блокирования поступления ионов из лизосомаль-
ных источников и канлов L-типа, кальция недостаточно 
в цитоплазме для запуска осцилляций. Плавный прирост 

может быть обусловлен притоком кальция из саркоплаз-
матического ретикулума через рианодин-чувствитель-
ные каналы. Это подтверждается уменьшением ответов 
данного типа при использовании рианодина, и их увели-
чением при нарушении механизмов кратковременных 
кальциевых ответов. Так блокатор кальциевых каналов 
L-типа несколько снижает базальный уровень внутрикле-
точного кальция, которого становиться недостаточно для 
запуска пикового ответа, но, по-видимому, достаточно 
для открытия кальций-зависимых рианодин-чувствитель-
ных каналов. Во всех типах кальциевых ответов задей-
ствованы И3ФР, так как при использовании блокатора 
И3ФР (2APB) изменение уровня кальция в цитоплазме 
перестало наблюдаться. Работа выполнена при финан-
совой поддержке гранта РНФ № 19-75-30007.
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Общим недостатком большинства известных мето-
дов стерилизации костных имплантатов является высо-
кая вероятность побочных эффектов, связанных с хи-
мическими, термическими и другими воздействиями 
и проявляющихся в изменении структуры, морфомехани-
ческих параметров и характеристик, а также нарушении 
остеоиндуктивных свойств образца [1].

При стандартных для радиационной стерилизации до-
зах облучения (25 кГр), и даже при более щадящих дозах 
(15 кГр), пучок ускоренных электронов деминерализует 
и вызывает пористость образцов, что приводит к сни-
жению эффективности свойств биоимплантатов [2], 
подтверждает необходимость уменьшения дозы облу-
чения при сохранении эффективности стерилизации. 
Результаты исследования указывают на эффективность 
предложенной ранее методики комбинированной двух-
этапной обработки костных биоимплантатов с использо-
ванием озоновой стерилизации на первом этапе и воз-
действием ионизирующего излучения на втором этапе, 
позволяющей достичь стерилизующего эффекта при 
величине поглощенной дозы 11–12 кГр [3].

С помощью ИК-спектроскопии, растровой электрон-
ной и атомно-силовой микроскопии проведен срав-
нительный анализ влияния озонового воздействия 
на образцы на первом этапе обработки. Показано, 
что в выбранном диапазоне параметров такое воз-
действие не приводит к морфологическим измене-
ниям поверхности образца, но существенно изменя-
ет элементный состав [4]. В частности, отмечен рост 
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содержания кислорода в поверхностных слоях костного 
образца. Дополнительные данные о белковых и мине-
ральных компонентах костной ткани дает анализ ИК-
спектров. Полученные результаты позволяют уточнить 
информацию о состоянии поверхностного слоя костных 
имплантатов. Работа выполнена в рамках государствен-
ного задания FGUU-2022-0008-122022600100-
2 и при поддержке Междисциплинарной научно-образо-
вательной школы Московского университета «Фотонные 
и квантовые технологии. Цифровая медицина».
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Таргетные олигопептиды являются перспективными 
лигандами для разработки систем доставки лекарств. 
Ранее нами было показано, что пептидный аналог фак-
торов роста GHK значительно усиливает клеточно-про-
никающий эффект интегрин-специфичного пептида 
RGD [1]. Актуальной задачей для выяснения механизмов 
этого эффекта является изучение взаимодействия пеп-
тидов с потенциальными клеточными мишенями, таки-
ми как гликозаминогликаны. Целью настоящей работы 
явилось изучение взаимодействий пептидов RGD и GHK 
с гепарином в качестве модельного гликозаминогликана 
и влияния этих взаимодействий на коллоидные и клеточ-
но-проникающие свойства липосом.

L-аргинил-глицил-L-аспарагиновую кислоту (RGD) 
и глицил-L-гистидил-L-лизин (GHK) и их конъюгаты с ла-
уриновой кислотой получали методом твердофазного 
синтеза. Использовали моноламеллярные липосомы 
на основе фосфатидилхолина, которые получали путем 
гидратации тонкой пленки и модифицировали пептидами 
RGD и GHK.

Взаимодействие гепарина с пептид-модифици-
рованными липосомами характеризовали методом 
динамического рассеяния света. Титрование GHK-
модифицированных липосом гепарином сопровожда-
лось дозозависимым повышением анионного заряда 
системы до –35 ± 0,75 мВ. В тех же условиях коллоид-
ные свойства RGD-липосом достоверно не изменялись. 
Дополнительно взаимодействие пептидов с гепари-
ном оценено методом изотермической титрационной 
микрокалориметрии, подтвердившим специфическое 
связывание GHK с гепарином. Методом проточной ци-
тофлуориметрии и конфокальной микроскопии оценен 

модулирующий эффект гепарина на клеточно-прони-
кающие свойства пептид-модифицированных липосом 
и распределение инкапсулированного флуоресцентного 
красителя в клетках млекопитающих.

Полученные результаты представляют интерес для 
создания улучшенных систем доставки лекарств на осно-
ве липосом, модифицированных таргетными компонента-
ми. Исследование выполнено за счет гранта Российского 
научного фонда № 20-73-10105 и за счет средств суб-
сидии, выделенной Казанскому федеральному универси-
тету для выполнения государственного задания в сфере 
научной деятельности (проект FZSM-2022-0020).
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Расслоение аорты является одной из наиболее тя-
желой и распространенной патологией сердечно-сосу-
дистой системы. Протяженность патологии требует об-
ширных реконструктивных вмешательств, а замена всей 
расслоенной аорты имеет высокую травматичность, что 
не позволяет рекомендовать данный вид реконструкций 
во всех случаях. Основным методом своевременной про-
филактики осложнений и выставления показаний к хирур-
гическому лечению является геометрический морфоло-
гический анализ (ГМА) состояния различных сегментов 
аорты с течением времени [1]. Перспективным направ-
лением является применение методов вычислительной 
гидродинамики (computational fluid dynamics — CFD) при 
изучении механизмов ремоделирования аорты и внутри-
аортальной гемодинамики, что позволит прогнозировать 
развитие отрицательного ремоделирования в отдален-
ном периоде наблюдения и предупредить осложнения.

В данной работе проведено численное исследова-
ние внутриаортальной гемодинамики при расслоении. 
Нестационарная задача течения крови решена как для 
ламинарного, так и для турбулентного режимов (исполь-
зована модель shear stress transport — SST). Кровь 
представлена как неньютоновская несжимаемая жид-
кость, динамическая вязкость которой описывается 
моделью Каро-Яшида. Построены поля скоростей и дав-
лений в истинном и ложном каналах, а также в областях 
фенестраций, выявлены зоны стагнации и рециркуля-
ции крови, проведена количественная и качественная 
оценка пристеночных сдвиговых напряжений (wall shear 
stresses — WSS), проведено сравнение результатов при 
ламинарном и турбулентном режимах течения крови в те-
чение сердечного цикла.
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Важнейшей целью регенеративной медицины являет-
ся восстановление микроархитектуры тканей как струк-
турированных в пространстве клеточных сообществ. 
Формирование структуры тканей в онтогенезе задей-
ствует естественные механизмы самоорганизации кле-
ток при их локальных взаимодействиях [1]. Для клеток 
мезенхимного ряда характерна самоорганизация путем 
конденсации, имеющая ключевое значение при органо-
генезе многих органов (кости, почки, зубы, мышцы и т. д.). 
Конденсация клеток опосредована их дифференциаль-
ной межклеточной адгезией, специфической миграцией, 
перестройками цитоскелета. Механизмы и роль спон-
танной (без экзогенных воздействий) самоорганизации 
мультипотентных стромальных клеток (МСК) были иссле-
дованы в модели клеточных пластов (КП) [2].

Было показано, что самоорганизация приводит 
к формированию неоднородной в пространстве плотно-
сти клеточного состава, обеспечивает структурирован-
ное распределение клеток с разными свойствами, осо-
бенностями профиля транскрипции, метаболическими 
характеристиками. Более того, конденсация МСК при 
самоорганизации определяет их превалирующий тип 
дифференцировки. Было обнаружено, что конденсация 
МСК повышала эффективность их дифференциров-
ки в остеогенном и хондрогенном, но не адипогенном 
направлениях. С использованием метода лазерной 
микродиссекции были препаративно выделены клет-
ки, различные по степени вовлеченности в процесс 
конденсации. Далее, с помощью секвенирования РНК 
были установлены последствия конденсации на пат-
терн экспрессии генов, что позволило изучить эф-
фекты компактизации и предположить её механизмы. 
Анализ показал, что клетки после конденсации имеют 
черты дифференцировки в остеогенном направлении: 
локальная активность щелочной фосфатазы, обога-
щенный коллагеном 1 типа внеклеточный матрикс, ха-
рактерные черты метаболизма и др. Транскрипционные 
сдвиги при конденсации также включали активацию 
участников сигнального пути ГТФаз Rho, и подавление 
активности транскрипционного фактора SREBP — клю-
чевого для адипогенеза. С использованием ингиби-
торного анализа было показано, что самоорганизация 
МСК в КП протекает путем Rho-зависимой конденса-
ции, и активность сигнального пути Rho определяет 
формирование в изначально гомогенном конструкте 
пространственной гетерогенности клеток. Конденсация 
МСК в клеточных пластах может рассматриваться как 
модель самоорганизации клеток при восстановлении 
микроархитектуры тканей и органов после поврежде-
ния. Работа была выполнена в рамках государственно-
го задания МГУ им. М.В. Ломоносова и по перспектив-
ному направлению научно-образовательного развития 
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Криохранение кератиноцитов человека позволя-
ет планировать научные эксперименты и операции 
по трансплантации тканеинженерных конструкций 
на основе кератиноцитов, а также является важным 
этапом в сохранении и пополнении клеточных банков. 
Замораживание кератиноцитов в суспензии стимулирует 
процессы апоптоза и терминальной дифференцировки, 
что приводит к массивной потере пула стволовых и про-
гениторных кератиноцитов и ограничивает возможность 
их использования после размораживания.

Цель нашей работы: исследовать структуру и дина-
мику гибели кератиноцитов и проследить восстановле-
ние популяции эпидермальных стволовых клеток после 
криоконсервации.

Кератиноциты замораживали по разработанному ра-
нее протоколу замораживания суспензии кератиноцитов 
на базе Коллекции клеточных культур ИБР РАН и размо-
раживали по истечению как минимум 2 недель нахожде-
ния в условиях глубокой заморозки.

Методом проточной цитометрии проводили ана-
лиз на определение количества апоптотических клеток 
до и после криохранения. Выяснили, что до криохранения 
количество клеток в позднем апоптозе составляет око-
ло 20%, сразу после размораживания увеличивается 
до 42%, а к 7 суткам снижается до 27%.

Иммунофлуоресцентным методом выявили доли про-
лиферирующих клеток с помощью антител к ki67 и доли 
стволовых и ранних прогениторных клеток с помощью 
антител к p63 в динамике роста первичной культуры 
и культуры после криохранения. Максимальную долю 
ki67-положительных клеток наблюдали на 3 сутки по-
сле посева на пластик (73% до криохранения и 81% по-
сле криохранения), к 7 суткам пролиферация снижалась 
в обоих случаях (35% и 45%). Доля p63-положительных 
клеток увеличивалась к 3 суткам культивирования (89% 
и 82%) и оставалась высокой к 7 суткам (86% и 84%).

Методом Вестерн-Блот анализа исследовали уро-
вень экспрессии сигнального белка phospho-YAP и β4-
интегрина, специфического для стволовых клеток. 
Уровень ITG β4 значительно снижался в клетках сразу 
после разморозки, оставался низким на 1 сутки культи-
вирования после размораживания, но восстанавливался 



МАТЕРИАЛЫ V НАЦИОНАЛЬНОГО КОНГРЕССА ПО РЕГЕНЕРАТИВНОЙ МЕДИЦИНЕ 165

Гены & Клетки XVII, № 3, 2022

к 7 суткам. Уровень экспрессии P-YAP до криокон-
сервации, сразу после размораживания, на 1 и 7 сут-
ки культивирования после криоконсервации менялся 
незначительно.

Таким образом, мы можем сделать вывод, что пул 
стволовых клеток в популяции эпидермальных кератино-
цитов после криохранения заметно снижается, но полно-
стью восстанавливается к 7 суткам культивирования по-
сле размораживания.
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Е.В. Новосадова1, И.А. Гривенников1, 
Д.М. Шимченко1, С.А. Антонов1, 
Т.П. Герасимова1, Л.В. Новосадова1, 
Е.Л. Арсеньева1, Л.И. Давыдова2, 
К.В. Сидорук2, В.Г. Богуш2, В.З. Тарантул1

1  Институт молекулярной генетики НИЦ 
Курчатовский институт, Москва, Россия

2  НИЦ Курчатовский институт, Москва, Россия

e-mail: novek-img@mail.ru

Ключевые слова: рекомбинантные спидроины, матриксы, 
индуцированные плюрипотентные стволовые клетки чело-
века, направленная дифференцировка, нейроны.

Разработка новых биоматериалов и усовершен-
ствование современных методов биоинженерии дали 
возможность культивировать клетки на 3D подложках-
носителях естественного или искусственного проис-
хождения. Выбор матриксов — первый этап для фор-
мирования подобного рода систем. Матриксы должны 
соответствовать определенным требованиям: отсут-
ствие цитотоксичности, хорошая адгезионность, обе-
спечение, либо препятствие дифференцировки клеток, 
отсутствие иммунного ответа, биорезорбируемость. 
Нейрогенез происходит в динамически меняющейся 
микросреде, где межклеточные взаимодействия и ло-
кальные сигналы, в том числе от соседних клеток, гу-
моральные факторы и внеклеточный матрикс регули-
руют дифференцировку и гомеостаз клеток [1]. От того, 
насколько точно и правильно удастся воссоздать этот 
сложный массив разнообразных сигналов, будет зави-
сеть пространственная организация клеток, правиль-
ное формирование контактов и зрелость получаемых 
культур. В процессах нейродегенерации принимают 
участие не только специфические нейроны, но и клет-
ки глии, поэтому при выборе матрикса важно, чтобы 
он обеспечивал подходящую микросреду.

Рекомбинантные спидроины (РС) по своим свой-
ствам оптимально подходят для разработки таких ма-
триксов. Благодаря своей способности к самосборке, 
они могут образовывать различные надмолекулярные 
структуры, такие как гидрогели, в том числе микроге-
ли, прозрачные упругие пленки, высокопористые губ-
чатые 3D-скаффолды и т. п. Учитывая такие свойства 
биоматериалов на основе РС, как высокая биосовме-
стимость, регулируемая биорезорбция в организме, 
способность обеспечивать неоваскуляризацию и ин-
нервацию поврежденных тканей, наиболее перспек-
тивной областью их применения на сегодняшний день 
является медицина [2].

В настоящей работе было проведено исследование 
способности матриксов, полученных на основе водных 
растворов РС и биологически активных пептидов (5 раз-
личных комбинаций), поддерживать рост и дифференци-
ровку нейронов и глиальных клеток, полученных из инду-
цированных плюрипотентных клеток (ИПСК) человека. 
Было показано различие в адгезии клеточных культур 
к исследуемым матриксам, а также продемонстрирова-
но снижение пролиферативной активности дифферен-
цирующихся нейронов на всех подложках. С помощью 
ПЦР в реальном времени показана дифференциальная 
экспрессия ряда генов в нейронах и глиальных клетках 
на разных подложках. Работа выполнена при финансовой 
поддержке Министерства науки и высшего образования 
РФ в рамках соглашения № 075-15-2021-1357 и дого-
вора № 69/21 — СИН1357.

Литература:
1. Gattazzo F, Urciuolo A. and Bonaldo P. Biochim. Biophys. Acta, 

2014. V. 1840. P. 2506–2519.
2. Debabov V.G., Bogush V.G. ACS Biomater Sci Eng. 2020. V. 6. 

P. 3745–3761.

ДИФФЕРЕНЦИРОВОЧНЫЙ ПОТЕНЦИАЛ 
ММСК ПОД ВЛИЯНИЕМ ТЕРАПЕВТИЧЕСКИХ 
ДОЗ ГЕПАРИНА

И.К. Норкин1, К.А. Юрова1, О.Г. Хазиахматова1, 
В.В. Малащенко1, И.А. Хлусов1, 2, Л.С. Литвинова1

1  ФГАОУ ВО Балтийский федеральный университет 
им. Иммануила Канта, Калининград, Россия

2  Сибирский государственный медицинский 
университет, Томск, Россия

e-mail: norkin_igor@mail.ru

Ключевые слова: мультипотентные мезенхимальные ство-
ловые клетки, гепарин, in vitro, остеодифференцировка, 
стволовость.

В целях предотвращения послеоперационных пато-
логических состояний, вызванные гиперкоагуляцией, 
используют стратегии с применением антикоагулянтов 
(в т. ч., гепарина). Однако описанная тактика лечения 
приводит к нарушению процессов миграции и адгезии 
мультипотентных мезенхимальных стволовых клеток 
(ММСК), что негативно влияет на формирование костной 
мозоли. При этом влияние гепарина на остеодифферен-
цировку носит противоречивый характер.

Материалом исследования служила культура 
ММСК, выделенная из жировой ткани человека (про-
токол № 1 от 22.03.2021 БФУ им. И. Канта). Для экс-
перимента использовались клетки с принадлежностью 
к ММСК в соответствии с минимальными критериями 
Международного общества клеточной терапии. В ис-
следовании изучали 4 группы: контроль без гепари-
на; модель культивирования ММСК с гепарином в те-
рапевтических концентрациях (0,5, 0,75 и 1 МЕ/мл). 
Культивирование ММСК проводили при 37°С, 100% 
влажности, содержащей 5% СO2 в течение 14 сут. 
Для постановки эксперимента использовали ППС 
(5% FBS, 400 Е/мкг/мл пенициллин/стрептами-
цин, 2 мМ L-глютамин, αMEM). Оценку поверхностных 
маркеров CD105, CD73, CD90, CD45, CD14, CD20, 
CD34 проводили на 14 сут. на цитометре MACS Quant 
FL7 system (Miltenyi Biotec, Germany). Анализ уровней 
относительной экспрессии мРНК генов остеодиффе-
ренцировки (ALPL, RUNX2, BMP2, BMP6) проводили 
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методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) на ам-
плификаторе LightCycler 480 Real-Time PCR («Roche», 
Швейцария). Статистический анализ проводили с ис-
пользованием IBM SPSS Statistics 20.

При добавлении гепарина в исследуемых концен-
трациях (0,5, 0,75 и 1 МЕ/мл) в культуру ММСК доля 
CD90+, CD105+ и CD73+ клеток статистически зна-
чимо не изменялась относительно контроля. В модели 
культивировании ММСК с гепарином в концентрации 
1 МЕ/мл экспрессия мРНК гена щелочной фосфа-
тазы (ALPL) увеличилась в 26 раз (относительно 
контроля), что свидетельствует о дифференцировке 
ММСК в остеобласты. Экспрессия гена ALPL относит-
ся к ранним стадиям остеодифференцировки и необ-
ходима для минерализации межклеточного матрикса. 
Экспрессия мРНК генов RUNX2, BMP2 и BMP6 не из-
менялась между исследуемыми группами. Однако на-
блюдалась тенденция к увеличению экспрессии мРНК 
генов (RUNX2, BMP2 и BMP6) при добавлении гепари-
на в концентрации 1 МЕ/мл.

Таким образом, выявленное повышение экспрес-
сии мРНК генов остеодифференцировки (ALPL, RUNX2, 
BMP2, BMP6) в присутствии гепарина в терапевтических 
концентрациях (в сравнении с контролем) может свиде-
тельствовать об участии гепарина (1 МЕ/мл) в инициации 
остеодифференцировки ММСК в условиях сокультивиро-
вания in vitro. Авторы выражают благодарность за финан-
совую поддержку Программы стратегического академи-
ческого лидерства ПРИОРИТЕТ 2030 в СибГМУ.
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Адипонектин — гормон жировой ткани, являющийся 
одним из важнейших регуляторов регенерации тканей. 
Его влияние на регенерацию скелетных мышц [1], анги-
огенез и предотвращение поражения кровеносных сосу-
дов и сердца опосредовано его взаимодействием с мем-
бранным рецептором Т-кадгерином [2, 3]. В частности, 
связывание адипонектина с Т-кадгерином вызывает по-
вышение продукции внеклеточных везикул, которые не-
обходимы для реализации влияния адипонектина на ре-
генерацию тканей [4].

Для исследования процессов регенерации, опос-
редованных Т-кадгерином, нами была выведена линия 
нокаутных мышей путем скрещивания оcобей с флокси-
рованным 3 экзоном гена Т-кадгерина (Cdh13) и особей 
с конститутивно активной Cre-рекомбиназой. С помо-
щью метода ПЦР мы продемонстрировали отсутствие 
3 экзона как в ДНК, так и мРНК белка Т-кадгерина в об-
разцах нокаутных мышей. Мы также проанализировали 
содержание Т-кадгерина в образцах аорт, сердец и ске-
летных мышц с помощью иммуноблоттинга. Отсутствие 
Т-кадгерина также было подтверждено с помощью про-
теомного анализа образцов скелетных мышц.

Мы показали, что масса тела, давление крови и дру-
гие параметры значимо не отличались у нокаутных мы-
шей по сравнению с мышами линии C57Bl, которые 
экспрессируют ген Т-кадгерина. Поскольку взаимодей-
ствие адипонектина с Т-кадгерином влияет на регене-
рацию скелетных мышц, мы сопоставили способность 
к бегу на беговой дорожке нокаутных и контрольных 
мышей. Вопреки нашему предположению, мыши, но-
каутные по Т-кадгерину, уставали медленнее и пробе-
гали значимо более длинную дистанцию по сравнению 
с мышами контрольной линии. Мы проанализировали 
молекулярные механизмы таких различий. В частно-
сти, мы оценили уровень фосфорилирования АМФ-
киназы, а также продукцию внеклеточных везикул у но-
каутных мышей и животных контрольной линии. Таким 
образом, полученная нами линия мышей нокаутных 
по Т-кадгерину открывает возможности для проведе-
ния исследований участия этого белка в регенерации 
тканей. Исследование выполнено при финансовой под-
держке РФФИ № 19-29-04118.
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Эффективным решением проблемы замещения кост-
ных дефектов может быть разработка остеоиндуктивных 
гибридных имплантатов на основе силикатной керами-
ки с адсорбированным на ней рекомбинантным белком 
BMP-2. Различные варианты силикатной керамики об-
ладают высокой биоактивностью, биосовместимостью, 
хорошими механическими свойствами, способствуют 
остеогенной дифференцировке мезенхимальных стро-
мальных стволовых клеток и, согласно результатам на-
ших исследований, обладают высокой сорбционной ем-
костью по отношению к BMP-2.

Эффективнсть применения имплантатов на основе 
силикатной керамики была исследована на трех моде-
лях: 1) при введении суспензии содержащих и не со-
держащих BMP-2 частиц диопсида (CaMgSi2O6) 
и волластонита (CaSiO3) в гиалуроновой кислоте под 
надкостницу черепа мыши; 2) при имплантации суспен-
зии частиц диопсида с/без BMP-2, введенной в диски 
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из ксеногенного ДКМ, в краниальные дефекты крити-
ческого размера у мышей; 3) при имплантации суспен-
зии частиц диопсида с/без BMP-2, введенной в диски 
из ДКМ, в бедренную мышцу мыши. Мезопористые ча-
стицы диопсида и волластонита были получены в НИТУ 
«МИСиС». Особенности минерализации и регенерации 
тканей в области имплантации исследовали с помощью 
микро-КТ и гистологического анализа.

В эксперименте 1 на протяжении 6 недель наблю-
далась выраженная динамика минерализации тканей 
и остеогенеза в случае диопсида, содержащего BMP-2. 
Волластонит, необратимо связывающий BMP-2, вызы-
вал сильную воспалительную реакцию, сопровождавшу-
юся агрегацией микрочастиц на фоне слабо выраженно-
го формирования костной ткани. В эксперименте 2 при 
введении диопсида с BMP-2 на сроке 6 недель после им-
плантации наблюдалось практически полное замещение 
костных дефектов новой костной тканью, содержащей 
костный мозг, при слабо выраженной реакции на инород-
ное тело. В эксперименте 3 на сроке 12 недель наблюда-
лось ремоделирование костной ткани внутри имплантата 
и образование вокруг него покрытой надкостницей кост-
ной капсулы с трабекулами новообразованной костной 
ткани и костным мозгом.

Диопсид может успешно применяться в качестве 
носителя BMP-2 в составе гибридных имплантатов для 
инженерии костной ткани. Работа выполнена при финан-
совой поддержке гранта РНФ 22-15-00216.

ИССЛЕДОВАНИЕ РЕГЕНЕРАТИВНЫХ 
СВОЙСТВ НОВЫХ ВАРИАНТОВ 
РЕКОМБИНАНТНОГО EPO И BMP-
2 В СОСТАВЕ КОНСТРУКЦИЙ НА ОСНОВЕ 
ПРИРОДНЫХ И СИНТЕТИЧЕСКИХ 
МАТЕРИАЛОВ

П.А. Орлова

НИЦ эпидемиологии и микробиологии 
им. Н.Ф. Гамалеи Минздрава России, Москва, Россия

e-mail: p.orlova88@gmail.com

Ключевые слова: эритропоэтин, BMP-2, полиэфирэфирке-
тон, сверхвысокомолекулярный полиэтилен.

Применение кроветворного белка эритропоэтина 
(EPO) совместно с костным морфогенетическим белом-2 
(BMP-2) в составе костнопластических материалов пред-
ставляет значительный интерес благодаря тому, что они 
способствуют росту костной ткани по независимым мо-
лекулярным механизмам.

Целью данной работы было исследование остеоин-
дуктивного потенциала композитных конструкций на ос-
нове новых вариантов BMP-2 и EPO, полученных раннее 
методом микробиологического синтеза [1, 2], в составе 
природных и синтетических материалов.

Был проведен ряд экспериментов по введению им-
плантатов на основе рекомбинантных белков в составе 
различных носителей в краниальные дефекты критиче-
ского размера на мышах. В качестве природных носите-
лей были использованы диски диаметром 4 мм из деми-
нерализованного костного матрикса (ДКМ). В качестве 
синтетических носителей, полученных сотрудниками 
МИСиС, были использованы диски из полиэфирэфирке-
тона (ПЭЭК), диски из ПЭЭК с добавлением гидроксилапа-
тита (ГАП), а также диски из сверхвысокомолекулярного 
полиэтилена с ГАП (СВМПЭ/ГАП). Динамику образова-
ния минерализованной костной ткани в области дефекта 

оценивали с помощью микрокомпьютерной томографии. 
Исследование регенератов проводилось с помощью ги-
стологического анализа и иммуногистохимического ана-
лиза на М2-макрофаги.

Минерализованная ткань наблюдалась в области 
дефекта уже на 3-й неделе после имплантации во всех 
группах, в состав которых входил BMP-2 Совместное 
применение BMP-2 и EPO способствовало усилению ан-
гиогенеза новообразованной костной ткани. На 6-й не-
деле формировалось значительное количество но-
вообразованной минерализованной костной ткани 
с включениями зрелого костного мозга. Максимальная 
поляризация М2-макрофагов наблюдалась в случае при-
менения материалов на основе ДКМ.

Комбинация новых вариантов BMP-2 и EPO суще-
ственно повышает остеоиндуктивные свойства широко-
го спектра остеопластических материалов, перспектив-
ных для применения в регенеративной медицине.

Работа выполнена при финансовой поддержке гран-
тов РНФ 16-15-00133 и 22-15-00216.
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До сих пор остаются нерешенными проблемы, 
связанные с реконструкцией мочевого пузыря [1]. 
Замещение фрагментами желудочно-кишечного трак-
та, хоть и является золотым стандартом, почти всегда 
приводит к различным осложнениям. Применение в уро-
логии методов регенеративной медицины и тканевой 
инженерии может способствовать улучшению резуль-
татов лечения многих патологических состояний [2]. 
На базе ФГБУ СПбНИИФ впервые в мировой практике 
выполнено успешное замещение дефекта мочевого 
пузыря кролика после его парциальной резекции с ис-
пользованием тканеинженерного лоскута, содержаще-
го аллогенные мезенхимные стволовые клетки [3].

Цель: экспериментальное изучение возможности 
применения аллогенного тканеинженерного трансплан-
тата для замещения дефекта стенки мочевого пузыря.

Материалы и методы: 15 кроликам после пар-
циальной резекции мочевого пузыря выполнилась 
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аугментационная цистопластика скаффолдами, содер-
жащими гладкие миоциты с уротелием, фибробласты 
и мезенхимные стволовые клетки.

Результаты: В 100% случаев замещения участка 
мочевого пузыря бесклеточной матрицей или скаф-
фолдами, содержащими гладкие миоциты с уротелием 
и фибробласты, произошло отторжение имплантата. 
В группе, получившей скаффолд с мезенхимными ство-
ловыми клетками, в 5 случаях из 6 произошел лизис 
матрицы, емкость мочевых пузырей через 2,5 месяца 
после операции оказалась сравнима с дооперационной. 
Восстановление морфологической структуры стенки мо-
чевого подтверждено гистологически.

Заключение: Применение тканеинженерной конструк-
ции, состоящей из композитной матрицы и мезенхимных 
стволовых клеток кролика оказалось эффективным для 
реконструкции небольших дефектов мочевого пузыря. 
Дальнейшая разработка методик создания многокомпо-
нентного трансплантата с использованием аллогенных 
клеток может способствовать улучшению результатов 
лечения таких патологий, при которых получение ауто-
логичного материала не представляется возможным. 
В настоящее время на базе ФГБУ «СПбНИИФ» выпол-
няется исследование по тканеинженерной аугментации 
мочевого пузыря, вплоть до тотального его замещения 
(за счет гранта Российского научного фонда № 22-25-
20167 и гранта Санкт-Петербургского научного фонда 
в соответствии с соглашением от «14» апреля 2022 г. 
№ 20/2022).
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В различных областях клинической медицины тре-
буются биологически совместимые мембраны: для 
восстановления кожных дефектов (комбустиология), 
для регенерации костной ткани (челюстно-лицевая хи-
рургия/стоматология); для пластики дефектов твердой 
мозговой оболочки (нейрохирургия), для восстановле-
ния роговицы (офтальмология) и барабанной пере-
понки (отоларингология). Нативный высокоочищенный 
коллаген обладает высокой степенью биосовмести-
мости и практически не индуцирует иммунного отве-
та. Мембраны из коллагена наиболее перспективны 
для использования в клинической практике. Для того 
чтобы аналогичными свойствами обладали медицин-
ские изделия, изготовленные из экстрагируемого 

коллагена, необходимо при их производстве миними-
зировать негативное воздействие технологических 
процессов. К таким воздействиям относятся химиче-
ская или физическая сшивка. Сшивка позволяет ста-
билизировать структуру изделия и существенно уве-
личить прочность коллагеновой мембраны. С другой 
стороны, использование химических сшивок приводит 
к существенному ухудшению проникновения клеток-хо-
зяина внутрь имплантата. Отсутствие миграции клеток 
внутрь имплантированного биоматериала делают не-
возможным процесс нормальной регенерации повреж-
денной ткани, что в конечном счете приводит к различ-
ным осложнениям после операции. Нами предложен 
и успешно опробован новый подход для повышения 
прочностных характеристик биомедицинских конструк-
ций: изготовление стабильных и прочных коллагено-
вых мембран из концентрированных до уровня 10% 
растворов очищенного коллагена. В основе подхода 
лежит запатентованная масштабируемая технология 
получения стерильного прозрачного концентрирован-
ного раствора биосовместимого коллагена (коллаген 
Viscoll®). Этот подход лег в основу проекта по разра-
ботке и внедрению в клиническую практику имплан-
тируемых коллагеновых мембран. Эффективность, 
безопасность и биосовместимость материалов, из-
готовленных из концентрированных растворов кол-
лагена Viscoll® была доказана как в in vitro [1], так 
и в in vivo моделях [2], [3]. Ключевым практическим 
результатом данного проекта стала технология полу-
чения медицинского изделия «Мембрана коллагено-
вая Viscoll® для восстановления роговицы». По этому 
изделию собрано полное регистрационное досье и по-
дана заявка в Росздравнадзор на регистрацию. Старт 
клинических испытаний запланирован на 2023 год. 
Проект поддержан Фондом содействия инновациям, 
договор № 793ГКС7-I5/79518.
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Глиобластома является одной из самых тяжелых 
форм опухолеобразования в организме человека 
с крайне неблагоприятным прогнозом. Встречаемость 
данной патологии составляет 3,5 случая на 100 000 



МАТЕРИАЛЫ V НАЦИОНАЛЬНОГО КОНГРЕССА ПО РЕГЕНЕРАТИВНОЙ МЕДИЦИНЕ 169

Гены & Клетки XVII, № 3, 2022

населения ежегодно. На данный момент не существу-
ет эффективного способа лечения этого злокачествен-
ного типа образований мозга. Все известные методы 
лечения (хирургия, лучевая терапия, химиотерапия) 
дают лишь незначительное увеличение времени жиз-
ни пациента. Гетерогенная структура глиобластомы 
с аберрантной регуляцией клеточной пролиферации 
позволяет опухоли выживать при различных терапев-
тических воздействиях. При лучевой терапии или хи-
миотерапии опухолевые клетки гибнут, однако, часть 
клеток резистентна и определяет дальнейший рост 
опухоли. Таким образом, опухоль способна сопротив-
ляться различным видам терапии и активно разрас-
таться. Помимо цитотоксических подходов терапии 
следует рассмотреть другие варианты воздействия 
на глиобластому человека. Прямо противоположная 
стратегия — стимулировать «созревание» опухолевых 
клеток, что приведет к потере их пролиферативного 
потенциала. Для оценки возможности регулировать 
пролиферативный и дифференцировочный потенциал 
опухолевых клеток глиобластомы создана коллекция 
первичных и перевиваемых клеточных культур из опу-
холевой ткани пациентов. Возможность объедине-
ния молекулярно-генетических характеристик клеток 
этой коллекции с данными МРТ и ПЭТ для исходной 
опухоли позволяет лучше понять происхождение гли-
ом головного мозга. Предложен принципиально но-
вый подход к лечению глиомы — «дифференцировоч-
ная терапия», который основан на цитостатическом 
воздействии на клетки G-квадруплексом biG3T, об-
ладающим антипролиферативной активностью, 
в комбинации с молекулами-индукторами, управля-
ющими каскадами нейрогенеза — SB431542, LDN-
193189, Purmorphamine, BDNF. Молекулы-индукторы 
SB431542, LDN-193189, Purmorphamine, BDNF 
используют для воздействия на каскады индуци-
рованных е плюрипотентных е клеток и (ИПСК) для 
их дифференцировки в нейроны. При временном 
снижении пролиферативной активности опухолевых 
клеток после воздействия G-квадруплекса, молеку-
лы-индукторы способны остановить деление клеток 
опухоли и направить их дифференцировку в зрелое 
состояние. Дифференцировочная терапия оказывает-
ся эффективной и для опухолевых стволовых Nestin, 
PROM1(CD133)-позитивных клеток, устойчивых к хи-
миотерапии и лучевой терапии. Работа выполнена при 
фи нансовой поддержке Минобрнауки России (грант 
№ 075 15 2020 809 (13.1902.21.0030)).
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Болезнь Паркинсона является вторым по рас-
пространенности возрастным нейродегенеративным 

расстройством после болезни Альцгеймера. 
От 7 до 10 миллионов человек во всем мире страдают 
болезнью Паркинсона. В первую очередь эта болезнь 
характеризуется дегенерацией дофаминергических 
нейронов. На данный момент подходы к терапии болез-
ни Паркинсона нельзя назвать эффективными. В связи 
с этим чрезвычайно актуальным является поиск новых 
факторов, способных приостанавливать течение заболе-
вания или, в идеале, восстанавливать жизнеспособность 
дофаминергических нейронов в мозгу.

Один из интересных и перспективных факторов, кото-
рый рассматривается как кандидат на терапию болезни 
Паркинсона — это глиальный нейротрофический фактор 
(GDNF). GDNF занимает приоритетные позиции при ис-
пользовании в качестве нейропротектора и индуктора 
нейральной дифференцировки прогениторных/стволо-
вых клеток.

GDNF необходим для поддержания жизнеспособ-
ности дофаминэргических нейронов головного мозга, 
а также периферических, симпатических, парасим-
патических и сенсорных нейронов. При защите по-
врежденных нейронов он обладает в 5–10 раз боль-
шей эффективностью, чем BDNF. Широкий диапазон 
свойств GDNF не мог не обратить на себя внимание как 
ученых, так и разработчиков лекарственных средств. 
Доклинические исследования, которые были проведе-
ны на грызунах и приматах, показали эффективность 
GDNF как потенциального терапевтического агента. 
Однако результаты клинических испытаний на людях 
оказались противоречивыми. Клинические исследова-
ния рекомбинантного GDNF при интрацеребровентри-
кулярном введении пациентам с болезнью Паркинсона 
показали, что улучшения были незначительны или от-
сутствовали. Введение рекомбинантного GDNF в по-
лосатое тело мозга пациента с помощью минипомпы 
на I фазе клинических испытаний показывало положи-
тельный эффект. Впоследствии, данный эффект не был 
подтвержден на II-ой фазе двойных слепых клиниче-
ских испытаний. Возможно, причина неудач клиниче-
ских испытаний обусловлена тем, что в исследованиях 
была использована изоформа GDNF, которая поддер-
живает жизнеспособность нейронов в норме, но не об-
ладает высокой нейроиндукторной способностью. 
Нами были обнаружены малые формы хGDNF, которые 
обладают преимущественно нейроиндукторными свой-
ствами, а малые размеры могут помогать преодоле-
нию гематоэнцефалического барьера. Эти изоформы 
можно рассматривать как перспективные терапевти-
ческие молекулы не только для болезни Паркинсона, 
но и для других нейродегенеративных заболеваниях. 
Сформулирована концепция о возможности создания 
терапевтического подхода на основе управления ка-
скадами нейральной дифференцировки прогенитор-
ных клеток нормы и патологии. Используя воздействие 
на главные регуляторы эволюционно консервативных 
систем, которые управляют нейрогенезом, можно до-
стигнуть «созревания» клеток нейрального ряда, что 
привлекательно для использования в терапии при ней-
родегенеративных заболеваниях.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Минобрнауки России (грант № 075-15-2020-809 
(13.1902.21.0030)).
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Известные подходы к терапии глиомы человека огра-
ничены хирургическим удалением опухоли, химиотера-
пией и лучевой терапией. Целью нашей работы было по-
нять, как изменяются пролиферативные и миграционные 
свойства опухолевых клеток глиомы человека после воз-
действия лучевой терапии.

Из клеточной культуры глиомы человека G-01, полу-
ченной из послеоперационного материала, была выде-
лена популяция активно мигрирующих клеток. Для экс-
перимента были использованы культуры, выведенные 
из данной популяции через 2 пассажа после разделения 
(G-01СM) и через 8 пассажей (G-01M). При описании 
результатов экспериментов культура G-01 принима-
ется за контрольную и значения для нее принимаются 
за 100%, а для культур G-01СM и G-01M полученные 
данные представлены в виде доли от контроля.

В ходе оценки пролиферативной активности полу-
ченных культур методом MTS теста наблюдалось по-
вышение значений по сравнению с исходной культурой 
на 43% для G-01СM и на 250% для G-01M.

При оценке миграционной активности данных культур 
было выявлено увеличение миграционной способности 
культур G-01СM и G-01M по сравнению с исходной куль-
турой G-01. Наиболее выраженное увеличение наблюда-
ется в культуре G-01СM, уровень миграционной активно-
сти которой составляет 473% от исходной культуры. Для 
культуры G-01M это значение составляет 158%.

Все культуры были подвергнуты однократному вер-
тикальному тормозному излучению с номинальной 
энергией 6 МэВ и мощностью 600 доз/мин на приборе 
TrueBeam STx дозой 20 Гр. Исследования проводились 
через 3 и 7 дней после облучения.

При оценке пролиферативной активности культур 
G-01СM и G-01M после облучения было выявлено сни-
жение показателей по сравнению с необлученными 
культурами с сохранением повышенной пролифера-
тивной активности относительно облученной культуры 
G-01. На 7 день после облучения в культуре G-01СM 
наблюдается продолжение снижения уровня пролифе-
ративной активности по сравнению с необлученными об-
разцами, при этом в культуре G-01M наблюдается рост 
пролиферации.

При оценке миграционной активности культур после 
облучения наблюдается снижение показателей в куль-
турах G-01СM и G-01M по сравнению с необлученными 
образцами, и сохранение для G-01СM повышенных зна-
чений миграционной активности по сравнению с облу-
ченной культурой G-01.

Таким образом, было показано, что в культурах, выве-
денных из популяции активно мигрирующих клеток, даже 
после облучения сохраняется высокий уровень пролифе-
ративной активности, но при этом наблюдается снижение 
их миграционной активности. Исходя из этого можно сде-
лать предположение, что в культурах глиом мигрирующие 

клетки обладают большей устойчивостью к лучевой тера-
пии, при этом после облучения данные клетки частично 
теряют способность к миграции с одновременной акти-
вацией процессов пролиферации. Работа выполнена 
при финансовой поддержке Минобрнауки России, грант 
№ 075-15-2020-809 (13.1902.21.0030).
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Согласно ВОЗ за период 2000–2019 гг. сердечно-со-
судистые заболевания занимают первую позицию среди 
причин смертности. Согласно оценкам Европейского об-
щества кардиологов Россия, относится к странам очень 
высокого риска по данной группе заболеваний с пока-
зателями смертности более 450 для мужчин и 350 для 
женщин на 100 000 населения [1]. Патологии сердца 
могут приводить к эпизодической аритмии с сопутствую-
щими рисками остановки сердца и летальным исходом. 
Ишемическая болезнь сердца, кардиомиопатия с со-
путствующей сердечной недостаточностью, при которой 
показано использование кардиостимулятора, является 
самым распространенным заболеванием в мире.

Одним из превентивных методов лечения, в дополне-
ние к фармакологической терапии, является хирургиче-
ское вмешательство с имплантацией кардиостимулятора. 
Однако при установке подобных приборов существенны 
риски отторжения, кроме того, существующие приборы 
неэффективно занимают пространство в полостях орга-
низма и имеют высокую стоимость. Актуальной задачей 
является разработка устройства, способного ускорить 
процесс реабилитации, а также улучшить качество жиз-
ни пациентов. Перспективным подходом является соз-
дание имплантируемых полимерных каркасов сетчатой 
структуры, позволяющих направленно стимулировать 
работу сердечной мышцы. Важным становится создание 
имплантата по индивидуальным характеристикам серд-
ца, что позволит перейти к персонализированному из-
делию с высокой эффективностью. Такой подход может 
быть реализован с применением аддитивных технологий 
для подбора материала каркаса сетки, обладающего из-
носостойкостью, способностью к большим обратимым 
деформациям, эластичностью, биосовместимостью, не-
токсичностью и др.

Целью исследования является создание биосовме-
стимого высокоэластичного электропроводящего карка-
са. Для создания персонального медицинского устрой-
ства, используя данные компьютерной томографии, 
была получена 3D реконструкция сердца с применением 
методов компьютерного моделирования. Проведен под-
бор коммерчески доступного полимерного материала 
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для создания каркаса с помощью технологии 3D печа-
ти: REC Flex TPE, REC TPU Easyflex, eSun eLastic, Raise 
TPU-95A, REC Rubber SEBS, Bestfilament SBS Watson. 
Физико-химические свойства материалов были охарак-
теризованы методами дифференциальной сканирую-
щей калориметрии, термогравиметрического анализа, 
гель-проникающей хроматографии, проведены механи-
ческие испытания филаментов при одноосном растяже-
нии и проведено сравнение полученных характеристик 
и свойств эпикардиальных волокон. В работе обсужда-
ются перспективы применения проводящих добавок для 
создания новых материалов для аддитивных технологий. 
Исследование выполнено при финансовой поддержке 
Госзадания НИЦ «Курчатовский институт».
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Применение NK-клеток является развивающимся на-
правлением терапии злокачественных новообразований, 
тем не менее автономия терапевтических клеток пред-
ставляет потенциальную опасность, в частности, после 
их генетической модификации. Введение систем контро-
ля в клетки, в особенности, трансдукция гена iCasp9 су-
ицидной конструкции, на основе индуцируемой каспазы 
9, активируемой химическим индуктором димеризации 
(CID), является наиболее эффективным подходом для 
направленной элиминации модифицированных кле-
ток [1], [2]. Нами было показано, что iCasp9-NK-клетки 
могут демонстрировать устойчивость к действию диме-
ризатора. Также была прослежена взаимосвязь между 
эффективностью индукции iCasp9-опосредованного 
апоптоза и уровнем дифференцировки NK-клеток, раз-
делённых по поверхностной экспрессии KIR2DL2/
DL3 и NKG2C. Менее дифференцированные iCasp9-
NK-клетки с фенотипом KIR2DL2DL3– эффективнее 
индуцировали апоптоз в ответ на димеризатор в срав-
нении с более дифференцированными KIR2DL2DL3+ [3]. 
Работа поддержана грантом РНФ № 22-75-00110.
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Сигнальный путь NOTCH и фактор транскрипции 
RUNX2 являются важными и консервативными регу-
ляторами клеточных судеб. Сигнальный каскад NOTCH 
принимает участие в регуляции множества клеточных 
процессов в организме, играет заметную роль в эм-
бриональном развитии и поддержании тканевого 
гомеостаза [1]. Нарушение его регуляции приводит 
к появлению аномалий развития и возникновению 
целого ряда заболеваний. Основная роль фактора 
транскрипции RUNX2 заключается в регуляции раз-
вития остеобластов и образования костной ткани в ор-
ганизме. В то же время сверхэкспрессия RUNX2 ха-
рактерна для метастатического рака, и его роль, 
по-видимому, выходит за рамки контроля остеогенной 
дифференцировки [2].

Во многом процессы, регулируемые сигнальными пу-
тями Notch и RUNX2, перекрываются, тем не менее, пока 
не было показано прямой взаимосвязи двух этих сиг-
нальных каскадов. Чтобы проверить это, мы исследова-
ли влияние сверхэкспрессии RUNX2 и внутриклеточного 
домена NOTCH на экспрессию генов, связанных с этими 
сигнальными путями.

Для активации сигнальных путей Notch и RUNX2 
мы трансфицировали клетки HeLa и HEK-293T плаз-
мидами, несущими транскрипт RUNX2 и последо-
вательность, соответствующую внутриклеточному 
домену NOTCH1 (N1ICD), после чего выделяли РНК 
и определяли уровень экспрессии RUNX2 и NOTCH 
и их гены-мишени оценивали с помощью ПЦР в реаль-
ном времени.

Активация RUNX2 в клетках HeLa и HEK-293T 
приводила к повышенной экспрессии компонентов 
сигнального пути Notch (NOTCH1 и NOTCH2), а так-
же гена-мишени Notch (HES1), что указывает на ак-
тивацию этого сигнального пути при сверхэкспрессии 
RUNX2. RUNX2 был обнаружен во всех эксперимен-
тальных образцах, трансфицированных конструкция-
ми NICD и RUNX2, но не в контрольных клетках HeLa. 
Примечательно, что уровень RUNX2 в клетках, 
трансфицированных обеими плазмидами, был зна-
чительно ниже, чем при трансфекции одной кон-
струкцией RUNX2. Можно предположить, что N1ICD 
активирует экспрессию RUNX2, но в то же время не по-
зволяет ей подняться выше определенного уровня. 
Исследование выполнено при финансовой поддержке 
гранта РНФ номер 18-14-00152-П.
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Совершенствование методов и средств лечения ожо-
гов и ран остается актуальной задачей. Перспективным 
направлением является использование так называемых 
«трековых мембран» (ТМ) в качестве раневых покрытий. 
Такие мембраны изготавливаются из полимерных плё-
нок толщиной 12–25 микрон посредством бомбарди-
ровки их высоко-энергетичными ионами (аргон, криптон), 
пробивающими плёнку насквозь. В местах прохождения 
ионов образуются сквозные каналы (треки) субмикрон-
ного размера. ТМ является «микробным фильтром», осу-
ществляющим защиту от инфекции и обеспечивающим 
газо- и влагообмен раны, что стимулирует репаративные 
процессы.

Целью исследования является разработка серии ра-
невых покрытий на основе трековых мембран для лече-
ния различных типов ран и трофических язв.

Проведены сравнительные исследования свойств 
трековых мембран с различным параметрами объемной 
пористости и способами обработки поверхности. Изучали 
свойства ТМ с порами различной формы («цилиндр», 
«конус», «песочные часы», «галстукообразные», «сига-
рообразные»), диаметра (0,6 мкм, 2,0 мкм до 4,0 мкм) 
и плотностью пор (от 0,7×107 до 3,2×108 пор на 1 см2). 
Для модификации поверхности ТМ использовали колла-
ген, растворы α-цепей коллагена, хитозан, дибутирилохи-
тин, антибактериальные пептиды (пентодифенин), нано-
кластеры серебра. На мембранах культивировали клетки 
кожи (кератиноциты и фибробласты), а также сложные 
клеточные композиции. В опытах на животных применя-
ли ТМ для лечения ран различного генеза.

Для практического применения в клинической прак-
тике из множества полимеров предпочтение отдано 
биосовместимому материалу — полиэтилентерефтала-
ту. Определены оптимальные параметры раневых по-
крытий для ожогов, ран и трофических язв. Для лечения 
поверхностных ожогов и донорских ран лучше всего 
подходя ТМ с порами 0,6 мкм, а для трофических язв — 
2,0 и 4,0 мкм. Такие пленки обеспечивают интенсив-
ность влагопотерь на уровне 2,5 ÷ 10,5 г⋅м–2⋅час-1 в диа-
пазоне внешних температур от +1° до +45°С. Нанесение 
нанокластеров серебра придает ТМ антибактериальные 
свойства в отношении широкого спектра микроорганиз-
мов. Напыление антибактериального пептида пентоди-
фенина в дозе 5нг/см2 обеспечивает подавление пато-
генной микрофлоры в ранах.

Таким образом, применение ТМ позволяет решить 
сразу несколько задач. При лечении поверхностных 
ожогов покрытие длительное время находится на ранах 
и не требует замены. Кроме того, ТМ могут служить под-
ложной для культивирования и последующей трансплан-
тации кератиноцитов и фибробластов на раны.
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Ферменты с коллагенолитической активностью ис-
пользуются для очищения ран от тканевого детрита и для 
лечения рубцов кожи. Поиск новых источников получе-
ния ферментов и совершенствование медикаментозных 
рецептур является актуальной задачей хирургии.

Проведены сравнительные исследования свойств 
коллагенолитических рецептур: из гепатопанкреаса кам-
чатского краба («Ферменкол»); из желудочно-кишечно-
го тракта африканского сома рода Clare («Кларидаза») 
и микробной (продуцент Clostridium histolyticum 468 — 
препарат «Коллализин»). Изучали параметры острой, 
подострой и хронической токсичности, тератогенное, му-
тагенное, эмбриотоксическое действие. Всего в опытах 
задействовано 58 кроликов, 200 крыс и 300 мышей. 
Специфическую активность оценивали в опытах in vitro 
(тест с фотожелатиной; аминопептидазная активность 
с синтетическим субстратом «Acros»; коллагенолити-
ческая активность по реакции с субстратом «BAPNA»; 
по динамике убывания коллагена в маркерных био-
птатах рубцовой ткани), а также в опытах на животных. 
Некролитическую активность (способность растворять 
раневой детрит) оценивали по скорости очищения ожого-
вых ран у экспериментальных животных. Моделировали 
рубцы кожи у крыс, на которые наносили изучаемые 
рецептуры. Оценку «противорубцовой активности» про-
водили посредством измерения толщины эпидермиса 
и дермы ультразвуковым DermaScan (Дания) на частоте 
20 МГц. Оценивали гистологическую структуру тканей 
в динамике.

Установлено, что «Ферменкол» и «Кларидаза» име-
ют близкие параметры токсичности и специфической 
активности. Они относятся к малотоксичным (IY классу 
опасности) химических соединений. Токсические эф-
фекты не развиваются при различных путях введения 
в дозах до 5000 мг/кг массы тела. Параметры общей 
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протеолитической и коллагенолитической активности 
практически одинаковы и существенно (в 7 раз) превы-
шают таковые препарата «Коллализин». Установлено, 
что «Ферменкол» и «Кларидаза» в диапазоне 0,1–
1,0 мг/мл показывают дозозависимую эффектив-
ность по очистке ран от струпа (тканевого некроза). 
Коллагеназы благоприятно влияют на течение раневого 
процесса при ожогах и ранах, способствую регрессии па-
тологических рубцов кожи. Интенсивность разрушения 
избыточного коллагена в гипертрофических и келоидных 
рубцах имеет дозо-зависимый характер. Таким образом, 
применение растворов, содержащих 1 мг/мл коллагена-
зы эффективно и безопасно, и может быть использовано 
для лечения пациентов в амбулаторных условиях.
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Современные технологии позволяют совершать 
самые разнообразные клеточные преобразования 
для достижения научных и практических целей. Так, 
для клонирования и получения генномодифицирован-
ных животных используют перенос ядер соматических 
клеток (SCNT, Somatic cell nuclear transfer) в ооциты 
того же вида организма [1]. Недостаток эффектив-
ности межвидового переформатирования пытаются 
ликвидировать различными химическими соединения-
ми и их сочетанием на разных этапах подготовки кле-
ток-реципиентов и развития эмбриона [2]. Японские 
исследователи разработали систему перепрограмми-
рования фибробластов, которые получив фрагмент 
кольцевой ретровирусной ДНК, приобретали несвой-
ственную им ранее устойчивость к высоким концен-
трациям неомицина [3]. В природе известны случаи 
естественной трансдетерминации (смены направления 
дифференцировки), вызванной не мутацией, а именно 
индукцией межклеточных взаимодействий. Подобные 
процессы обнаружены и в царстве растительных, и жи-
вотных организмов, в том числе и у человека. Примером 
могут служить главные клетки ЖКТ, клетки трахеи.

Занимаясь электронномикроскопическими исследо-
ваниями разных отделов головного мозга (неокортекс, 
белое вещество, перивентрикулярная зона и др.) при 
ряде нейро-дегенеративных состояний, травмах и вирус-
ных поражениях мозга, нами описано явление потери 
деструктивно измененной цитоплазмы с «обнажением» 
поверхности ядер (нейронов и глии) от частичной до пол-
ной степени оголения. Хроматин в кариоплазме таких 

ядер имел тенденцию перехода от гетерохроматиновых 
конденсатов к преобладанию эухроматина. Среди общей 
деструкции и на фоне нарушений ГЭБ изредка встречали 
небольшие, недифференцированные клетки с гомоген-
ной кариоплазмой и малым количеством органелл в ци-
топлазме, чаще митохондрий. Впервые доложив о подоб-
ном явлении у людей с нормотензивной гидроцефалией, 
мы предположили, что наблюдаем дедифференцировку, 
«переформатирование» клеток нервной ткани, имеющее 
естественный адаптивный характер. Дальнейшие ис-
следования, в том числе при экспериментах с культурой 
клеток (почечного эпителия) показали, что описываемое 
явление имеет системный механизм, вызываемый опре-
деленными условиями среды.
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Разработка передовых постоянных имплантатов для 
ортопедических операций требует перехода на 4-е по-
коление устройств с «умными» поверхностями, взаи-
модействующими с клетками кости. Биомиметическая 
концепция предполагает применение имплантатов, ими-
тирующих живые системы на всех уровнях: механиче-
ском, физическом, химическом и биологическом. Прим. 
тельно к постоянным имплантатам из титановых сплавов 
это требует снижения модуля упругости до уровня кости, 
формирования поверхностного слоя, близкого по физи-
ческой морфологии, химическому и фазовому составу 
к кости, и обеспечения сигналинга клеток через биохи-
мические механизмы.

В исследовании использовались сплавы: титан Grade 
4, наноструктурный титан Grade 4, полученный методом 
равноканального углового прессования, и нового сплава 
с эффектом памяти формы Ti-18Zr-15Nb, модуль упру-
гости которого ближе к параметрам кости по сравнению 
с титаном Grade 4. Формирование поверхностного слоя 
производилось с помощью плазменно-электролитиче-
ского оксидирования (ПЭО), зарекомендовавшего себя 
как надежный инструмент функционализации поверхно-
сти титановых имплантатов. Технология ПЭО позволяет 
получать пористые слои, физически имитирующие по-
ристую структуру кости за счет действия микроразрядов, 
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как ключевой особенности механизма процесса. Кроме 
того, варьированием электролита можно добиться хи-
мического состава покрытия, близкого к человеческой 
кости, включающего фосфаты кальция и особенно ги-
дроксиапатит. Процесс ПЭО был оптимизирован для по-
лучения покрытий на всех используемых сплавах [1–3]. 
Обеспечение сигналинга клеток достигается за счет за-
полнения пор ПЭО-покрытия олигопептидами; трипеп-
тидная последовательность RGD (аргинин-глицин-аспа-
рагиновая кислота) была зафиксирована на поверхности 
с помощью бисфосфонатного линкера для улучшения 
биосовместимости имплантата [2]. Эффективность ре-
ализации биомиметического подхода была подтвержде-
на исследованиями in vitro на клеточных линиях MG63, 
ФЛЭЧ и МСК [2, 3]. Такой подход формирует биомимети-
ческую поверхность, которая повышает все аспекты био-
совместимости имплантата и открывает возможность 
производства имплантатов 4-го поколения. Авторы бла-
годарят Российский научный фонд за поддержку в рам-
ках междисциплинарного проекта № 20-69-47029.
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Na/K-АТФаза поддерживает трансмембранный гра-
диент ионов и участвует в модуляции процессов клеточ-
ного роста и пролиферации. Кардиотонические стероиды 
прямо регулируют активность фермента в норме и при 
патологии. Многочисленные данные свидетельствуют, 
что Na/K-АТФаза участвует в образовании мультимо-
лекулярного сигнального комплекса с другими белками. 
Следовательно, изменение функциональной активности 
фермента может быть связано с рецептор-опосредо-
ванными эффектами со стороны вегетативной нервной 
системы и ряда других факторов. Участие сигнальной 
функции Na/K-АТФазы в регуляции остеогенеза изуче-
но слабо.

Цель работы: изучить вклад сигнальной функции Na/
K-АТФазы вмодуляцию остеогенеза в эмбриональный 
период развития.

Исследование проводили на эксплантатах ткани 
кости 10–12.-дневных куриных эмбрионов, культи-
вируемых в чашках Петри на коллагеновых подлож-
ках в питательной среде в СО2-инкубаторе («Binder», 
Германия) в течение 3-х суток при 37°С и 5% СО2. В ходе 
работы исследовано 2500 эксплантатов ткани кости. 
Контрольные эксплантаты культивировали в питатель-
ной среде стандартного состава. В культуральную среду 

экспериментальных чашек Петри добавляли оуабаин, 
дигоксин, адреналин, норадреналин, пропранолол и ура-
пидил в широком диапазоне концентраций. Полученные 
данные анализировали с использованием морфоме-
трического метода и метода реконструкции оптических 
срезов. Морфометрический критерий — индекс площа-
ди — рассчитывали как отношение площади всего экс-
плантата к площади исходной зоны. Статистическую об-
работку результатов проводили с помощью программы 
STATISTICA 10.0, использовали t-критерий Стьюдента 
для двух независимых выборок. Часть работы выполне-
на на оборудовании Центра коллективного пользования 
«Конфокальная микроскопия» Института физиологии 
им. И.П. Павлова РАН.

Кардиотонические стероиды исследовали в диапазо-
не концентраций от 10–12 до 10–6 М. В концентрации 10–

10 М оуабаин стимулировал рост эксплантатов ткани кости 
на 100%. Дигоксин трофотропного действия не проявил. 
В концентрации 10–6 М оуабаин и дигоксин ингибирова-
ли рост эксплантатов ткани кости. Участие катехолами-
нов в остеоремоделировании исследовали в диапазоне 
концентраций от 10–10 М до 10–4 М. Ингибиторный ана-
лиз показал, что остеотоксическое действие катехолами-
нов в высоких концентрациях опосредовано активацией 
β2-адренорецепторов. Норадреналин (10–6 М), в отличие 
от адреналина, стимулировал рост эксплантатов ткани 
кости на 36% через α1-адренорецепторы. Норадреналин, 
но не адреналин, устранял ингибирующее рост эксплан-
татов действие оуабаина (10–6 М), что свидетельствует 
о рецептор-опосредованной активации сигнальной функ-
ции Na/K-АТФазы.

АДГЕЗИЯ И ПРОЛИФЕРАЦИЯ КЛЕТОК ЛИНИИ 
HEK 293T НА ПОЛИМЕРНЫХ МАТРИКСАХ 
РАЗЛИЧНОЙ МОРФОЛОГИИ
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Адгезионные и пролиферативные свойства ма-
триксов — каркасов, обеспечивающих механическую 
стабильность и стимулирующих рост клеток — играют 
существенную роль в тканевой инженерии и во многом 
зависят от химических и структурных особенностей 
их поверхности. В то же время морфология матриксов — 
важный фактор, влияющий на рост и развитие клеток 
и последующее формирование ткани [1].

В настоящей работе исследовано влияние морфоло-
гически различных полилактидных матриксов на адге-
зию и пролиферацию культивированных на них клеток 
линии HEK 293Т при посадке, через два и пять дней. Для 
исследований были выбраны матриксы следующих ти-
пов: ориентированные и неориентированных матриксы 
губок и нетканых материалов, а также плёнки, облада-
ющие существенно различным рельефом поверхности. 
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Для определения уровня адгезии и пролиферации 
клеток использовалась флуоресцентная и растровая 
электронная микроскопия в режиме естественной сре-
ды. Исследования показали, что на обоих губчатых ма-
триксах клетки прикрепились в большем количестве, 
но с низким процентом живых клеток, пролиферация 
в промежутке между двумя и пятью сутками была низкой. 
Максимальной пролиферация была на губчатом неори-
ентированном матриксе. Лучше всего клетки делились 
на плёночном матриксе. Выживаемость клеток пада-
ла на всех матриксах, меньше всего она упала у клеток 
на нетканом неориентированном матриксе.

Работа была проведена при финансовой поддержке 
РНФ (грант № 21-13-00321 «Деформационное пове-
дение биоразлагаемых матриксов различного типа при 
механических нагрузках»).
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По данным ВОЗ, онкологические заболевания яв-
ляются одной из ведущих причин смертности в мире. 
Важную роль в процессе опухолевого перерождения 
играет транскрипционный фактор р53. Этот белок вы-
полняет функцию онкосупрессора и регулирует различ-
ные процессы, включая клеточное деление, клеточное 
старение, запуск программируемой гибели клеток (ПГК). 
Мутации в гене TP53, встречающиеся примерно в 50% 
опухолей, приводят в большинстве случаев к потере 
функциональной активности белка р53 и прогресси-
рованию онкологического заболевания. Главным регу-
лятором белка р53 является убиквитин-лигаза MDM2, 
которая за счет различных механизмов обеспечивает 
низкий уровень р53 в клетках в норме. Нарушение вза-
имодействия MDM2 с р53 ведет к накоплению послед-
него, что впоследствии приводит в раковых клетках 
к р53-индуцибельной активации транскрипции генов 
проапоптотических белков и запуску ПГК по типу апопто-
за. В настоящее время несколько препаратов из группы 
нутлинов — таргетных ингибиторов MDM2, относящихся 
к производным имидазолина, — являются перспектив-
ным направлением в лечении опухолей, содержащих 
р53 дикого типа, и проходят клинические испытания.

В настоящей работе была изучена биологическая 
активность различных производных имидазолина 
в сравнении с Нутлином-3а и его модификациями — 
RG7112 и RG7388. Компьютерное моделирование по-
казало, что исследуемые соединения способны эффек-
тивно связываться с MDM2 в сайте, отвечающим за его 
взаимодействие с р53 [1–3]. Кроме того, полученные 

соединения обладали более высокой растворимостью 
в отличие от референсных препаратов [2]. В ходе дальней-
шего анализа было выявлено, что наибольшей биологиче-
ской эффективностью в различных опухолевых моделях 
in vitro (колоректальный рак, нейробластома, остеосар-
кома и др.) обладают орто- и пара-производные имида-
золина (2,4 — diMeO) [1], а также их модификации [3], 
в том числе сульфопроизводные [2]. Данные соединения 
вели к эффективной стабилизации р53 [1–3] и р53-
индуцибельных белков (p21, Puma) в указанных моделях 
рака [2,3] и в наномолярных концентрациях обладали эф-
фективностью, сравнимой с Нутлином-3а [2,3]. Анализ 
клеточной гибели продемонстрировал, что полученные 
вещества практически не приводили к запуску клеточной 
гибели в широком диапазоне концентраций, что анало-
гично действию Нутлина-3а и его производных [1–3]. 
Таким образом, исследуемые производные имидазолина 
могут быть рассмотрены в качестве новых ингибиторов 
MDM2. Работа была поддержана грантами РНФ (17-75-
20102) и Минобрнауки (075-15-2020-789).
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Ламинопатии представляют собой широкую группу 
заболеваний, ассоциированных с мутациями в гене ла-
мина А/С (LMNA). Клинические фенотипы ламинопа-
тий крайне разнообразны и включают кардиомиопатии, 
миопатии и миодистрофии, нарушения ритма, пораже-
ние центральной и периферической нервной системы. 
Понимание механизмов функционирования ламинов, 
а также их роли при развитии сердечных патологий при 
мутации в гене LMNA представляется крайне актуаль-
ным в связи распространенностью данной группы за-
болеваний. Несмотря на большую актуальность данных 
исследований, механизмы, посредством которых ядер-
ные ламины вызывают развитие ламин-ассоциирован-
ных кардиомиопатий остаются нераскрытыми. Не изу-
ченными являются основы дисфункции ионных каналов 
при ламинопатиях.
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Предлагаемый проект направлен на изучение экс-
прессионного профиля и функционирования сердечного 
натриевого канала Nav1.5 в кардиомиоцитах, получен-
ных путем направленной дифференцировки индуциро-
ванных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) от па-
циента с LMNA R249Q мутацией. Изменение свойств 
кардиомиоцитов с мутацией изучали с помощью метода 
ПЦР в режиме реального времени на основные кардио-
специфичные маркеры. Функционирование сердечного 
натриевого канала Nav 1.5 исследовали методом ло-
кальной фиксации потенциала (patch-clamp).

Мы продемонстрировали, что мутация LMNA R249Q 
приводит к дисрегуляции экспрессии генов в кардиоми-
оциах, полученных из ИПСК: наблюлось повышение экс-
прессии генов, кодирующих структурные белки в карди-
омиоцитах с LMNA R249; в то же время мутация LMNA 
R249Q приводила к подавлению экспрессии генов, коди-
рующих белки десмосом. Кроме того, мы показали, что 
кардиомиоциты, полученные из ИПСК с LMNA R249Q 
мутацией, характеризуются изменениями в функцио-
нировании потенциал-зависимого натриевого канала 
Nav1.5, что может рассматриваться как вероятный меха-
низм развития аритмии.

Таким образом, изучение эффекта ламиновых мута-
ций на экспрессионный профиль и электрофизиологиче-
ские свойства кардиомиоцитов представляется весьма 
актуальным как с точки зрения фундаментальной био-
логии, так и с точки зрения практического применения. 
Исследование поддержано грантом Президента под-
держки научных школ № НШ-4664.2022.1.4.
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Известно, что процессы ангиогенеза и остеогенеза не-
разрывно связаны, а взаимодействие эндотелия и мезен-
химы необходимо для нормальной оссификации. Однако 
до сих пор относительно мало известно о непосредствен-
ной роли эндотелия в процессах остеогенной дифферен-
цировки и о конкретных механизмах, лежащих в ее основе.

Для изучения клеточных и молекулярных механизмов 
остеоиндуктивных и/или остеосупрессивных свойств 
эндотелия, мы провели эксперименты в остеогенных 
условиях в системе бесконтактного сокультивирования 
и при непосредственном контакте двух типов клеток: пер-
вичной культуры остеобластов и эндотелиальных клеток 
пупочного канатика человека. После контактного сокуль-
тивирования смешанную культуру разделяли методом 
магнитного сортинга по эндотелиальному маркеру CD31. 
Далее проводили комплексный анализ изменений проте-
омного и транскриптомного профилей отдельно для осте-
областов и эндотелиальных клеток (ЭК) при различных 
условиях культивирования. Методом РВ-ПЦР, оценива-
ли уровень экспрессии генов интереса. Эффективность 
остеогенной дифференцировки оценивали по уровню 
минерализации внеклеточного матрикса.

Было выявлено, что эндотелий одновременно обла-
дает как остеоиндуктивными, так и остесупрессивными 
свойствами. Условия сокультивирования оказывали про-
тивоположные эффекты на остеогенную дифференци-
ровку остеобластов — контактное культивирование уси-
ливало, а бесконтактное подавляло. Для статистического 
анализа протеомных данных использовали 3073 белка 
для ЭК и 2966 для остеобластов. В ходе транскриптом-
ного анализа получили количественную информацию 
о транскриптах, соответствующих 38552 генам. По ре-
зультатам анализов мы выявили слабые изменения 
в физиологии остеобластов, но определили существен-
ные изменения в физиологии ЭК. Так, при сравнении кон-
трольных и экспериментальных ЭК нам удалось выявить 
значительные различия в экспрессии белков и транс-
криптов, связанных с фокальными контактами и органи-
зацией внеклеточного матрикса. При помощи РВ-ПЦР 
было установлено, что при контактном и бесконтактном 
сокультивировании наблюдается активация экспрессии 
Notch-зависимых генов: HEY1, DLL4, JAG, SNAIL, SLUG 
и маркера остеогенной дифференцировки RUNX2.

Суммируя полученные результаты, можно сделать 
вывод о том, что эндотелий оказывает двойственное 
влияние на процессы остеогенной дифференцировки. 
Остеоиндуктивные свойства эндотелия опосредованы 
сигнальным путем Notch и реализуются только при на-
личии физического контакта с остеобластами, а остеосу-
прессивные свойства связаны с действием паракринных 
факторов, секретируемых ЭК. При этом, сокультивирова-
ние с остеобластами оказывает существенное влияние 
на сам эндотелий и, вероятно, на его секретомный про-
филь. Исследование выполнено при финансовой под-
держке РНФ в рамках научного проекта № 18-14-00152.
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Известно, что при обширных ожогах в качестве од-
ного из основных методов лечения последствий ожо-
гов является использование местной кожной пластики. 
Одним из основных условий успешного приживления 
трансплантата является его кровоснабжением по микро-
сосудам [1]. Оно может быть успешно стимулировано 
различными физическими факторами, в том числе про-
ведением курса гипербарической оксигенации (ГБО) [2].

Целью исследования — изучение динамики показате-
лей микроциркуляции в кожных лоскутах при проведении 
процедур ГБО.

Материалы и методы. В исследование было включе-
но 15 пациентов (38 кожных лоскутов). После операции 
с использованием рубцовых лоскутов оценивали состоя-
ние микроциркуляции методом лазерной допплеровской 
флуометрии. Всем пациентам с учетом показаний были 
назначены сеансы ГБО в режиме 1,3 АТА (7 процедур, 
время изопрессии –40 мин).

Результаты. Показано, что прирост показателя 
микроциркуляции в ответ на процедуру ГБО-терапии 
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свидетельствует о наличии достаточных резервов ми-
кроциркуляции и может быть использован как прогности-
ческий показатель выживания сомнительного участка 
кожного лоскута. Возрастание показателя микроцирку-
ляции в дистальном отделе лоскута после ГБО указыва-
ет на целесообразность его применения в реконструк-
тивной хирургии последствий ожогов для профилактики 
развития ишемических нарушений в рубцовом кожном 
лоскуте. После проведения курса ГБО-терапии послео-
перационный период протекал с формированием линей-
ного некроза, что является особенностью заживления 
в рубцово-измененных тканях, однако образования не-
крозов, повлиявших на результат оперативного лечения 
и потребовавших проведения повторной кожной пласти-
ки, не наблюдали.
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Мультипотентные мезенхимные стромальные клетки 
(МСК), полученные от донора гемопоэтических стволо-
вых клеток, вводили внутривенно пациентам после транс-
плантации аллогенного костного мозга в момент восста-
новления числа лейкоцитов до 109/л. МСК вводили для 
предотвращения развития острой реакции трансплантат 
против хозяина (РТПХ). При ретроспективном изучении 
эффективности введения МСК оказалось, что нет до-
стоверных отличий в частоте развития РТПХ между груп-
пами пациентов, которым вводили и не вводили МСК. 
Многофакторный анализ показал, что после введения 
МСК достоверно увеличивается общая выживаемость 
пациентов и уменьшается частота рецидивов. Целью ра-
боты было проанализировать отличия в составе белков, 
секретируемых МСК, в зависимости от последующего 
развития рецидива основного заболевания у больных.

В работе был проанализирован секретом 5 образцов 
МСК, введенных пациентам у, которых впоследствии 
не было рецидива (МСК-к) и 5 образцов МСК, введен-
ных пациентам, у которых впоследствии развился ре-
цидив (МСК-Р). Секретом МСК включал белки, секре-
тируемые в составе везикул и экзосом. Анализ белков 
проводили на масс-спектрометре TripleTOF 5600+. Для 

характеристики идентифицированных белков исполь-
зовали онлайн-сервис STRING-db и базу данных GO. 
Из 1841 проанализированных белка 443 не секретиро-
вались МСК-к, 171 белок секретировали только МСК-к. 
Среди них белки, относящиеся к внеклеточному про-
странству: TCN2, NOTCH2, LIPG, CDH11, ALB, CYTL1, 
CTSF, CASP3, GREM2, PTTG1IP, B7RP1, CETN2, COL4A3. 
450 белков слабее секретированы МСК-Р по сравне-
нию с МСК-к. К слабо секретируемым белкам относятся 
8 белков, участвующий в регуляции ответа на цитокины 
(GAS6, HPX, UBE2K, PAFAH1B1, DHX9, MAVS, CPNE1, 
SPPL2A) и в ангиогенезе. Среди них рецепторы к факто-
рам роста PDGFRA и PDGFRB, NOTCH3-рецептор к белку 
NOTCH, TGFB1, участвующий в адгезии, и другие.

548 белков сильнее секретированы в МСК-Р. Среди 
них большой кластер объединяет связанные с адгезией 
клеток к субстрату, активацией, связыванием с ростовы-
ми факторами и коллагеном.

Показано, что между секретомом МСК пациентов, 
у которых рецидив развился в течение полугода после 
их введения (ранний рецидив — МСК-РР) и пациентов, 
у которых рецидив развился позже 2-х лет (поздний ре-
цидив — МСК-ПР) существует большая достоверная раз-
ница. Выявлены отличия в количестве секретируемых 
белков между МСК-к, МСК-РР и МСК-ПР. Несмотря на то, 
что МСК быстро элиминируются из организма после вну-
тривенного введения и секретом МСК сильно варьирует 
у доноров, секретируемые белки влияют на дальнейшую 
судьбу пациента. Среди выявленных различающихся бел-
ков могут быть ключевые факторы, повлиявшие на раз-
витие рецидива. Эти белки могли повлиять как на остав-
шиеся опухолевые клетки, так и на костномозговую нишу, 
регулирующую кроветворение и стволовые клетки опухо-
ли. Работа была выполнена при поддержке гранта РФФИ 
19-29-040-23.
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Применение мезенхимных стволовых клеток (МСК) 
может способствовать регенерации нерва [1, 2]. Вопрос 
о влиянии экзогенных МСК на репаративные процессы, 
происходящие в нервном стволе в ранние сроки после 
травмы, мало изучен. Субпериневральная транспланта-
ция МСК является удобной моделью для изучения меж-
клеточных коммуникаций, происходящих в нерве после 
повреждения. Цель настоящей работы — исследование 
распределения популяции макрофагов в седалищном 
нерве крысы после травмы и однократной транспланта-
ции МСК. МСК костного мозга крыс Вистар-Киото были 
получены в ООО «Транстехнологии» (руководитель к.б.н. 
Д.Г. Полынцев). Седалищные нервы крыс Вистар-Киото 
(n=12) повреждали (лигатура, 40 с), что приводило к раз-
витию валлеровской дегенерации (ВД) в дистальном 
сегменте нерва [3]. Части животных субпериневрально 
вводили суспензию МСК (5×104 клеток в 5 мкл). Через 
7 сут исследовали популяцию макрофагов, содержащих 
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кальций-связывающий белок Iba-1 (маркер фагоцитиру-
ющих клеток) [4]. На срезах через дистальный сегмент не-
рва реципиента определяли площадь, занимаемую Iba-1+ 
клетками. Показано, что в интактном нерве идентифици-
руются отдельные Iba-1+ резидентные макрофаги. Через 
7 сут после наложения лигатуры в дистальном сегменте 
нерва резко увеличивается количество макрофагов. Это 
наблюдение подтверждает известный факт повышения 
числа гематогенных макрофагов, которые участвуют 
в процессах ВД после повреждения нерва. Нами было 
проведено сравнительное исследование площади, за-
нимаемой иммунореактивными клетками в группе крыс 
с лигатурой и в группе крыс, которым после наложения 
лигатуры трансплантировали МСК. Оказалось, что одно-
кратное введение суспензии МСК приводит к снижению 
количества Iba-1+макрофагов. Полученные данные сви-
детельствуют об изменении процессов ВД в нерве ре-
ципиента после однократной субпериневральной транс-
плантации МСК и требуют дальнейшего углубленного 
изучения.
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Естественные ограничения регенерации в ЦНС оста-
ются основной проблемой при лечении неврологических 
заболеваний, в том числе ишемических инсультов голов-
ного мозга. Среди активно разрабатываемых способов 
предупреждения развития постишемических негативных 
последствий является доставка в мозг терапевтических 
генов, кодирующих нейропротекторные молекулы. Цель 
исследования — оценить влияние аутологичного гене-
тически обогащенного лейкоконцентрата (ГЛ), продуци-
рующего рекомбинантные сосудистый эндотелиальный 
фактор роста (VEGF), глиальный нейротрофический фак-
тор (GDNF) и нейрональную молекулу клеточной адгезии 
(NCAM), на ремоделирование нейроглии в периинфаркт-
ной области головного мозга через 21 сут после модели-
рования ишемического инсульта у мини-свиньей.

Вьетнамские вислобрюхие мини-свиньи (25–30 кг) 
были разделены на три группы: (1) контрольные (n=3), 
опытные (n=3) и интактные (n=3) животные. Контрольным 
и опытным животным моделировали ишемический ин-
сульт путем окклюзии средней мозговой артерии. Через 
4 часа после операции мини-свиньям из опытной группы 
внутривенно вводили аутологичный ГЛ, трансдуцирован-
ный аденовирусными векторами (Ad5/F35), несущими 
гены vegf165, gdnf и ncam1, а животным из контроль-
ной группы — аутологичный нативный ГЛ. Через 3 не-
дели после моделирования инсульта животных вводили 
в глубокий наркоз. Головной мозг извлекали из череп-
ной коробки и фиксировали в 4% забуференном рас-
творе параформальдегида. Из периинфарктной обла-
сти готовили замороженные срезы толщиной 20 μm. 
Постишемические изменения астроцитов, олигодендро-
цитов и клеток микроглии изучали с использованием 
специфических антител к GFAP, Olig2 и Iba1, соответ-
ственно, на площади 0,5 мм2.

Иммунофлуоресцентный анализ астроцитов выявил 
увеличение площади GFAP-положительной площади 
в контрольной группе [5,48 (4,89–6,26)], по сравнению 
с опытной [3,51 (2,35–4,86)] и интактной [3,95 (3,25–
4,50)] группами. Количество миелинообразующих 
Olig2-позитивных клеток было снижено в контрольной 
группе [52,00 (48,50–52,50)], по сравнению с интакт-
ной группой [62,00 (60,50–74,50)]. Количество Olig2-
позитивных клеток в опытной группе [55,00 (52,50–
58,00)] не отличалось от интактных значений. Анализ 
клеток микроглии показал увеличение Iba1-позитивной 
площади у контрольных [17,53 (15,50–18,44)] и опыт-
ных [13,09 (12,55–13,57)] животных, при сравнении 
с интактными [3,35 (2,85–3,64)] мини-свиньями.

Полученные нами данные свидетельствуют, что вну-
тривенное введение аутологичного ГЛ, продуцирующего 
рекомбинантные молекулы VEGF, GDNF и NCAM, через 
4 часа после моделирования ишемического инсуль-
та сдерживает развитие астроглиоза и поддерживает 
миелинизацию нервных отростков в периинфарктной 
области мозга. Исследование поддержано грантом 
Российского научного фонда № 19-75-10030.
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В эксперименте изучалось использование нового 
производного N-ацетил-6-аминогексановой кислоты 
(N-ацетил-6-АК) при заживлении ожоговых ран кожи 
площадью 225 мм2. Методом иммуноферментного ана-
лиза определяли уровни цитокинов, ассоциированных 
с воспалением — фактора некроза опухоли альфа (TNFα) 
и трансформирующего фактора бета (TGFβ) в гомоге-
натах регенерирующих тканей с помощью тест-систем 
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«Bender MedSystems GmbH» (Австрия) «Rat TNF alpha» 
и «Rat TGF beta 1» соответственно. Крысы были разде-
лены на 4 группы. В интактной группе ожог не модели-
ровали, в опытной ежедневно на дефект наносили 2% 
мазь с N-ацетил-6-АК, в контрольной группе 1 обработка 
ран не проводилась, в контрольной группе 2 наносилась 
мазевая основа. Планиметрический анализ и иммуноло-
гические исследования проводили на 7, 14, и 21 сутки 
эксперимента.

Установлено, что концентрации TNFα и TGFβ у жи-
вотных всех групп в регенерирующих тканях в ходе за-
живления были достоверно повышены по сравнению 
с интактными крысами [1, 2]. Содержание TNFα на 7 сут-
ки (фаза воспаления) на 20,7% и 28,3% было ниже, 
чем в контрольных группах 1 и 2 соответственно (оба 
р<0,05). На 14 сутки исследования (фаза пролифера-
ции) уровень TNF-α во всех группах снизился на порядок 
и его различия между животными изучаемых групп были 
недостоверны. На 21 сутки (фаза эпителизации) концен-
трация TNF-α статистически значимо снизилась у крыс 
всех групп с ожогами по сравнению с предыдущей фа-
зой, но достоверно не различалась между группами.

Уровень TGFβ по мере заживления ожогов достовер-
но снижался и на 7 сутки в опытной группе был выше 
на 27,5% и 22,4%, а на 14 сутки — на 35,0% и 22,9%, 
чем в контрольных группах 1 и 2 соответственно (все 
р<0,05). На 21 сутки концентрация TGFβ статистически 
значимо снизилась у животных всех групп по сравнению 
с предыдущем сроком наблюдения и не различалась до-
стоверно между группами.

Планиметрическая оценка также подтвердила проре-
генераторный потенциал нового производного N-ацетил-
6-АК: у крыс опытной группы заживление ожогового 
дефекта осуществлялась в среднем на 2,2 суток ранее 
в сравнении контрольными группами.
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Процессы пролиферации и регенерации тканей ре-
гулируются при взаимодействии нервной, иммунной 
и эндокринной систем. Тучные клетки (ТК) являются 
уникальными тканевым биосенсором, который замыка-
ет на себя все эти звенья. Благодаря широком спектру 
медиаторов, ферментов, цитокинов и факторов роста 
ТК активно влияют на пролиферацию, синтетические 

возможности клеток, ангиогенез и микроциркуляцию 
в развитии защитно-приспособительных и компенсатор-
ных реакций [1]. В щитовидной железе интенсивность ре-
генеративных процессов снижается с возрастом, вплоть 
до развития старческого гипотиреоза, связанного 
с не только с местными изменениями, но и нарушениями 
в работе оси гипоталамус-гипофиз-щитовидная железа. 
Одним из способов стимуляции регенерации является 
инфракрасное лазерное воздействие, приводящее к ак-
тивации Ca2+-зависимых процессов в клетках [2], к кото-
рым относится и экзоцитоз гранул ТК [1].

Целью исследования являлось изучение возрастных 
особенности влияния тучных клеток на репаративные 
изменения тироцитов после инфракрасного лазерного 
воздействия.

Эксперимент проведен на 96 крысах Вистар. 
Изучались эффекты однократного воздействия инфра-
красным лазером на щитовидную железу молодых и ста-
рых животных. Сроки выведения из опыта 1 час, 1, 3, 
7 суток. Гистологические препараты щитовидной желе-
зы анализировались морфометрически.

Однократное лазерное воздействие на область щи-
товидной железы молодых животных приводило к ми-
грации ТК в строму органа, увеличению количества кле-
ток и повышению их секреторной активности начиная 
со срока 1 час. Фолликулярный эпителий отзывался про-
лиферативными изменениями и повышением функцио-
нальной активности на протяжении всего эксперимента. 
У старых животных после лазерного воздействия проис-
ходила активная дегрануляция ТК на 3 и 7 сутки и кра-
тковременное (до 3-х суток) повышение функциональной 
активности тироцитов. Корреляционный анализ выявил 
прямые сильные связи между морфофункциональными 
показателями тучных клеток и тироцитов.

Новые данные о зависимости реакции ТК после ла-
зерного воздействия от возраста животного, и влиянии 
этих изменений на фолликулярный эпителий подтверж-
дают необходимость индивидуального подбора режимов 
лазерного воздействия.
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Дефекты костной ткани могут образовываться как 
следствие травм, операций и остеодегенеративных за-
болеваний. Для восстановления функций и структуры 



180 МАТЕРИАЛЫ V НАЦИОНАЛЬНОГО КОНГРЕССА ПО РЕГЕНЕРАТИВНОЙ МЕДИЦИНЕ

Гены & Клетки XVII, № 3, 2022

костной ткани требуется заполнение дефектов остеопла-
стическими материалами, обеспечивающими каркас для 
восстановления ткани и обладающими остеоиндуктив-
ными свойствами.

Композитные материалы на основе смеси структур-
ных белков шелка и желатина успешно применяются 
в регенеративной медицине уже на протяжении несколь-
ких лет, благодаря своим превосходным свойствам. 
Получение фотоотверждаемых производных фиброина 
и желатина дополнительно улучшает их физико-химиче-
ские свойства, так изделия на основе метакрилирован-
ного фиброина (ФБМА) характеризовались 10-кратным 
увеличением его жесткости, а фотосшивание желатина 
(ЖМА) приводило к стабилизации структуры в водных 
растворах [1]. Правильно подобранное соотношение 
ФБМА и ЖМА может помочь создать эффективные 
скаффолды, обладающие максимальной прорегенера-
тивной и остеоиндуктивной активностью.

В данной работе получали фотоотверждаемые компо-
зитные пленки с разным соотношением ФБМА и ЖМА 
и изучали возможность их применения для восстановле-
ния костной ткани. Полученные пленки успешно поддер-
живали жизнеспособность и остеогенную дифференци-
ровку клеток. Стоит отметить, что наилучшие показатели 
наблюдали у образцов с соотношением ФБМА/ЖМА 
7:3, на которых наблюдалось увеличение количества кле-
ток, усиление остеоиндуктивной активности, а именно по-
вышение уровня экспрессии щелочной фосфатазы и от-
ложение клетками фосфатов кальция. Что интересно, эти 
результаты не коррелировали с повышением экспрессии 
RGD-зависимых субъединиц интегринов β1 и α5, и макси-
мальный уровень их экспрессии наблюдался на подлож-
ках с наибольшей жесткостью на основе чистого ФБМА.

Таким образом, создание композитных субстратов 
с соотношением компонентов ФБМА/ЖМА 7:3 при-
водит к улучшению остеогенных свойств материалов 
и делает возможным их применение в фотолитографии 
и для изготовления персонифицированных имплантатов. 
Работа выполнена при поддержке НИЦ «Курчатовский 
институт».
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Поиск новых биотехнологических продуктов и спосо-
бов их применения для профилактики и лечения забо-
леваний, связанных с нарушением регуляции костного 
метаболизма является актуальным направлением реге-
неративной медицины в настоящее время.

В биотехнологическом центре «БиоТех» СамГМУ 
совместно с Самарским университетом разработана 

технология получения и предложен способ введения в ор-
ганизм минерально-органического компонента костной 
ткани (МКК) аллогенного происхождения, получаемо-
го после производства имплантатов из утилизируемых 
костных фрагментов [1,2]. Кальций-фосфатные резорби-
руемые материалы обладают остеоиндуктивностью, мо-
гут служить носителями лекарств и использоваться для 
неинвазивных методов лечения костной ткани. Поэтому 
целью настоящего исследования стало изучение состава 
и физико-химических свойств МКК и его исследование 
в различных патогенетических моделях остеорезорбции 
у животных.

Химический состав и размер частиц в образцах МКК 
человека и животных изучены методами рамановской 
спектроскопии, рентгенофлуоресцентного, рентгено-
фазового, лазерно-дифракционного и протеомномго 
анализа. Безопасность и эффективность биоматериала 
изучена в эксперименте на крысах, кроликах и свиньях 
в гипоэстрогенной, глюкокортикоидной и гипертермиче-
ской моделях. В сыворотке крови определяли биохими-
ческие показатели костного метаболизма, проводили 
гистологические исследования костной ткани и жизнен-
но-важных органов.

Установлено, что аллогенный МКК содержит микро-
элементы костной ткани человека, а кристаллическая 
фаза соответствует гидроксиапатиту. Протеомный ана-
лиз выявил коллагеновые и не коллагеновые белки, что 
было подтверждено спектроскопией комбинационного 
рассеяния.

При внутримышечном введении МКК интакт-
ным животным не выявлено патологических измене-
ний со стороны жизненно важных органов, отложе-
ний кальцинатов в тканях, отклонений гомеостаза. 
Имплантация биоматериала способствует снижению 
активности остеокластов, усилению синтеза коллаге-
на остеобластами, снижению интенсивности остео-
резорбции. Устраняется остеодеструктивный эффект 
глюкокортикоидов, наблюдается нормализация про-
цессов ремоделирования. Полученные результаты мо-
гут служить основой для рекомендации к завершению 
доклинических испытаний аллогенного МКК и даль-
нейшему его применению в клинической практике для 
профилактики и лечения заболеваний, связанных с на-
рушением метаболизма костной ткани.
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Современная медицина широко использует искус-
ственные материалы, предназначенные для замены 
поврежденных тканей. Магний и его сплавы имеют ряд 



МАТЕРИАЛЫ V НАЦИОНАЛЬНОГО КОНГРЕССА ПО РЕГЕНЕРАТИВНОЙ МЕДИЦИНЕ 181

Гены & Клетки XVII, № 3, 2022

преимуществ по сравнению с обычными материалами 
для ортопедических имплантатов, такими как нержаве-
ющая сталь, титан и его сплавы, керамика и биорезорби-
руемые полимеры [1,2]. Основные области применения 
медицинских изделий на основе магния в настоящее 
время включают сердечно-сосудистые стенты, штифты 
для фиксации костей, а также винты. Материалы для 
имплантатов с механическими свойствами близкими 
к костным, могут вовлекать окружающую костную ткань 
в нагрузочные процессы и тем самым снижается воз-
можность расшатывания крепления имплантата [2]. 
Сплавы магния считаются перспективными замените-
лями постоянных имплантатов из-за их биорезорбции 
в физиологической среде, что исключает повторное хи-
рургическое вмешательство.

В настоящей работе исследована биосовместимость 
магниевых сплавов Mg-Zn-Ca-Mn и Mg-Zn-Ga, с организ-
мом человека для применения в качестве материала для 
имплантатов, используемых при остеосинтезе. Было по-
казано, что сплавы после горячей экструзии демонстри-
руют хорошие механические свойства и низкую скорость 
коррозии в растворе Хэнкса. Для исследования кон-
центрации элементов экстрактов использовался метод 
атомно-эмиссионной спектрометрии. Концентрация эле-
ментов увеличивается по линейной зависимости с увели-
чением времени выдержки сплава в среде DMEM/F12. 
Концентрации химических элементов в экстрактах, полу-
ченных из сплавов, находятся в предельно допустимых 
значениях для организма человека.

In vitro цитотоксичность экстрактов была исследова-
на методом МТС-теста на клеточной линии MG63 в соот-
ветствии с ISO 10993-5. Высокая цитотоксичность до-
стигается только для 100 % экстракта (без разбавления) 
причиной высокий рН клеточной среды жизнеспособ-
ность клеток снижена до 60%. В процессе раститровки 
50, 25 и 12,5% клеточной среды заменялось на экс-
тракт, что способствовало увеличению жизнеспособ-
ность клеток от 85%.

Цитотоксического действия сплавов на клетки 
MG63 не наблюдалось, и в сочетании с механическими 
и коррозионными свойствами эти сплавы подходит для 
применения в медицине.
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Разработка и производство продуктов, содержащих 
в своем составе жизнеспособные клетки человека, тре-
бует поддержания определенных параметров качества 
и безопасности на протяжении всего процесса. К таким 
параметрам относятся жизнеспособность, а также ми-
нимально необходимое количество клеток. Контроль 
этих показателей обеспечивает точный подбор дозы для 

достижения безопасности и эффективности выпускае-
мого продукта.

Традиционный способ подсчета клеток и оценки 
их жизнеспособности подразумевает использование 
красителей (например, трипановый синий) и гемоцито-
метра. Такой метод является золотым стандартом в пер-
вую очередь из-за его низкой стоимости, универсально-
сти и простоты. Однако использование гемоцитометра 
имеет существенные недостатки (особенно для мас-
штабных производств), такие как трудоемкость и высо-
кая длительность процесса подсчета и пробоподготовки. 
Кроме того, непосредственное участие оператора в про-
цессе подсчета вносит существенный вклад в повыше-
ние коэффициента вариации, а также требует большого 
количества сотрудников для параллельного подсчета не-
скольких образцов.

Автоматические счетчики клеток (такие как Cedex 
(Roche, Швейцария), Countess II (Invitrogen, США), Vi-
CELL XR (Beckman Coulter, США) и другие) позволяют 
преодолеть ограничения традиционных ручных методов, 
снижая трудозатраты и повышая точность подсчета пу-
тем автоматизации процесса и исключения человече-
ского фактора.

Для валидации методики автоматического подсчета 
клеток согласно ОФС.1.1.0012.15 «Валидация анали-
тических методик» ГФ РФ XIV необходимо определять 
такие параметры, как специфичность, аналитическая об-
ласть, линейность, правильность и прецизионность для 
общего количества клеток и процента жизнеспособно-
сти. В настоящее время в научной литературе представ-
лены единичные публикации, описывающие подходы 
к валидации методик подсчета клеток в автоматическом 
режиме с использованием счетчиков клеток. Изучив 
представленные литературные данные, а также норма-
тивную документацию, в рамках этой работы была разра-
ботана стратегия валидации методики автоматического 
подсчета клеток, заключающаяся в разработке дизайна 
эксперимента, подборе стандартов, экспериментальных 
точек и установлении критериев приемлемости для оцен-
ки полученных результатов. Работа выполнена в рамках 
государственного задания ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 
России № 056-00001-22-00 на проведение приклад-
ных научных исследований (номер государственного уче-
та НИР 121021800098-4).
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На сегодня наблюдается высокая распространен-
ность кесарева сечения (КС) при оперативном родо-
разрешении, что связано со многими факторами, в т. ч. 
с увеличением числа первородящих пациенток позднего 
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репродуктивного возраста. При этом формирование не-
полноценного рубца на матке после КС является акту-
альной проблемой современной гинекологии, которая 
приводит к угрозе разрыва матки во время последующей 
беременности, повышению вероятности невынашива-
ния беременности, нарушению прикрепления плаценты 
к стенке матки, плацентарной недостаточности. В связи 
с этим актуальна разработка подходов к восстановле-
нию тканей матки с формированием полноценного рубца 
после оперативного родоразрешения в т. ч. с использо-
ванием клеточной терапии.

Цель данного исследования — изучить иммуногисто-
химические характеристики тканей матки кроликов при 
восстановлении после моделирования послеопераци-
онного рубца матки на фоне введения клеточного про-
дукта на основе мезенхимальных стромальных клеток 
(МСК). Предмет исследования — экспрессия коллагена 
(Coll) I и III типа, вносящих значительный вклад в меха-
ническую прочность ткани матки, и их соотношение 
по содержанию: в интактной мышечной ткани матки 
оно приближено к 1:1. МСК выделяли из биоптатов жи-
ровой ткани ферментативным способом по стандарт-
ной методике и культивировали в стерильных условиях 
при 37°С, 5% СО2, 100% влажности в ростовой среде 
(α-МЕМ, 10% фетальной бычьей сыворотки, 2mM глу-
тамина, 1% смеси антибиотиков-антимикотиков). В экс-
перименте использовали жизнеспособные культивиро-
ванные клетки (95–98%) 3 пассажа, имеющие фенотип 
CD29+/CD44+/CD90+/CD105+/CD34-/CD45-. 
Моделирование рубцового процесса: под действием 
наркоза контрольным и опытным животным в области 
матки, острым путём на расстоянии 1 см от места сра-
стания маточных рогов производили два разреза через 
все слои размерами 1 см на правом и левом рогах мат-
ки. Раны ушивали непрерывным швом. В сформирован-
ные разрезы в матке кроликов опытной группы после 
ее ушивания в область потенциального формирования 
рубца вводили МСК. По истечении срока наблюдения (7-
е, 14-е сутки и спустя 30 суток после оперативного вме-
шательства) животные контрольной и опытной группы 
выводились из эксперимента с соблюдением принципов 
биоэтики в соответствии со стандартами GLP и произ-
водился забор их маток. Образцы ткани фиксировали 
и по стандартной методике подготавливали для иммуно-
гистохимического окрашивания с использованием пер-
вичных антител к Coll I, III и коммерческой системы ви-
зуализации антител «2-step plus Poly-HRP Anti Rabbit/
Mouse IgG Detection System» (Elabscience). 
Количественную оценку экспрессии Coll I, III выполня-
ли путем анализа цифровых изображений с исполь-
зованием алгоритма «positive pixel count» програм-
мы для морфометрии «Aperio Image Scope 12.1.0.5» 
и расчёта индекс экспрессии исследуемых маркеров. 
Статистическую обработку данных проводили с исполь-
зованием пакета прикладных программ Statistica 10.0. 
В результате исследования выявлено, что при травма-
тическом повреждении тканей матки в эксперименте 
развивается нарушение их морфологии, развивается 
дезорганизация, дискомплексация слоев. При этом 
восстановительный процесс в тканях матки животных, 
которым вводили МСК в место формирования потенци-
ального рубца, был более полноценным, по сравнению 
с таковым в случае без введения клеток, соотношение 
Coll I и III было близко к 1:1. Можно сделать вывод, что 
применение МСК у животных в эксперименте по форми-
рованию модели рубцовых процессов позволяет опти-
мизировать регенерацию тканей матки, ускорить сроки 
и повысить эффективность ее восстановления.
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Основной причиной вторичного бесплодия является ме-
ханическая травма базального слоя эндометрия после ро-
дов или аборта, что в ряде случаев приводит к формирова-
нию не рассасывающихся спаек — синехий. В данной работе 
разработан биоматериал (Биоткань, БТ) на основе термочув-
ствительного биополимера поли-N-изопропилакриламида 
(ПНИПААм), конъюгированного с биологическими добавка-
ми для терапии вторичного бесплодия.

В состав БТ входят белки тромбоцитарного лизата 
(ТЛ) плазмы крови и экстракт внеклеточного матрикса 
(ВКМ), выделенный из ткани эндометрия в соотношении 
ПНИПААм, ВКМ, ТЛ как 10:3.5:1.5. В качестве контроля 
использовали гель на основе коллагена. Исходный гель 
ПНИПААм не токсичен, что показано в экспериментах 
in vitro с использованием панели клеточных линий и ме-
зенхимальных стволовых клеток (МСК), выделенных из эн-
дометрия человека. Очищенный ТЛ обладал стимулиру-
ющим эффектом (на 15–20%) в культурах in vitro, после 
конъюгации с ПНИПААм эффект снижался, но был досто-
верным (5–12%). Очищенный компонент ВКМ оказывал 
стимулирующее влияние на МСК, полученные из эндоме-
трия, но не влиял на пролиферацию клеточных линий. При 
конъюгации эффект ВКМ на МСК сохранялся (5–10%). 
Полученная БТ стимулировала пролиферацию, метаболи-
ческую активность клеток и повышала адгезию к белкам 
внеклеточного матрикса МСК. Полученная БТ сохраняла 
способность к застудневанию при 32 оС. Таким образом, 
в экспериментах in vitro показали, что БТ, сохраняла свой-
ства термочувствительности и биоактивности.

Для анализа противоспаечного эффекта in vivo нами 
была разработана экспериментальная модель повреж-
дения глубоких слоёв эндометрия на маточных рогах кры-
сы, что приводило к формированию синехий. Введение 
БТ в полости оперированных рогов приводило к частич-
ному восстановлению эндометрия. Далее проводили ана-
лиз наступления беременности, для этого через 3 недели 
после операции самок подсаживали к самцам. Анализ 
наступления беременности отслеживали по весу опериро-
ванных самок. Финальные результаты оценивались по ко-
личеству родившихся крысят, с последующим патолого-
анатомическим и гистологическим анализом маточных 
рогов. Показали количество крысят у оперированных крыс, 
хотя их количество было меньше нормы (2,3 ± 1,5 против 
4,2 ± 2,1 на каждый маточный рог соответственно).

Таким образом, проведенные исследования по-
зволили разработать биоткань на основе ПНИПААм, 
конъюгированного с биологически активными суб-
станциями, обладающую противоспаечной актив-
ностью, позволяющей как частично восстановить 
эндометрий матки, так и обеспечить имплантацию яйце-
клеток. Работа выполнена по государственному заданию 
Министерства Здравоохранения Российской Федерации 
на 2020–2022 годы (№ АААА-А20-120022790039-1).
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Разработка 3D моделей кожи и исследование 
их свойств является актуальной задачей, поскольку 
на данный момент во многих странах запрещено тести-
рование косметических средств на животных, а также 
импорт и продажа косметики, содержащей ингредиен-
ты, протестированные на животных [1, 2]. Эквиваленты 
кожи, полученные путем совместного культивирования 
фибробластов и кератиноцитов могут быть использова-
ны для этих целей, также для тестирования лекарствен-
ных препаратов, изучения механизмов биологических 
процессов в коже [3].

Целью данной работы является получение 3D модели 
кожи путем совместного культивирования фибробластов 
и кератиноцитов, а также изучение дифференцировки 
кератиноцитов методом иммуногистохимии криосрезов.

Для получения 3D модели использовали первичные 
фибробласты и кератиноциты, которые были выделе-
ны из кожи новорожденных мышей возрастом 1 день. 
Результаты по идентификации клеток путем иммуноги-
стохимии и проточной цитометрии показали, что чистота 
популяций составила более 90%.

Результаты иммуногистохимии образцов 3D моде-
лей, которые были получены на 5 и 10 день культиви-
рования на границе среда/воздух свидетельствуют 
о наличии в эквивалентах кожи маркеров, характер-
ных для фибробластов (виментин), базальных керати-
ноцитов (цитокератин 5), кератиноцитов на начальных 
стадиях дифференцировки (цитокератин 10), а также 
терминально дифференцированных клеток эпидер-
миса (лорикрин). Наличие рогового слоя установлено 
уже на 5й день культивирования, что говорит о том, 
что кератиноциты в составе полнослойного эквива-
лента кожи в течение этого срока уже достигают тер-
минального уровня дифференцировки. Полученная 
3D модель обладает анатомической организацией 
схожей с нативной кожей мыши. В образцах, которые 
культивировали 10 дней на границе среда/воздух, 
по сравнению с эквивалентами, полученными после 
5 дней культивирования, наблюдали увеличение рого-
вого слоя, а также увеличение числа кератиноцитов, 
экспрессирующих цитокератин 10.
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Оценка подвижности мезенхимных стволовых клеток 
(МСК) в процессе долговременного культивирования, со-
провождающегося репликативным старением (РС), являет-
ся важным шагом для их эффективного применения в ре-
генеративной медицине. Малая ГТФаза RhoA регулирует 
организацию актинового цитоскелета, а следовательно, 
определяет характер подвижности немышечных клеток. 
Нижестоящим эффектором RhoA является ROCK1-киназа, 
которая способствует формированию стресс-фибрилл.

Целью работы было исследование роли RhoA в регу-
ляции подвижности МСК человека, находящихся на раз-
ных стадиях РС. Было изучено влияние активатора RhoA 
—лизофосфатидной кислоты (LPA) и ингибитора ROCK1-
киназы (Y-27632) на подвижность клеток в культуре.

Использовали клеточную линию FetMSC, выделенную 
из костного мозга эмбриона человека. Линия была полу-
чена из ЦКП «Коллекция культур клеток позвоночных» 
ИНЦ РАН. Для измерения скорости клеток на пассажах 
12, 16, 20 и 26 анализировали треки клеточных дви-
жений, записанные в течение 24 ч с помощью системы 
прижизненной конфокальной микроскопии. Результаты 
показали отсутствие достоверных отличий средней ско-
рости контрольных клеток на изученных пассажах.

На 12 пассаже средние скорости клеток под действи-
ем модуляторов были ниже и достоверно отличались 
от контроля (23,1 ± 5,1 μм/ч), а также различались меж-
ду собой — наименьшая скорость была у клеток, которые 
находились под действием Y-27632 (12,04 ± 2,6 μм/ч). 
На 16 пассаже средняя скорость клеток во всех трех 
группах статистически не отличалась. На 20 пассаже 
достоверно снизилась только средняя скорость клеток 
под действием LPA. На 26 пассаже средняя скорость 
клеток, относительно контроля (20,8 ± 6,8 μм/ч) досто-
верно снизилась: 17,1 ± 6,8 μм/ч — под действием LPA, 
18,15 ± 5,2 μм/ч — под действием Y-27632.

Результаты демонстрируют, что репликативное ста-
рение FetMSC сопровождается изменением чувстви-
тельности клеток к действию LPA и Y-27632.
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Внеклеточные везикулы представляют собой мем-
бранные структуры, играющие важную роль в межклеточ-
ных коммуникациях, поскольку они обладают способно-
стью транспортировать липиды, факторы транскрипции, 
мРНК и белки. Имеются данные об особой роли везикул 
в прогрессировании рака. Поэтому изучение влияния 
везикул на опухолевые сфероиды имеет важное значе-
ние. Целью данной работы является изучение влияния 
мембранных везикул, индуцированных цитохалазином 
В (иМВ), на сфероиды колоректального рака in vitro.

В этом исследовании для создания опухолевых сфе-
роидов использовали клеточную линию колоректального 
рака (HCT-15). Клеточная линия глиобластомы (SNB-19) 
и мезенхимальные стволовые клетки, полученные из жиро-
вой ткани (МСК), были использованы для выделения МВ. 
Везикулы из SNB-19 (SNB-19 иМВ) и МСК (МСК иМВ) вы-
деляли с использованием 10 мкг/мл цитохалазина В и се-
рии последовательных центрифугирований. Добавление 
SNB-19 иМВ и иМВ МСК к сфероидам осуществляли 
в концентрациях 1, 2 и 5 мкг. Влияние SNB-19 иМВ и иМВ 
МСК анализировали с использованием проточной цитоме-
трии, мультиплексного анализа и ПЦР в реальном времени.

После добавления МСК иМВ не было значительно-
го изменения жизнеспособности клеток в сфероиде. 
Однако при добавлении иМВ SNB-19 в колоносферу 
наблюдалось дозозависимое повышение жизнеспособ-
ности клеток. Уровни мРНК OCT4 и Nanog повышались 
после добавления SNB-19 иМВ, но снижались после до-
бавления иМВ МСК. Цитокиновый анализ показал зна-
чительные различия в 40 основных цитокинах в колонос-
ферах с SNB-19 иМВ и МСК иМВ.

Таким образом, показано возможное влияние 
SNB-19 иМВ и МСК иМВ на опухолевые сфероиды. 
Необходимы дальнейшие исследования эффектов 
этого механизма. Данное исследование выполнено 
в рамках Программы стратегического академическо-
го лидерства Казанского федерального университета 
(ПРИОРИТЕТ-2030) и при финансовой поддержке гран-
та Российского научного фонда 21-74-10021. Авторы 
подтверждают отсутствие конфликта интересов.
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Одним из направлений технологий тканевой инжене-
рии и регенеративной медицины для лечения сахарного 
диабета 1 типа является создание тканевого эквивален-
та эндокринного отдела поджелудочной железы (ПЖ) 
на основе тканеспецифического биоматрикса (ДПЖ 
матрикса) из децеллюляризованной панкреатической 
ткани [1]. Сохранение в ДПЖ матриксе структурных, био-
химических и биомеханических свойств нативного ВКМ 
при максимально полном удалении клеточного матери-
ала позволяет имитировать микроокружение, способ-
ствующее пролонгированной функции жизнеспособных 
островковых клеток in vitro и in vivo [2].

Цель работы: исследовать влияние ДПЖ матрикса 
на инсулинпродуцирующую функцию жизнеспособных 
островков Лангерганса (ОЛ) крысы и человека.

Материалы и методы. ДПЖ матрикс получали в ре-
зультате децеллюляризации фрагментов ПЖ крысы 
(Vistar) и человека с применением поверхностно-актив-
ных веществ при различных режимах обработки пан-
креатической ткани. ОЛ крысы и человека выделяли, 
используя традиционную модифицированную методи-
ку с использованием коллагеназы, и культивировали 
в монокультуре (контрольные группы Ккр и Кч) и в при-
сутствии ДПЖ матрикса (опытные группы Окр и Оч). 
Жизнеспособность ОЛ определяли методом флуорес-
центного окрашивания витальным красителем, секретор-
ную способность — методом иммуноферментного анали-
за (ИФА). Изменения концентраций инсулина в опытных 
группах оценивали относительно контрольных групп.

Результаты исследования. ОЛ, культивированные 
с ДПЖ матриксами, не проявляли признаков фрагментации 
и деградации, оставаясь жизнеспособными в течение всего 
срока наблюдения (7 суток) по сравнению с монокультурой 
ОЛ. Базальная концентрация инсулина в опытных группах 
Окр повышалась по сравнению с контрольной группой Ккр 
на 48,7%, 102,9% и 373,6% на первые, третьи и шестые 
сутки культивирования, соответственно. Базальная кон-
центрация инсулина в опытных группах Оч на первые сутки 
культивирования возрастала на 39,5% по сравнению с кон-
трольной группой Кч, а на четвертые и седьмые — на 55,3% 
и 68,1%, соответственно. Предварительные результаты 
экспериментов in vivo, полученные на малой выборке ла-
бораторных животных, подтвердили функциональную эф-
фективность тканевого эквивалента ПЖ на основе ДПЖ 
матрикса и ОЛ крысы при внутрибрюшинном введении.

Заключение. Выявлено позитивное влияние аллоген-
ных тканеспецифических биоматриксов на жизнеспо-
собность ОЛ. В экспериментах in vitro и in vivo показана 
принципиальная возможность создания тканевого экви-
валента эндокринного отдела ПЖ.
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Для снижения числа осложнений (спаечной болез-
ни, свищей, инкапсуляции), связанных с имплантацией 
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синтетических эндопротезов интраперитонеально и пре-
перитонеально, предложены композитные материалы, 
изолирующие покрытия и антиадгезивные препараты [1]. 
Эффект их применения краткосрочен. Ацеллюлярные ма-
триксы, получаемые из тканей животных и человека, яв-
ляются не только пластическим материалом, но и могут 
служить поверхностью для восстановления целостности 
брюшины, тем самым снижая число таких осложнений.

Цель — изучить структурные изменения, клеточную 
реакцию и формирование мезотелия на поверхности 
ацеллюлярного дермального матрикса (АДМ), имплан-
тированного на десерозированную переднюю стенку же-
лудка крысы.

АДМ получен при липодермэктомии у пациентов 
с вентральными грыжами по разработанной техноло-
гии [2]. Образцы АДМ 0,5×0,5 см имплантированы 
крысам стока Wistar обоего пола (n=21) под общей ане-
стезией интраперитонеально на предварительно десе-
розированную переднюю стенку тела желудка с фикса-
цией серозно-мышечными швами по периметру на 28, 
45 и 90 суток. Структура АДМ и клеточная реакция ис-
следована на гистологических срезах. Формирование 
мезотелия — по экспрессии HBME-1.

К 28 суткам АДМ сращен с передней стенкой же-
лудка. Структура коллагеновых волокон АДМ сохране-
на. Материал диффузно инфильтрирован лимфоцита-
ми, макрофагами, тучными клетками, фибробластами. 
Межфибриллярные пространства неравномерно запол-
нены рыхлой неоформленной соединительной тканью. 
На периферии многочисленные тонкостенные капилля-
ры с эритроцитами в просвете.

К 45 и 90 суткам АДМ плотно сращен с подле-
жащими тканями, собственная структура сохранена. 
Межфибриллярное пространство равномерно заполнено 
соединительной тканью. Преобладающая популяция кле-
ток — фибробласты. Между мышечным слоем передней 
стенки желудка и поверхностью АДМ — прослойка гипер-
васкуляризованной соединительной ткани. На поверх-
ности АДМ, обращенной к брюшине только к 90 суткам, 
было идентифицировано формирование слоя мезотели-
альных клеток, определяемых по выраженной цитоплаз-
матической и мембранной экспрессии ими HBME — 1.

Таким образом, АДМ может быть рассмотрен как 
перспективный имплантируемый материал, сочетающий 
в себе пластические, барьерные (на ранних сроках) и ре-
генеративные свойства.
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По данным клинических исследований лЧМТ со-
ставляют 80–90% всех травм головы и представляют 
серьезную проблему современного здравоохранения 
в связи с развитием значительных отдаленных послед-
ствий, развивающихся в основном из-за дезадаптации 
глиальной реакции. Астроциты, чувствительные к изме-
нениям во внеклеточной среде, служат критическими 
ранними ответчиками на повреждение головного моз-
га [1]. В связи с этим фармакологическое воздействие 
на астроглию представляется наиболее перспективной 
терапевтической стратегией лечения последствий лЧМТ. 
На сегодняшний день имеется огромное количество до-
клинических данных, свидетельствующих о наличии по-
ложительного терапевтического эффекта препаратов, 
содержащих ω-3 полиненасыщенные жирные кислоты 
(ПНЖК) и их производные, при остром поражении голов-
ного мозга [2].

N-докозагексаеноилэтаноламин (синаптамид) яв-
ляется высокоактивным метаболитом докозагексае-
новой кислоты (ДГК) с нейропротекторными, синапто-
генными, нейритогенными и противовоспалительными 
свойствами в нервной системе [3]. Результаты данно-
го исследования демонстрируют влияние синаптами-
да на астроглиальный ответ на повреждение в острой 
(1 сутки) и хронической (7 суток) фазах развития лЧМТ. 
ВЭЖХ-МС исследование выявило увеличение концен-
трации синаптамида в коре головного мозга и сыво-
ротке крови экспериментальных животных в несколько 
раз при подкожном введении (10 мг/кг/сут). С помо-
щью иммуногистохимии показано, что синаптамид ре-
гулирует активацию GFAP- и S100β-положительной 
астроглии, снижает nNOS-положительное иммуноо-
крашивание и стимулирует секрецию нейротрофина 
BDNF. Динамика продукции супероксиддисмутазы 
при обработке синаптамидом подтверждает анти-
оксидантную эффективность тестируемого соедине-
ния. С помощью вестерн-блоттинга мы обнаружили 
снижение биомаркеров ЧМТ, таких как GFAP, S100β 
и IL-6, в сыворотке крови экспериментальных живот-
ных, получавших синаптамид. Полученные результаты 
свидетельствуют о высоком терапевтическом потен-
циале синаптамида в снижении тяжести последствий 
поражения головного мозга. Работа выполнена при 
поддержке Министерства науки и высшего образова-
ния Российской Федерации (грант 13.1902.21.0012, 
договор № 075-15-2020-796).
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Разделение сперматогенных клеток необходимо для 
изучения разных стадий их дифференцировки [1, 2]. Пул 
однородных клеток на одной стадии развития характе-
ризуются определенной морфологией. Существует 
корреляция между типом клеток и их размерами, диа-
метром ядра, удельным весом. Эти особенности позво-
ляют разделять клетки по группам в градиенте плот-
ности с использованием системы STA-PUT, в которой 
происходит седиментация клеток под действием силы 
тяжести [2, 3].

Материалы и методы. У самцов мышей линии 
C57Bl/6 проводили забор семенников в среду DMEM 
при 4оС. Семенные канальцы разрезали на фрагменты 
и помещали в раствор коллагеназы IV типа в концен-
трации 0,16 мг/мл на 20 мин при 37 оС. Далее прово-
дили обработку р-ром фермента проназы Е (0,5 мг/мл). 
На конечном этапе клетки центрифугировали при 320g 
10 мин при 4оС и помещали в полную питательную среду 
DMEM, 10% FCS и 20 мкг/л гентамицина. Разделение 
проводили в системе STA-PUT, состоящей из камер для 
создания градиента:1 — для 3% р-ра фиколла, 2 — для 
1% р-ра фиколла, камеры для седиментации клеток, 
перистальтического насоса. Фракции собирали со ско-
ростью 10 мл/мин. по 10 мл в пробирки, затем центри-
фугировали при 1900 g и 4оС 10 мин., осадок ресуспен-
дировали в 100 мкл среды. Делали мазки суспензии, 
фиксировали их в жидкости Шабадаша, окрашивали 
Шифф-реактивом и гематоксилином Майера. С помо-
щью светового микроскопа Leica DM2500 определяли 
морфологию клеток с разделением по группам и под-
счетом на 1000 клеток. Анализ данных проводили в про-
грамме Sigmastat 3.5.

Результаты и обсуждение. Впервые с помощью ци-
тологических и морфометрических методов нами был 
определен состав клеточных фракций и выделены наи-
более показательные пики групп клеток. Так, сперматого-
нии наблюдали в 43–50 фракциях линейного градиента 
фиколла (48–77,3%), клетки профазы I мейоза обна-
руживали преимущественно в 28–32 фракциях (35,2–
77,7%), а сперматиды — в 33–39 фракциях (27–78%). 
Описанный метод седиментации можно успешно приме-
нять для предварительного разделения клеток с целью 
дальнейшего исследования их цитофизиологических 
и молекулярных особенностей.
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Органические полимерные материалы доволь-
но широко используются в биомедицинских целях. 
Композиции для накожного применения и тканевой 
инженерии обычно содержат природные биологиче-
ские полимеры — альгинат, желатин, коллаген и др. 
Благодаря своей биосовместимости, малой токсично-
сти и способности усиливать регенеративные процес-
сы — эти биополимеры представляют особый интерес 
для медицины. Несмотря на стремительное расшире-
ние применения полимеров в медицине, следует при-
знать, что в этой области остается ряд острых нере-
шенных вопросов. Так, например, при использовании 
полимерных компонентов с целью замены органов 
и тканей организма нередки случаи отказа от этих из-
делий. До сих пор актуальна проблема бактериального 
обсеменения имплантируемых изделий, что приводит 
к образованию бактериальных и грибковых биопленок, 
быстрому разрушению поверхности материала и вос-
палению тканей. С другой стороны, существует про-
блема избыточной стабильности полимерных изделий 
в организме (например, шовных нитей или носителей 
лекарств) и медленной биодеградации. Некоторые не-
достатки таких полимеров можно решить, используя 
органо-неорганические композиты, модифицирован-
ные биоактивными наноматериалами.

Наночастицы солей и оксидов редкоземельных 
элементов, в первую очередь церия, являются весьма 
перспективным неорганическим компонентом в этих 
композиционных системах. Наночастицы оксида церия 
(СеО

2) в качестве наполнителя полимеров, адаптирован-
ных для биомедицины, позволяют решить ряд вопросов. 
Нестабилизированные или стабилизированные наноча-
стицы СеО2 являются хорошо известным терапевтиче-
ским агентом в регенеративной медицине и тканевой 
инженерии [1]; они стимулируют пролиферацию фибро-
бластов in vitro и ускоряют заживление поражений in vivo, 
открывая перспективы для терапии ран. Материалы 
на основе биополимеров широко используются в кле-
точных технологиях для получения биосовместимых 
матриц, обладающих хорошей адгезией к стволовым 
мезенхимальным клеткам, эффективно пролифери-
рующих и дифференцирующихся на них, в частности, 
они перспективны для культивирования фибробластов 
человека; введение в них наночастиц СеО2 в качестве 
неорганического компонента значительно повышает 
степень пролиферации клеток, что ранее нами было по-
казано [2]. Нами также было показано, что наночастицы 
СеО2 является уникальным неорганическим митогеном, 
способствуя регенерации целого организма — пресно-
водных плоских червей [3].

Таким образом использование биоактивных и био-
совместимых функциональных наноматерилов может 
позволить решить ряд существующих проблем в области 
создания новых биомедицинских изделий для регенера-
тивной медицины и клеточных технологий.

Работы выполнена при поддержке гранта РНФ 
№ 22-73-10231.
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Резкое снижение двигательной активности (постель-
ный режим, микрогравитация в космосе и т. п.) оказы-
вает негативное влияние на функции скелетных мышц 
и на организм в целом. Так, уже через неделю гипоки-
незии происходит снижение мышечной массы (~0,4%/
день) и силы, митохондриальной плотности, активности 
окислительных ферментов и работоспособности, а также 
инсулиновой чувствительности мышц и организма. Эти 
изменения связаны с подавлением трансляции, увели-
чением деградации мышечных белков и с масштабными 
изменениями в генной экспрессии. Изменение транс-
криптомного профиля скелетных мышц, вызванное ги-
покинезией, достаточно хорошо охарактеризовано [1, 2], 
однако регуляторные механизмы, ответственные за эти 
изменения (в частности, транскрипционные факторы 
и ассоциированные с ними сигнальные пути), изучены 
явно недостаточно.

В докладе обсуждается влияние резкого снижения 
двигательной активности (6 суток нахождения в «сухой» 
иммерсии) на изменения транскриптомного профиля 
(RNA-seq) m. soleus — основной постуральной мышцы, 
состоящей преимущественно из медленных мышечных 
волокон, и смешанной m. vastus lateralis. В базальном 
состоянии генная экспрессия значительно различает-
ся между этими мышцами (~1500 мРНК). Нахождение 
в иммерсии вызывает значительно более выраженные 
изменения транскриптома в m. soleus (562 мРНК увели-
чили и 996 мРНК снизили экспрессию), чем в m. vastus 
lateralis (209 мРНК увеличили и 392 мРНК снизили 
экспрессию).

Среди генов, изменивших экспрессию, были выделе-
ны кластеры со сходным экспрессионным профилем — 
предположительно, корегулируемые гены. Поиск транс-
крипционных факторов, ассоциированных с изменением 
экспрессии, проводили для каждого кластера методом 
позиционных весовых матриц. Для этого искали мотивы 
связывания транскрипционных факторов в индивиду-
альном для каждого гена промоторном регионе — откры-
тый хроматин вокруг старта инициации транскрипции, 
определённый в нашем предыдущем исследовании [3] 
по данным ATAC-seq, DNase-seq и CAGE-seq.

Предложенный нами подход позволил выявить груп-
пы коэкспрессируемых генов и несколько десятков 
транскрипционных факторов, ассоциированных с разно-
направленными изменениями генной экспрессии в них. 
Часть из этих транскрипционных факторов выделены как 
потенциальные мишени для предотвращения негативно-
го влияния гипокинезии на функции скелетных мышц. 
Значимость этих факторов для развития указанных 

негативных эффектов требует дальнейшей проверки 
в модельных исследованиях с подавлением/увеличени-
ем генной экспрессии на клетках и/или животных. При 
поддержке Минобрнауки России в рамках соглашения 
№ 075-15-2022-298 от 18.04.2022 г.
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Актуальность: кардиотоксичность противоопухо-
левой терапии у пожилых пациентов чаще всего про-
является в виде ХСН, встречается от 5 до 57% [1, 2]. 
Существующие методы лечения не приводят к восстанов-
лению количества утраченных кардиомиоцитов и умень-
шению фиброза в миокарде, что могло бы увеличить со-
кратимость и уменьшить прогрессирование ХСН [3].

Цель: оценить влияние трансплантации кардиоми-
областов на показатели сократимости и перфузии ми-
окарда при проведении химиотерапии (ХТ) у пожилых 
пациентов.

Материалы и методы: 3 группы пациентов (22 мужчи-
ны, 38 женщин с сердечно-сосудистой патологией и онко-
логическими заболеваниями в возрасте от 65 до 80 лет): 
1-я — клеточная терапия после возникновения карди-
отоксических эффектов на фоне ХТ, 2-я — превентив-
ное введение кардиомиобластов, 3-я — контроль (ме-
дикаментозная терапия). Распределение пациентов 
по классификации NYHA: ХСНI — 35%, ХСНII — 43,75%, 
ХСНIII — 21,25%. Контроль структурно-функциональных 
показателей — ЭхоКГ и сцинтиграфия миокарда с Тс99m 
через 2, 6, 12 месяцев.

Результаты: по данным ЭхоКГ ФВ ЛЖ значимо 
(р <0,05) увеличилась в группах 1 и 2. В 3-й груп-
пе ФВ снижалась. Данные коррелировали с динами-
кой встречаемости гипокинеза участков миокарда 
ЛЖ в группах. По данным сцинтиграфии выявлено уси-
ление перфузии миокарда в ответ на трансплантацию 
кардиомиобластов у больных с клинически выраженной 
ХСН. При введении кардиомиобластов в 1-й группе пер-
фузия миокарда усиливалась на длительный период, 
но в меньшей степени, чем в группе 2. Положительная 
динамика отмечена во все сроки контроля, максималь-
на — через 6 мес. В 3-й группе — начиная с 2-го месяца, 
отмечена отрицательная динамика на фоне постоянной 
кардиотропной терапии. Прогрессирования основного 
заболевания за 12 месяцев наблюдения не отмечено.

Выводы: применение трансплантации кардиоми-
областов пожилым пациентам с онкологическими 
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заболеваниями, особенно превентивное введение, по-
зволяет повысить эффективность лечения ХСН, разви-
вающейся при кардиотоксичной ХТ.
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Ввиду большого количества требований, предъяв-
ляемых к материалам биомедицинского назначения, 
необходимо регулировать их свойства, в том числе 
за счет расширения спектра доступных технологий 
формования. Хитозан — продукт деацетилирования 
линейного полисахарида хитина, является ценным при-
родным полимером и обладает способностью к биоде-
градации и биосовместимостью. Однако, существуют 
технологические ограничения при формовании матери-
алов на его основе. Модифицирование его химической 
структуры позволит использовать различные подходы 
к получению трехмерных материалов с регулируемой 
структурой и свойствам.

Цель работы заключалась в разработке технологиче-
ских подходов к получению материалов биомедицинско-
го назначения в форме микрочастиц, нетканых микро-
волокнистых материалов и макропористых гидрогелей 
на основе производных и сополимеров хитозана.

Ряд производных и сополимеров хитозана с олиго-
лактидами получен с использованием механохимиче-
ских методов в отсутствие катализаторов и инициаторов 
процессов. Макропористые гидрогели на их основе были 
получены методом лиофильной сушки с последующей 
термообработкой [1]. Согласно данным сканирующей 
электронной микроскопии, все образцы гидрогелей об-
ладали макропористой структурой с разветвленной 
системой взаимосвязанных пор широкого диапазона 
размеров, а также имели высокие степени влагопогло-
щения, зависящие от химической структуры сополимера.

Микрочастицы из полилактида, покрытые хитозаном 
или его производными и сополимерами, были получены 
методом испарения растворителя из эмульсии «масло/
вода» [2]. Применение в качестве эмульгатора в дис-
персионной среде производных и сополимеров хитоза-
на позволило увеличить выход микрочастиц и изменить 
их распределение по размерам. Микрочастицы обла-
дали сферической формой и однородной морфологией 

поверхности. Качественный анализ химической струк-
туры поверхности микрочастиц, проведенный с исполь-
зованием селективного по отношению к аминогруппам 
хитозана флуоресцентного красителя, подтвердил на-
личие гидрофильных фрагментов полисахарида. Это по-
зволило использовать полученные микрочастицы в каче-
стве исходного материала для формования трехмерных 
структур методом поверхностно-селективного лазерного 
спекания [3].

Методом электроформования из сополимеров хито-
зана с олиго/полиэфирами были сформованы нетканые 
микроволокнистые материалы с широким распределе-
нием волокон по размерам и с выраженной шерохова-
тостью поверхности. Качественный анализ химической 
структуры поверхности материала подтвердил наличие 
на ней гидрофильных фрагментов [4].
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Сукцинат (анион янтарной кислоты) локализован в ма-
триксе митохондрий, является важнейшим метаболитом 
цитратного цикла, а также вносит существенный вклад 
в образование аденозинтрифосфата (АТФ). Изучен путь 
сукцината как лиганада: при передаче сигнала через сук-
цинатные рецепторы (SUCNR1) происходит индукция мо-
билизации Са2+, активация протеинкиназы С, фосфоли-
рирование внеклеточных регулируемых киназ (ERK1/2), 
что может способствовать синтезу и дифференцировке 
структурных белков миотрубок [1]. Поэтому настоящее 
исследование посвящено изучению влияния сукцината 
на дифференцировку клеток С2С12.

Исследование выполнено на клеточной линии мышин-
ных миобластов С2С12, предоставленной Институтом 
биологии гена (Москва). Экспериментальные группы: 
клетки до дифференцировки — инкубация 7 дней в пи-
тательной среде с 10%-эмбриональной бычьей сыво-
роткой; индукция дифференцировки миобластов — ин-
кубация 7 дней в питательной среде с 2%-лошадиной 
сывороткой [2]; индукция дифференцировки миобластов 
с добавлением сукцината (Acros Organics, США) — клет-
ки инкубировали 7 дней в дифференцировочной пита-
тельной среде с сукцинатом в концентрации 10мкМ. 
Методом вестерн-блот определяли содержание миози-
на и α-актина. Анализ результатов производили с помо-
щью программы «StatSoft Statistica13.0». Для оценки 
статистической значимости различий использовали 
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дисперсионный анализ, post-hoc по критерию Ньюмена-
Кейлса. Статистически значимыми считали различия 
при p<0,05.

Клеточная линия С2С12 (мышиные миосаттелио-
циты) является классическим примером миобластов, 
демонстрирующих миогенез мышечной ткани. На пита-
тельной среде с 10%-бычьей сывороткой происходит 
пролиферация клеток, при замене на среду с 2%-лоша-
диной сывороткой, в уже образовавшемся монослое 
запускается процесс дифференцировки. Добавление 
сукцината усиливало процесс дифференцировки миоба-
стов клеточной линии С2С12 — клетки сливались в ми-
отубы. Уровень миозина на 7 день эксперимента, при 
использовании дифференцировочной среды и среды 
с сукцинатом увеличивался относительно показателей 
клеток до дифференцировки на 35,6% (р=0,004) и 60% 
(р=0,005) соответственно. При использовании сукцина-
та отмечалось увеличение содержания α-актина на 50% 
(р=0,04) по сравнению с клетками до дифференцировки 
и на 25% (р=0,05) по сравнению с клетками на 7 день 
дифференцировки.

В ходе данного исследования было установлено, что 
сукцинат в концентрации 10 мкМ способствует диффе-
ренцировке клеток С2С12.
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Препараты растворимых факторов тромбоцитов 
(РФТ) человека за последние двадцать лет вызывают 
все возрастающий интерес для медицинского примене-
ния с целью регенерации поврежденных тканей челове-
ка [1, 2]. Получаемые из крови пациентов или здоровых 
лиц, жидкие или гелеобразные препараты РФТ начали 
широко использовать как для клеточной терапии (на эта-
пах наращивания мезенхимальных стромальных клеток 
или их локального введения), так и самостоятельно [3]. 
Нами отработаны технологии получения и стандартиза-
ции этих препаратов как изделий медицинского назна-
чения (ИМН) из концентрата тромбоцитов, полученно-
го из периферической крови пациентов или здоровых 
лиц — доноров крови [4]. Основное требование к кро-
ви — отсутствие признаков воспаления (лейкоцитоз, ней-
трофилез), трансфузионно-трансмиссивных инфекций, 
концентрация тромбоцитов для приготовления ИМН — 
1,0–1,5×1012/л, микробиологическая безопасность. 

Приготовленные в РНПЦ трансфузиологии и мед. био-
технологий ИМН на основе РФТ хранятся в заморожен-
ном состоянии при температуре минус 30–35оС без по-
тери биологической активности (в тесте пролиферации 
МСК человека in vitro) в течение 2 лет.

Наш опыт местного клинического применение пре-
паратов РФТ показал их эффективность при (особенно 
инфицированных) язвах кожи, заболеваниях опорно-
двигательного аппарата, хронической ишемии нижних 
конечностей, кератоконъюнктивите. Возможно инъенк-
ционное или аппликационное (в том числе вместе с тром-
бином) введение ИМН пациентам. Наблюдаемое клини-
ческое улучшение у большинства пациентов не зависело 
от длительности заболевания и проявлялось эффектом 
обезболивания, ускоренного ангиогенеза, снижения 
местного воспалительного процесса, повышения рабо-
тоспособности и качества жизни. В части случаев наблю-
дали полный возврат к исходному состоянию здоровья 
больных. Мы не наблюдали осложнений применения пре-
паратов РФТ, хотя в нескольких случаях были краткосроч-
ные реакции на введение, проходившие без врачебного 
вмешательства. У большей части больных использовали 
аутологичные препараты РФТ, при наличии противопо-
казаний и ограничений (возраст более 65 лет, сахарный 
диабет, тяжесть заболевания) применяли аллогенный 
препарат РФТ, получаемый от здоровых доноров крови.

Сделано заключение о широкой перспективе исполь-
зования препаратов РФТ в медицинской практике.
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Актуален поиск путей повышения эффективности 
применения клеточных продуктов на основе мезенхи-
мальных стромальных клеток (МСК) человека. Системное 
(внутривенное, внутриартериальное) введение МСК 
является широко распространенным (43%) методом 
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клеточной терапии [1]. Его преимущества — системное 
влияние на пациента, опосредованное иммуномодулиру-
ющим, противовоспалительным и антиапоптотическим 
действием. Недостатки — необходимость высокой тера-
певтической дозы МСК (1–2 млн/кг веса), риски небла-
гоприятных реакций и осложнений (лихорадка, микро-
тромбозы, короткий срок жизни, быстрая утилизация) [2, 
3]. Локальное (внутрисуставное, внутрисердечное, ин-
тратрахеальное, в область поражения) или региональное 
(внутримышечное, внутрибрюшинное, эндолюмбальное) 
введение МСК позволяют снизить (в 5–10 раз) терапев-
тическую дозу клеток и оказать адресное воздействие 
на поврежденную ткань. Локально вводимые МСК про-
являют регенеративную активность, мобилизуя прогени-
торные клетки в очаг поражения [2, 4]. Усиление эффек-
тивности и пролонгирование локального воздействия 
может быть достигнуто праймированием МСК при куль-
тивировании in vitro и/или введении вместе с биодегра-
дируемым гелем [2].

Наш опыт проведения клеточной терапии пациентам 
с нейродегенеративными заболеваниями базировался 
на использовании как системного/внутривенного, так 
и локального/эндолюмбального введения МСК. Один 
курс клеточной терапии пациентов с боковым амиотро-
фическим склерозом или симптоматической эпилеп-
сией предполагал оба пути введения МСК. Такая так-
тика позволила обеспечить клинический ответ у 80% 
(в контроле — 5–15%) пациентов в течение 12 месяцев 
наблюдения.

Сделано заключение о целесообразности комбиниро-
ванного подхода к использованию МСК для лечения ней-
родегенеративных заболеваний человека.
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Выбор условий культивирования имеет важное зна-
чение при разработке биомедицинского клеточного 
продукта. Используемые при культивировании добавки 
должны быть безопасны, эффективны и доступны для 
технологического процесса. Фетальная бычья сыворот-
ка (ФБС), широко используемая при культивировании, 
как саплимент для продукта клинического назначения, 
не подходит, так как является ксеногенным материалом. 
Целью нашей работы стало определение оптимального 

саплимента, который будет обеспечивать жизнеспособ-
ность и повышать пролиферативную активность клеток.

В эксперименте сравнивали влияние разных условий 
культивирования на морфофункциональные свойства 
трёх клеточных линий дермальных фибробластов, 4 пас-
сажа. Фибробласты культивировали в питательной среде 
DMEM (Gibco, США) и 100 ед/мл антибиотика-антими-
котика. В качестве саплиментов использовали: 1) 10% 
ФБС — контрольная группа (КГ); 2) 10% плазму человека 
АВ группы, полученную на станции переливания крови — 
опытная группа (ОГ) № 1; 3) 5% обогащенную тромбо-
цитами плазму (ОбТП) — ОГ № 2; 4) 5% лизат тромбоци-
тов (ЛТ) — ОГ № 3. ОбТП выделяли из периферической 
крови путём двойного центрифугирования и хранили при 
–20°С. ЛТ готовили из ОбТП, подвергшейся циклу глубо-
кой заморозки при –800С и разморозке при +370С, с по-
следующим хранением при –200С.

Анализ пролиферативной активности клеток при 
разных условиях показал, что время удвоения популя-
ции клеток в ОГ№ 1 было длиннее и составило в сред-
нем 70,17 часов, в ОГ № 2 и ОГ № 3 наблюдалось со-
кращение времени удвоения — 58,67 ч. и 47,67 ч., 
соответственно, по сравнению сКГ (59,17ч.). При оди-
наковой плотности засеивания наибольшее количество 
клеток было получено в ОГ № 2 и № 3 по сравнению 
с КГ и ОГ № 1, что дополнительно подтвердило факт по-
вышения пролиферативной активности клеток с сапли-
ментами на основе продуктов из тромбоцитов. Время 
достижения конфлюэнтности в КГ составило 7 суток, 
в ОГ № 1 — 9 суток, в ОГ № 2 — 8 суток, и наименьшим 
время было в ОГ № 3 — 6 суток. Результаты ХТТ-теста 
показали, что ни один из саплиментов не оказывал ци-
тотоксического действия на фибробласты, но при этом 
наблюдалось значительное увеличение жизнеспособно-
сти клеток в ОГ № 2 и № 3 по сравнению с ОГ № 1 и КГ. 
Цитохимический тест Live and Dead визуально подтвер-
дил сохранение жизнеспособности клеток при разных ус-
ловиях. Все клетки вне зависимости от условий экспрес-
сировали виментин, отсутствовала экспрессия а-sma.

Таким образом, культивирование с 5% ЛТ (ОГ № 3) 
более эффективно по сравнению с другими, так как ис-
пользование данного саплимента в качестве добавки 
к питательной среде даёт возможность в наиболее корот-
кие сроки достичь конфлюэнтности, а также позволяет 
получить высокую пролиферативную активность и сохра-
няет жизнеспособность клеток. Культивирование фибро-
бластов таким способом может быть рекомендовано для 
разработки биомедицинского клеточного продукта.
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Гонартрит является самым распространенным за-
болеванием опорно-двигательного аппарата, поражая 
порядка 30% людей старше 45 лет во всём мире [1]. 
В настоящее время лечение остеоартрита сводится 
к симптоматической терапии в ранний период, и хирур-
гическому вмешательству на поздних стадиях болезни. 
Микрофрактурирование, мозаичная пластика и ауто-
трансплантация хрящевой ткани становятся сегодня все 
более доступными хирургическими методами лечения, 
направленными на сохранение сустава. Однако, в ряде 
случаев, подобные методы сопряжены с развитием реци-
дивов и ухудшением состояния пациента. В этой связи, 
продолжается поиск новых подходов к лечению остео-
артрита, одним из которых может стать применение ген-
активированных материалов.

Целью исследования являлась оценка влияния раз-
работанного ген-активированного материала на регене-
рацию суставного хряща и субхондральной кости в экс-
перименте in vivo.

Исследуемый материал состоял из гранул на осно-
ве октакальциевого фосфата (ОКФ) с плазмидной ДНК, 
несущей ген фактора роста эндотелия сосудов (pl-VEGF) 
(«Гистографт», Россия) и геля на основе гиалуроновой 
кислоты («Ostenil», Германия), в котором размещалась 
дополнительная фракция pl-VEGF. Контрольные образ-
цы были представлены гранулами ОКФ и гиалуроно-
вым гелем без генной активации. В ходе исследования 
9 кроликам породы советская шиншилла формировали 
дефекты суставных поверхностей мыщелков бедрен-
ных костей (d = 3 мм, h = 4 мм) с последующей имплан-
тацией исследуемых изделий. Результаты оценивали 
на сроках 30, 60, 90 сут. после проведения операции 
с помощью гистологического исследования, а также 
гистоморфометрии.

Через 30 сут. после операции в обеих группах обла-
сти как хрящевого, так и субхондрального дефектов были 
заполнена остатками гелевого компонента и гранулами 
ОКФ, окруженными плотной волокнистой соединитель-
ной тканью. Статистически значимые различия по соста-
ву регенерата выявлены не были.

Через 60 сут. в обеих группах в области суставного 
дефекта следы геля не визуализировались, регенерат 
был представлен фиброзной хрящевой тканью. В обла-
сти субхондрального дефекта гранулы ОКФ были окруже-
ны тонкой сетью трабекул ретикулофиброзной костной 
ткани с ярко выраженным ангиогенезом в эксперимен-
тальной группе.

К 90-м сут. структура хрящевого регенерата в экс-
периментальной группе была наиболее близка к ис-
ходному строению гиалинового хряща. Субхондральная 
область в обеих группах была представлена мультит-
каневым регенератом, с преобладающим количеством 
вновь образованных кровеносных сосудов (p<0,05) 
в опытной группе.

Таким образом, ген-активированный материал на ос-
нове гиалуроновой кислоты, гранул ОКФ и pl-VEGF ока-
зался эффективен для реконструкции суставных дефек-
тов в эксперименте.
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Современная концепция лечения медиального гонар-
трита предполагает дополнение остеотомии внутрису-
ставными инъекциями биологически активных веществ, 
таких как обогащенная тромбоцитами плазма (PRP) или 
стромально-васкулярная фракция (SVF). В данном иссле-
довании оцениваются результаты введения вышепере-
численных биологически активных веществ, относительно 
клинических и артроскопических отдаленных результатов.

В исследование вошли 20 пациентов с медиаль-
ным остеоартритом (ОА) коленного сустава (КС) и ва-
русной деформацией. Пациенты разделены на 2 груп-
пы по 10 человек, которым выполнялась артроскопия 
коленного сустава и высокая тибиальная остеотомия 
(ВТО) с последующим внутрисуставным введением SVF 
в первой группе, и PRP во второй. Через 1,5 года произ-
водилась артроскопия коленного сустава, оценивалась 
регенерация хряща. Критерии включения: пациенты 
от 18 до 65 лет с индексом массы тела (ИМТ) менее 
40 кг/м2, объемом движений в КС ≥ 90°, сгибательной 
контрактурой ≤ 10°, степенью остеоартроза медиального 
компартмента от II до IIIст. по Kellgren-Lawrence, интакт-
ным наружным компартментом КС и пателло-фемораль-
ным сочленением, варусной деформацией ≥ 4° и ≤ 14°. 
Для функциональной оценки коленного сустава исполь-
зовались шкалы KOOS, KSS и ВАШ.

После операции пациенты были отслежены до 1,5 лет. 
Ось нижней конечности изменилась в 1 группе в сред-
нем с 6,1° варуса до 1,7° вальгуса, во 2 группе с 8,2° 
варуса до 1,9° вальгуса. Средний результат по шкале 
KOOS в 1 группе улучшился с 40,1 баллов до 69,6 бал-
лов, во 2 группе улучшился с 41,0 баллов до 80,1 баллов. 
Средний результат по шкале ВАШ в 1 группе улучшился 
с 73,0мм до 25,0мм., во 2 группе улучшился с 66,0мм 
до 9,0мм. Средний результат по шкале KSS1 в 1 группе 
улучшился с 44,8 баллов до 70,9 баллов, во 2 группе 
улучшился с 53,5 баллов до 79,8 баллов. Средний ре-
зультат по шкале KSS 2 в 1 группе улучшился с 49,1 бал-
лов до 80,5 баллов, во 2 группе улучшился с 51,5 баллов 
до 91,0 балла. Регенерация хряща на бедре в 1 группе 
наблюдалась в 80%, на большеберцовой кости в 70%. 
Регенерация хряща на бедре во 2 группе наблюдалась 
в 40%, на большеберцовой кости в 60%.

При анализе клинических результатов групп через 
1,5 года по методу Манна-Уитни, отмечается наличие ста-
тистической значимости различий между показателями 
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в группах по шкалам KOOS и ВАШ (р > 0,05), и её отсут-
ствие при анализе KSS (р > 0,05). В 1 группе клиниче-
ские результаты значимо хуже по шкалам KOOS и ВАШ 
за счёт большего количества интраоперационных пере-
ломов в зоне остеотомии и меньшей величины валь-
гусной коррекции. Однако, количество переломов и ве-
личина вальгусной коррекции не имеют статистически 
значимой разницы (р > 0,05). При введении SVF регене-
рация хрящевой ткани наблюдается статистически зна-
чительно чаще, чем с PRP (р > 0,05), что может увеличи-
вать сроки выживаемости результатов ВТО.
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Экспериментальные клеточные модели являются удоб-
ным инструментом для установления функции отдельных 
молекул, механизмов работы сигнальных и метаболиче-
ских каскадов, а также для выяснения патогенеза широкого 
спектра заболеваний и идентификации новых терапевти-
ческих мишеней. Генетические технологии (редактирова-
ние генома, «генная терапия» ex vivo и транс-сплайсинг) 
позволяют моделировать все более тонкие изменения 
в структуре генома и белков, и создавать модельные объ-
екты, максимально приближенные к первичным клеткам.

Транс-сплайсинг представляет собой природный ме-
ханизм сплайсинга нескольких пре-мРНК в единую зре-
лую мРНК. Данный механизм впервые был открыт у про-
стейших рода Trypanosoma, которые с помощью данного 
механизма регулируют экспрессию собственных генов. 
К преимуществам данного подхода относятся небольшой 
размер генетической конструкции, кодирующей ПТР, вы-
сокая эффективность его доставки, а также высокая сте-
пень согласованности/конкордантности образования 
специфического продукта транс-сплайсинга с экспрес-
сией целевого гена, что позволяет имитировать резуль-
тат редактирования гена в его природном контексте при 
значительно большей эффективности. Технология транс-
сплайсинга позволяет моделировать любые модификации 
кодирующей части целевых генов от точечных замен и за-
мен отдельных экзонов до масштабных вставок и мечения 
целевых белков. В то же время, транс-сплайсинг по своей 
эффективности уступает цис-сплайсингу и нередко приво-
дит к образованию сплайс форм мРНК, нехарактерных для 
физиологического сплайсинга, а, следовательно, к образо-
ванию новых не физиологичных форм белков.

Согласно данным литературы, оптимизация дизайна 
пре-транс-РНК (ПТР), дополнение его siRNA/shRNA к цис-
формам РНК и новыми snRNA, направляющими процессы 
сплайсинга, позволяют значительно увеличить эффек-
тивность и специфичность механизма транс-сплайсинга. 
В данной работе нами была изучена возможность при-
менения транс-сплайсинга для создания генетически 

модифицированной линии клеток нейробластомы Neuro2a, 
экспрессирующей изоформу рецептора урокиназного 
активатора плазминогена uPAR, неспособную взаимо-
действовать с белком внеклеточного матрикса витронек-
тином. Мы предполагаем, что полученная клеточная мо-
дель может быть использована для изучения механизмов 
функционирования и внутриклеточной сигнализации Plaur 
в процессах нейритогенеза, навигации и роста нервного 
волокна. Для улучшения эффективности транс-сплайсинга 
нами была проведена оптимизация пре-транс-РНК.

Изучение механизмов транс-сплайсинга и его оп-
тимизация может повысить эффективность создания 
клеточных моделей на основе трудно модифицируемых 
типов клеток, а также ключом к разработке новейших эф-
фективных методов терапии/коррекции наследственных 
заболеваний, в том числе в рамках зрелого организма.

Исследование выполнено за счет гранта Российского 
научного фонда № 22-15-00125.
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Гипертрофическая кардиомиопатия (ГКМП) является 
распространённой сердечно-сосудистой патологией, при-
водящей к прогрессирующей сердечной недостаточно-
сти, аритмиям, а также увеличивающей риск внезапной 
сердечной смерти. ГКМП характеризуется структурными 
изменениями миокарда, которые приводят к диастоличе-
ским дисфункциям. Более 1000 различных мутаций в ге-
нах, в основном кодирующих саркомерные белки, могут 
быть ответственны за развитие наследственной формы 
данного заболевания. Однако не для всех выявленных 
мутаций доказана их способность вызывать ГКМП, а так 
же лишь для ограниченного их числа понятен механизм 
действия. Изучение взаимосвязи между мутациями в сар-
комерных белках и нарушением структуры кардиомиоци-
тов, а также их электрической стабильности ограничено 
сложностью получения образцов сердечной ткани.

Целью данного исследования ставилось создание 
клеточной модели гипетрофической кардиомиопатии 
с помощью направленной дифференцировки индуциро-
ванных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) с де-
лецией p.Asn515del в гене MYBPC3 в кардиомиоциты.

Ранее в лаборатории были получены ИПСК пациента 
HCM14 (ICGi029-A, Европейский реестр стволовых кле-
ток человека). Так же были получены изогенные линии 
с мутацией p.Asn515del в гене MYBPC3 в геноме услов-
но здорового пациента К7(ICGi022-A). ИПСК трех линий 
пациента НСМ14, трех линий с внесёнными мутациями 
К7-515del, линии изогенного контроля К7 и условно здо-
ровых пациентов К6 (ICGi021-A) и К9 были запущены 
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в кардиальную дифференцировку. После окончания прото-
кола дифференцировки кардиомиоциты были рассажены 
в редкой плотности, на 34–36 день клетки фиксировались 
и окрашивались антителами к маркёрам кардиомиоцитов. 
Площадь клеток определяли в результате анализа изобра-
жений с помощью пакета ImageJ. Полученные данные ста-
тистически обрабатывали с помощью пакета программ R.

В результате данной работы путём направленной диф-
ференцировки ИПСК в кардиомиоциты была получена ли-
ния клеток с мутацией p.Asn515del в гене MYBPC3 с до-
стоверным увеличением площади кардиомиоцитов. 
Данная линия в дальнейшем может быть использована 
как тканевая модель гипертрофической кардиомиопатии 
in vitro. Работа поддержана грантом РНФ № 22-15-00271.
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Разработка надежных технологий для получения био-
медицинских клеточных продуктов с репрограммиро-
ванным геномом является одной из приоритетных задач 
современной биоинженерии. Активно идут разработки 
новых и исследования существующих систем достав-
ки [1] на основе различных носителей и/или с примене-
нием физического воздействия [2]. Тем не менее, до сих 
пор не существует технологии, одновременно безопас-
ной и совместимой с различными клеточными типами 
и доставляемыми агентами. Отдельно следует упомянуть 
о невозможности масштабирования и автоматизирова-
ния некоторых существующих систем, что крайне важно 
на этапах продвижения в реальную практическую пло-
скость, в том числе для задач регенеративной медицины.

Мы предлагаем новую технологию плазмон-индуциро-
ванной оптопорации клеток для эффективной и безопас-
ной доставки целевых генов, совместимую с различны-
ми типами клеток [3]. Принцип работы системы состоит 
в кратковременном увеличении проницаемости мембран 
клеток, выращенных на монослоях золотых наночастиц 
(ЗНЧ), за счет кратковременного локального нагрева ча-
стиц, индуцируемого лазерным облучением резонансной 
длины волны. Монослои ЗНЧ получены непосредствен-
но на культуральном пластике (планшетах либо чашках 
Петри), что является прекрасным биосовместимым суб-
стратом для адгезионных клеток [4]. Главным преимуще-
ством системы является возможность тонкой настройки 
под индивидуальные особенности клеток и доставляемых 
агентов путем регулировки режимов облучения и пара-
метров монослоев ЗНЧ. Мы протестировали возможно-
сти системы для целого ряда контрастных по свойствам 

клеток млекопитающих (HeLa, A431, CHO, RAW 264.7) 
и доставляемых агентов широкого размерного диапазона: 
от молекулярных красителей (пропидий иодид, 700 Да), 
контрольных плазмид (3–10 т.п.н.) до меченых декстранов 
с массой от 10 до 100 кДа. Возможность настройки режи-
мов облучения на используемой импульсной 1064-нм на-
носекундной лазерной установке с узкосфокусированным 
пучком позволила получить обнадеживающие результаты 
для всех протестированных линий в сравнении с коммер-
ческими агентами для липофекции.

Таким образом, предлагаемая система является 
крайне перспективным вариантом трансфекции клеток 
in vitro, и может быть адаптирована для сложных объек-
тов, таких как первичные и стволовые клетки. Кроме того, 
возможность масштабирования открывает перспективы 
для практического внедрения нашей технологии плаз-
монной оптопорации для решения задач персонифици-
рованной медицины и клеточной биоинженерии.
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В последние годы для лечения критической ишемии 
нижней конечности (КИНК) наиболее перспективным на-
правлением является терапевтический ангиогенез с при-
менением методов генной терапии. Среди векторных 
систем преимуществом с точки зрения безопасности 
обладают плазмиды. Представленная в данном иссле-
довании бицистронная плазмида pHGF/VEGF позволяет 
одновременно доставлять гены двух ангиогенных факто-
ров роста (АФР), комбинация которых на данных момент 
является одной из самых эффективных [1]. Благодаря 
наличию в составе плазмиды двух независимых экс-
прессионных кассет при эффективности трансфекции 
в 71,96%±0,3% достигается практически эквимолярная 
концентрация целевых белков — 1:1,62 (HGF/VEGF165), 
что благоприятно для активации ангиогенеза.

Предыдущие исследования плазмиды pHGF/VEGF 
доказали ее высокую эффективность относитель-
но уменьшения распространения площади некроза 
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в ишемизированной скелетной мышце и активации анги-
огенеза [2]. В изучении возможного миогенного эффек-
та выяснилось, что pHGF/VEGF не обладает выражен-
ным влиянием на образование и рост новых миофибрилл 
в ишемизированной скелетной мышце. С другой сторо-
ны, данный факт свидетельствует о безопасности плаз-
мидного вектора относительно митогенной активности.

Также в данной работе было впервые исследовано вли-
яние экспрессируемых факторов (VEGF165 и HGF) на ак-
сональный рост в средах после трансфекции HEK293T 
плазмидой pHGF/VEGF. Было установлено, что выражен-
ный рост и ветвление аксонов не наблюдается при воздей-
ствии АФР по сравнению со всеми отрицательными кон-
тролями, однако, с другой стороны, и не подавляется.

Для клинической картины КИНК характерно наличие 
воспалительных процессов. По результатам исследова-
ния, один из контролей которого — препарат сравнения 
«Неоваскулген» (ПАО «Институт стволовых клеток че-
ловека», Россия), pHGF/VEGF способствует уменьше-
нию воспаления путем снижения инфильтрации макро-
фагов в ишемизированной мышце. Особенно выражен 
этот эффект в сравнении с «пустым» вектором (pVAX2), 
для которого характерно развитие иммунного ответа. 
Фенотипирование макрофагов позволило детально про-
анализировать инфильтрацию ишемизированной мыш-
цы: оценивалась как вся популяция CD68+, так и только 
М2+ субпопуляция. В результате генной терапии с исполь-
зованием pHGF/VEGF количество M2+ макрофагов в по-
вреждённой ткани значительно возрастало по сравнению 
со всеми контрольными группами, а также препаратом 
сравнения «Неоваскулген», что свидетельствует в пользу 
противовоспалительного действия исследуемого вектора.

Работа поддержана грантом РФФИ № 20-015-
00181 “Выяснение механизма участия факторов роста 
эндотелия (VEGF) и гепатоцитов (HGF) при регенерации 
ишемизированных скелетных мышц.
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Местные лучевые поражения (МЛП) могут возникать 
не только в чрезвычайных ситуациях, но и в рядовых 
случаях, например у человека, проходящего лучевую те-
рапию. Использование клеточной терапии для лечения 
МЛП базируется на восстановлении погибших клеток ба-
зального слоя эпидермиса, куда входят в том числе про-
лиферирующие клетки кожи [1–3].

Цель: изучение процессов регенерации при лечении 
МЛП кожи МСК и их кондиционированной средой на ла-
бораторных животных.

Материалы и методы: в исследование включено 
120 белых крыс-самцов линии Wistar рандомизированых 
на 6 групп: контроль (К), животные не получали терапию; 
контроль с введением концентрата культуральной среды 
(КС) трехкратно на 1,14,21 сутки; введение МСК слизи-
стой десны человека (ДЧ) в дозе 2 млн на 1 кг трехкратно 
на 1,14,21 сутки; введение концентрата кондиционирован-
ной среды МСК слизистой десны человека (ДЧКС) в расчет-
ной дозе трехкратно; введение МСК слизистой десны крысы 
(ДК) в дозе 2 млн на 1 кг трехкратно; введение концентрата 
кондиционированной среды МСК слизистой десны крысы 
(ДККС) в расчетной дозе 2 млн клеток на 1 кг трехкратно. 
Проводились гистологическое и иммуногистохимическое 
исследования. Культивировали МСК по стандартной мето-
дике до 3–5 пассажа, осуществляли забор кондициониро-
ванной среды и концентрировали ее в 10 раз.

Результаты: на 112-е сутки отмечалось полное за-
живление язвы кожи у 40 % животных в группе КС, 
у 60 % в группе ДЧ, у 20 % животных в группах ДЧКС, 
ДККС, в группах К и ДК не было ни одного животного 
с затянувшейся раневым дефектом.

Заключение: таким образом, все использованные 
методы лечения были эффективны при МЛП и приво-
дили к уменьшению площади поражения, сокращению 
времени заживления язвы, улучшению регенеративных 
процессов. Положительная экспрессия маркера VEGF от-
мечалась в группах К и КС на 28-е сутки и в опытных груп-
пах (ДЧ, ДЧКС, ДК, ДККС) на 112-е сутки. Статистически 
значимое увеличение маркера CD68 отмечено в группах 
К, ДК и ДККС, а в остальных группах отмечено уменьше-
ние количества макрофагов.
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Дефицит костных и мягких тканей десны снижает эффек-
тивность дентальной имплантации особенно в эстетически 
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значимых зонах. Распространённое в клинической практи-
ке применение коллагенсодержащих мембран не всегда по-
зволяет восстановить нужный объем десны. Цель работы — 
разработка новой тканеинженерной конструкции (ТИК) для 
повышения эффективности восстановления объема мягких 
тканей десны при дентальной имплантации.

Экстракты коллагенсодержащих мембран Mucoderm 
(Botiss Biomaterials, Германия) и децеллюляризованного 
перикарда быка не обладали цитотоксическим действие, 
не снижали метаболическую (AlamarBlue assay) и пролифе-
ративную (PicoGreen asaay) активность мультипотентных 
мезенхимных стромальных клеток (МСК) десны человека. 
Дополнительным подтверждением сохранения метаболиче-
ской активности МСК в присутствии исследуемых образцов 
послужили результаты теста на высвобождение лактатдеги-
дрогеназы. К обоим образцам МСК десны человека успеш-
но адгезировались и формировали монослои живых кле-
ток за 3 и 7 суток на поверхности Mucoderm и Перикарда, 
соответственно (LiveDead assay). Генно-терапевтический 
препарат «Неоваскулген» (ФГБУ ГНЦ МЗ РФ), форма плаз-
миды, кодирующей эндотелиальный фактор роста сосудов, 
в максимальной концентрации 1,2мг/мл снижал метаболи-
ческую активность МСК десны человека на 60% и снижал 
уровень пролиферации клеток в два раза относительно кон-
троля в ростовой среде без добавок.

Эффективность восстановления мягких тканей десны 
сравнивали после проведения аугментации слизистой дес-
ны закрытым способом с имплантацией материалов под 
лоскут кроликам породы Серый великан (n=9), разделен-
ным на 4 группы по имплантированным образцам: 1) пе-
рикард, заселенный МСК 2) Mucoderm, заселенный МСК 
3) перикард, 4) Mucoderm. Биодеградацию и тканевую ре-
акцию оценивали методом морфометрического анализа. 
К 10 суткам оба варианта ТИК на основе коллагеновых 
мембран прошли частичную краевую резорбцию без вы-
раженных признаков тканевой реакции на имплантат, со-
единительнотканная капсула состояла из незрелой грану-
ляционной ткани с единичными очагами нейтрофилов.

Таким образом, использование коллагеновых ма-
териалов в сочетании с МСК и(или) стимулирующим 
васкуляризацию генно-терапевтическим препаратом 
может стать альтернативой аутотрансплантации мягких 
тканей для увеличения толщины десны, что актуально 
в современной стоматологии при дентальной имплан-
тации. Исследование выполнено за счет средств гранта 
Российского научного фонда (проект № 18-15-00401).
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В настоящее время GDF11 активно исследуют в свя-
зи с его потенциальными геропротекторными свойства-
ми и возможным применением в терапевтических целях. 
В нашей модели было изучено его влияние на «молодые» 
и сенесцентные мезенхимальные стромальные клетки 
человека, морфофункциональное состояние которых 
значительно различается.

Эксперименты проводили на иммортализованной стан-
дартной линии МСК — ASC52telo (ATCC® SCRC-4000™). 
Клетки были предоставлены на некоммерческой основе 
из клеточного депозитария МГУ им. М.В. Ломоносова 
в рамках проекта «Ноев ковчег». Клеточное старение инду-
цировали при помощи митомицина С (МмС).

При индукции клеточного старения отмечены характер-
ные морфофункциональные изменения уже через 3 дня. 
Через 7 и 10 дней увеличение размера становилось бо-
лее выраженным. Аутофлуоресценция увеличивалась в 7, 
в 12 и в 15 раз, соответственно, что указывает на нако-
пление липофусцина. Активность лизосомального компар-
тмента также увеличивалась в 4–6 раз. Активность мито-
хондриального компартмента повышалась не более чем 
в 1,5 раза. Генерация АФК была увеличена в 1,5–5 раз.

В экспериментах было 4 группы МСК — «молодые» 
(МмС-/GDF11-) и сенесцентные (МмС+/GDF11-) клетки 
без добавления GDF11, а также «молодые» (МмС-/GDF11+) 
и сенесцентные (МмС+/GDF11+) клетки с добавлением 
GDF11 (10 нг/мл). Анализ проводили через 10 дней.

Оценивали распределение по фазам клеточного цик-
ла (SubG1 тест) и клоногенную активность. Показано, что 
воздействие МмС полностью останавливает пролифера-
тивную активность. GDF11+ культуры не отличались по ко-
личеству колоний от GDF11- образцов. SubG1 тест также 
не выявил выраженного влияния GDF11 на распределе-
ние «молодых» клеток (МмС-) по фазам клеточного цикла.

Жизнеспособность МмС+ клеток была снижена 
приблизительно на 10% вне зависимости от добав-
ления GDF11. Оценка морфологических показателей 
FSC-A и SSC-A выявила увеличение данных показате-
лей при обработке МмС. Добавление GDF11 приводило 
к небольшому снижению FSC-A и SSC-A как МмС-, так 
и МмС+ клеток. Также через 10 дней экспозиции анали-
зировали активность внутриклеточных компартментов, 
уровень окислительного стресса и аутофлуоресценцию 
клеток. Обработка МмС приводила к повышению всех 
исследованных параметров. Влияние GDF11 было сла-
бовыраженным. Тем не менее, отмечен ряд эффектов, 
обратный эффектам МмС, касающийся, в первую оче-
редь, аутофлуоресценции, активности лизосомального 
компартмента и окислительных процессов. Работа вы-
полнена при поддержке гранта РНФ 21-75-10117.
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Перспективным направлением регенеративной ме-
дицины является использование экзосом — мембранных 
везикул, секретируемых различными клетками и содер-
жащих целый комплекс биологически активных веществ. 
Терапевтическая эффективность экзосом мезенхималь-
ных стволовых клеток показана на моделях различных 
заболеваний и при ряде патологий. В то же время данные 
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о биологической активности экзосом нейральных ство-
ловых клеток (НСК) весьма ограничены.

Целью работы было изучение возможности исполь-
зования экзосом НСК мыши для предотвращения когни-
тивных нарушений у мышей через 1 месяц после гамма-
облучения головы в дозе 8 Гр.

Экзосомы были получены из кондиционированной сре-
ды НСК мыши методом дифференциального ультрацен-
трифугирования и охарактеризованы по размеру, концен-
трации белка и наличию специфических экзосомальных 
маркеров (CD9, CD63, TSG101). Экзосомы в дозе 5 мкг 
по белку вводили интраназально мышам C57Bl/6 в тече-
ние 4 недель с интервалом 1–2 суток, начиная со вторых 
суток после гамма-облучения головы в дозе 8 Гр (установ-
ка «ГУТ-200М», источник — кобальт-60). Через 1 месяц 
после облучения оценивали поведение (тест «открытое 
поле») и эпизодическую память (тест «распознавание но-
вого объекта») контрольных и облученных животных и об-
лученных животных, получавших препараты экзосом НСК.

Использованные препараты везикул НСК имели сред-
ний размер частиц 40–70 нм, 99,5% из них имели марке-
ры CD9+СD63+TSG101+, что соответствует экзосомам. При 
анализе поведения в тесте «открытое поле» у мышей через 
1 месяц после гамма-облучения головы в дозе 8 Гр обнару-
жено снижение общего пройденного пути, средней скорости 
и количества стоек, уменьшение длительности пребывания 
в промежуточной и центральной зонах арены и увеличение 
длительности пребывания в пристеночной зоне в сравне-
нии с контролем. В то же время значения исследуемых па-
раметров поведения облученных мышей, которым вводили 
экзосомы НСК, были на уровне необлученного контроля. 
При проведении теста «распознавание нового объекта» 
у облучённых животных выявлено снижение эпизодиче-
ской памяти, выраженное в схожем времени обследования 
нового и известного объектов через 24 часа после обуче-
ния. Напротив, контрольные и облученные мыши, которым 
вводили экзосомы НСК, проводили статистически значимо 
больше времени, исследуя новый объект: индекс распозна-
вания составил 0,36 ± 0,06 и 0,34 ± 0,10 соответственно.

Полученные данные свидетельствуют о возможно-
сти использования экзосом НСК для предотвращения 
отдалённых пострадиационных нарушений поведения 
и когнитивных функций при интраназальном введении. 
Работа выполнена при поддержке НИЦ «Курчатовский 
институт» (приказ от 28.10.21 г. № 2757).

РЕГУЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ 
ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ 
В КЛЕТКАХ АКТИВИРОВАННОЙ МИКРОГЛИИ 
ПОД ДЕЙСТВИЕМ НЕЙРАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ 
КЛЕТОК И ИХ ЭКЗОСОМ

М.Г. Ратушняк, Д.А. Шапошникова, 
О.В. Высоцкая, Ю.П. Семочкина

НИЦ Курчатовский институт, Москва, Россия

e-mail: ratushnyak_marya@mail.ru

Ключевые слова: нейральные стволовые клетки, экзосомы, 
микроглия, цитокины, экспрессия генов.

В основе появления когнитивных нарушений при ней-
родегенеративных заболеваниях, черепно-мозговых трав-
мах, а также в отдаленный период после облучения опухо-
лей головного мозга при лучевой терапии лежит развитие 
нейровоспаления, обусловленного активацией микроглии 
(МГ). МГ характеризуется высокой пластичностью, вы-
полняет защитную функцию, обеспечивая формирование 

иммунного ответа, и регулирует функции нейронов, уча-
ствуя в удалении старых и образовании новых синапсов. 
При активации МГ секретирует провоспалительные цито-
кины и активные метаболиты кислорода и азота, что ак-
тивирует астроциты и может приводить к повреждению 
нейронов. Возможным способом стимуляции процессов 
регенерации и уменьшения нейровоспаления может 
быть использование нейральных стволовых клеток (НСК) 
и экзосом НСК. Показано, что препараты НСК человека 
и их экзосом обладали терапевтическим действием при 
экспериментальном инсульте и облучении мозга мышей 
благодаря регуляции активности МГ. Целью настоящей 
работы стало исследование возможности снижения 
уровня экспрессии генов провоспалительных цитокинов 
в клетках активированной ЛПС МГ линии SIM-A9 при дей-
ствии НСК и их экзосом. Для анализа влияния НСК и их эк-
зосом на активированные клетки МГ их (1×106 клеток) ак-
тивировали ЛПС (5 нг/мл) в течение 4 часов, отмывали 
от ЛПС и культивировали совместно с НСК (1×106 кле-
ток). Препараты экзосом НСК получали из кондициони-
рованной среды НСК методом дифференциального уль-
трацентрифугирования и характеризовали по размеру, 
концентрации белка и наличию специфических марке-
ров — CD9 и CD63. Для анализа влияния экзосом на уро-
вень экспрессии генов в активированных ЛПС клетках 
МГ к ним добавляли экзосомы НСК в концентрации 0,5–
15 мкг/мл по белку и культивировали в течение 24 ч, за-
тем клетки замораживали при –80°С для последующего 
ПЦР-анализа экспрессии генов цитокинов.

При культивировании клеток SIM-A9 с ЛПС обнару-
жено увеличение экспрессии генов провоспалительных 
цитокинов. Со-культивирование НСК с контрольным клет-
кам МГ не влияло на уровень экспрессии генов TNFα, IL-
1β и IL-6, а с активированными — приводило к снижению 
их экспрессии в 1,5 (IL-6) — 2 (TNFα и IL-1β) раза, хотя она 
оставалась значимо увеличенной по сравнению с кон-
трольными клетками МГ. Добавление экзосом НСК в кон-
центрациях 5, 10 и 15 мкг/мл по белку не влияет на экс-
прессию TNFα в активированных ЛПС клетках микроглии, 
а экспрессия IL-1b снижается не значительно. Полученные 
результаты свидетельствуют о способности НСК регулиро-
вать активность клеток активированной МГ, обеспечивая 
противовоспалительное действие. При этом действие НСК 
на активированные клетки МГ не определяется прямым 
действием секретируемых ими экзосом, а связано с ины-
ми механизмами. Работа выполнена при поддержке НИЦ 
«Курчатовский институт» (приказ от 28.10.21 г. № 2757).
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Макрофаги человека (Мф) играют важную роль 
в регуляции процессов нейрорегенерации, одним 
из компонентов которой является пролиферация ней-
ральных предшественников [1]. Известно, что Мф свой-
ственна пластичность, т. е. способность изменять свой 
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функциональный фенотип в ответ на различные сигналы 
микроокружения [2]. Однако влияние различно активиро-
ванных Мф на нейрогенез практически не изучено.

Целью данной работы явилась сравнительная оценка 
влияния Мф с оппозитными фенотипами — классиче-
ски активированных М1(IFN-γ) и альтернативно активи-
рованных М2а(IL-4) — на пролиферативную активность 
клеток SH-SY5Y в условиях депривации ростовых/сыво-
роточных факторов.

Материалы и методы. Мф генерировали из монону-
клеарных клеток периферической крови доноров в при-
сутствии 50 нг/мл GM-CSF и 10% FBS в течение 7 суток, 
добавляя 200 МЕ/мл IFN-γ и 20 нг/мл IL-4 на 5 сутки, 
соответственно для M1 и M2a. Кондиционную среду (КС) 
культур Мф использовали в концентрации 30% (V/v). 
Моделирование условий ишемии in vitro осуществляли 
посредством частичной депривации ростовых/сыворо-
точных факторов (1% FBS). В качестве модели нейраль-
ных предшественников были использованы клетки линии 
нейробластомы человека SH-SY5Y, пролиферативную 
активность которых оценивали WST-тестом.

Результаты. Уже на 3 сутки культивирования в ус-
ловиях депривации (1% FBS) пролиферативная актив-
ность клеток SH-SY5Y значимо снижалась в сравнении 
со стандартными условиями (10% FBS, позитивный кон-
троль) (p<0,05). В присутствии КС обоих исследуемых 
типов Мф уровень пролиферации повышался более, 
чем в 1,5 раза (p<0,05) и превосходил не только депри-
вационный, но и позитивный контроль, причём эффект 
КС М2а был значимо более выражен в сравнении с М1 
(p<0,05). На позднем сроке культивирования (7 сутки) 
в условиях депривации клетки также пролиферировали 
менее активно в сравнении со стандартными условия-
ми (p<0,05). Добавление КС Мф обоих типов приводило 
к восстановлению пролиферативной активности: в слу-
чае М1 — до уровня позитивного контроля, а в случае 
М2а — достоверно выше позитивного контроля (p<0,05).

Таким образом, растворимые факторы Мф — как 
с М1, так и с М2а фенотипом — оказывают стимулиру-
ющий эффект на пролиферативную активность клеток 
SH-SY5Y в условиях, моделирующих ишемию in vitro. 
Наиболее выражен данный эффект у Мф с М2 феноти-
пом, что позволяет рассматривать их как Мф с высоким 
нейрорегенераторным потенциалом.
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Циклические РНК (циклоРНК) представляют со-
бой ковалентно замкнутые молекулы некодирующих 
РНК, характеризующиеся устойчивостью к действию 
экзонуклеаз. Их образование зачастую сопряжено 
с взаимодействием инвертированных повторов в РНК-
предшественнике, что обеспечивает формирование 
кольцевой структуры при сплайсинге. Функциональная 
значимость циклоРНК в настоящее время активно изу-
чается. Отдельным циклоРНК приписывают способность 
эффективно взаимодействовать с малыми РНК и ниве-
лировать их активность [1].

Целью работы является изучение роли циклоРНК, об-
разование которых было обнаружено нами ранее в числе 
транскриптов гена SGMS1 человека [2, 3]. Кодируемый 
данным геном фермент сфингомиелинсинтаза 1 при-
нимает участие в регуляции внутриклеточного везику-
лярного транспорта, пролиферации клеток, апоптозе 
и других процессах, в том числе, связанных с регенера-
тивными механизмами клетки.

В работе впервые была осуществлена сверх-
экспрессия одной из 13 циклоРНК гена SGMS1 — 
circSGMS1_7, содержащей участок кодирую-
щей и 5’-нетранслируемой области данного гена. 
Экспрессионная конструкция, включающая вставку 
с искусственно созданными инвертированными по-
вторами по ~800 п.н. с двух сторон от циклоРНК-по-
следовательности, была клонирована в плазмиду 
pcDNA3.1(+) и трансфецирована в клетки HEK293. 
В результате, по данным ОТ-ПЦР в реальном време-
ни, увеличение экспрессии circSGMS1_7 составило 
58 раз относительно ее исходного уровня в клетках. 
При этом котрансфекция синтетического РНК-мимика 
малой интерферирующей РНК si-SGMS1_7 снизила 
уровень сверхэкспрессии циклоРНК в 4 раза.

В числе микроРНК, потенциально способных вза-
имодействовать с circSGMS1_7, с помощью базы 
данных STarMirDB была выбрана hsa-mir-4669. С ис-
пользованием репортерной конструкции, содержащей 
слитый с последовательностью циклоРНК ген люци-
феразы, мы показали снижение активности фермента 
в 5 и 1,7 раз при введении мимиков si-SGMS1_7 и hsa-
mir-4669 соответственно. При этом сверхэкспрессия 
circSGMS1_7 в системе препятствовала снижению ак-
тивности фермента. Результат является первым экспе-
риментальным свидетельством взаимодействия малых 
РНК с циклоРНК гена SGMS1 человека.

Таким образом, экспрессионная система циклоРНК 
гена SGMS1 может быть использована для изучения 
механизмов внутриклеточной регуляции с участием ци-
клоРНК и малых РНК. Исследование выполнено при фи-
нансовой поддержке РФФИ и Правительства Москвы 
в рамках научного проекта № 21-34-70048.
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Хирургическая резекция печени остается наиболее 
эффективным методом лечения необратимых очаговых 
заболеваний печени [1]. Однако при наличии сопутству-
ющих печеночных патологий регенераторный потенциал 
печени значительно снижается [2]. Стандартные клини-
ческие методы не позволяют прогнозировать функцию 
оставшейся после резекции печени. Современные label-
free методы мультифотонной микроскопии с режимами 
время-разрешенной микроскопии (FLIM) и генерации 
второй оптической гармоники (ГВГ) расширяют возмож-
ности изучения структурно-функционального состояния 
ткани печени на клеточном уровне [3]. Таким образом, 
актуальной задачей остается поиск критериев для про-
ведения интраоперационной экспресс оценки регенера-
торного потенциала печени при наличии сопутствующих 
печеночных патологий.

Серии экспериментов проводились на крысах линии 
Wistar. На разных этапах развития токсического фи-
броза (инъекции CCl4) и стеатоза (60% высоко-жировая 
диета) индуцировали регенераторный процесс путем 
резекции 70% печени. Анализ структуры ткани пече-
ни проводили методом мультифотонной микроскопии 
на 3 и 7 дней после резекции. С применением FLIM опре-
деляли вклады времен жизни флуоресценции свободной 
и связанной форм НАДН и НАДФН. В качестве контроля 
проводили морфологический анализ и стандартный био-
химический анализ крови.

В результате были выявлены особенности структур-
но-функционального состояния на разных этапах реге-
нерации при наличии стеатоза и фиброза. При стеатозе 
были выявлены зоны со сниженным сигналом автофлу-
оресценции НАДН, соответствующие очагам липидной 
инфильтрации или фиброзирования. Также показано 
снижение вкладов связанной формы НАДН и НАДФН 
уже на ранних этапах стеатоза. При регенерации на фоне 
стеатоза не наблюдалось резкого увеличения вкладов 
связанной формы НАДН и НАДФН на 3 сутки после ре-
зекции, которое было обнаружено при нормальной реге-
нерации. Это может быть следствием митохондриальной 
дисфункцией гепатоцитов. При фиброзе выявлены зоны 
со сниженным сигналом автофлуоресценции НАДН, ко-
торые соответствовали только зонам фиброзирования. 
Также показано резкое снижение вкладов связанной 
формы НАДН и НАДФН на ранних этапах патологии с по-
следующим повышением данных параметров на поздних 
этапах. Такие изменения связаны с митохондриальной 
дисфункций на ранних стадиях и прогрессированием 
компенсаторных процессов на поздних этапах патологии. 
Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 

РНФ № 19-15-00263 (метаболический имиджинг, ана-
лиз FLIM данных) и гранта РНФ № 22-25-00098 (мор-
фологический анализ образцов печени).
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Болезнь Альцгеймера (БА) является наиболее рас-
пространенной причиной деменции по всему миру, а про-
цент людей с деменцией, вызванной БА, резко возрас-
тает с возрастом [1]. Серотонин (5-НТ) мозга является 
ключевым элементом во многих физиологических про-
цессах и формах поведения. 5-НТ7 рецептор — один 
из последних описанных 5-НТ рецепторов, а его стимуля-
ция в гиппокампе приводит к повышению синаптической 
плотности и длины нейритов, которые также зависят 
от CDK5 — основной киназы, вовлеченной в патологиче-
ское фосфорилирование тау-белка. Это указывает на во-
влеченность 5-НТ7 рецепторов в регуляцию фосфори-
лирования тау-белка, его диссоциацию и дальнейшую 
агрегацию при БА. Эта идея была развита из тех сообра-
жений, что конститутивная активация 5-НТ7 рецепторов 
приводит к повышению активности CDK5 и чрезмерному 
фосфорилированию тау-белка с формированием нерас-
творимых агрегатов. И напротив, ингибирование актив-
ности 5-НТ7 рецепторов его антагонистами приводит 
к элиминации данного эффекта [2].

Для дальнейшего подтверждения этой идеи мы ис-
следовали эффект амисульприда — антагониста 
5-НТ7 рецепторов, на гиперфосфорилирование тау-бел-
ка и на функциональное состояние 5-НТ системы мозга 
у крыс OXYS, являющихся моделью спорадической фор-
ма БА. Эксперимент был проведен на 1-, 3- и 6-месячных 
животных, которым вводили антагонист 5-НТ7 рецепто-
ров амисульприд (Solian, Sanofi-Avensis France) в течение 
трех недель (ip., 3мг/кг).

Показано, что хроническое введение амисульприда 
влияет на патологическое фосфорилирование тау-белка 
и вызывает значительное снижение соотношения pTau/
Tau в гиппокампе 3-месячных крыс. Кроме того, в гиппо-
кампе 3-месячных животных амисульприд вызвал сни-
жение экспрессии CDK5, что, однако, не повлияло на об-
учение в тесте распознавания нового объекта. При этом 
был выявлен анксиолитический эффект амисульприда 
у 3-месячных крыс.

Также было показано возраст-зависимое снижение 
уровня мРНК 5-НТ7 рецепторов во фронтальной коре 
и гиппокампе крыс OXYS. Однако, по данным литературы 
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такое снижение уровня 5-НТ7 рецепторов, вероятно, 
связано с возрастом, а не с тау-патологией. Кроме того, 
было выявлено возраст-зависимое повышение уров-
ней Tau и pTau во фронтальной коре и гиппокампе крыс 
OXYS, по-видимому, связанное с тау-патологией у иссле-
дованных животных.

Содержание животных было поддержано фундамен-
тальным исследовательским проектом #FWNR-2022-
0023. Исследование было поддержано Российским на-
учным фондом, грант № 22-15-00011.
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Гидрогели на основе внеклеточного матрикса пока-
зали высокую эффективность в клинических испытани-
ях in vivo, способствуя восстановлению функциональных 
тканей [1]. Пуповина человека является одним из наи-
более перспективных биоматериалов, имея ряд преиму-
ществ, таких как большое количество факторов роста, 
преобладание противовоспалительных цитокинов, высо-
кое содержание гликозаминогликанов [2].

Исследуемый гидрогель был изготовлен и запа-
тентован в научно-исследовательском центре Военно-
медицинской академии [3]. Из нативной пуповины 
человека удаляли сосуды, далее полученный образец 
гомогенизировали и децеллюляризировали с помощью 
0,2 Н раствора NaOH. Бесклеточный матрикс солюбили-
зировали в растворе солянокислого пепсина (1 мг/мл), 
нейтрализовали, добавляли раствор 10xPBS и лиофили-
зировали для длительного сохранения.

Анализ состава готового продукта проводили метода-
ми гистологического окрашивания, электронной микро-
скопии и инфракрасной спектроскопии с преобразова-
нием Фурье (ИКФС).

Гидрогель заливали в парафин, изготавливали сре-
зы и окрашивали препарат альциановым синим, pH 2,5 
(Биовитрум, Россия) по инструкции производителя, 
оценивали результаты в проходящем свете. Согласно 
данным световой микроскопии, готовый продукт сохра-
няет гликозаминогликаны, высокое содержание кото-
рых является специфической особенностью пуповины 
человека.

Наличие фрагментов коллагена, возникающих 
врезультате обработки пепсином при изготовлении 
гидрогеля, показала трансмиссионная электронная 
микроскопия.

Сравнение спектров поглощения инфракрасного из-
лучения нативной пуповины и гидрогеля показало схо-
жесть их профилей (коэффициент корреляции Пирсона 
= 0,99).

Изготовленный тканеинженерный продукт сохраняет 
компонентное преимущество фетальной ткани пуповины 
человека (коллагены и гликозаминогликаны) что под-
тверждается проведенными в этой работе исследова-
ниями. Гидрогель из внеклеточного матрикса пуповины 
человека является многообещающим продуктом, спо-
собным решить многие вопросы регенеративной меди-
цины, включая заживление глубоких повреждений кожи 
и суставного хряща.
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Современные подходы лечения онкологических боль-
ных, включают в себя метод адоптивной иммунотерапии, 
основанный на трансплантации больному аутологичных 
или аллогенных активированных клеточных препаратов 
на основе T- или NK-клеток [1]. Для эффективной акти-
вации и экспансии NK-клеток необходимо подобрать ус-
ловия для их культивирования, которые могут включать 
в себя ко-стимулирующие факторы (цитокины, антитела) 
и/или фидерные клетки, а также длительность культиви-
рования [1, 2].

Целью данного исследования явилась оценка проли-
феративной активности и иммунофенотипа NK-клеток 
здоровых доноров в процессе длительной экспансии.

Мононуклеарные клетки выделяли из перифери-
ческой крови 4 условно здоровых доноров по стан-
дартной методике и кокультивировали с фидерными 
клетками линии K-562 в течение 20 дней в полной пи-
тательной среде RPMI-1640 с добавлением ИЛ-2 (рон-
колейкин, «БИОТЕХ», Россия) во флаконах, в условиях 
СО2-инкубатора при температуре 37оС. Подсчет клеток 
и жизнеспособность осуществляли на автоматическом 
анализаторе TC10 (BioRad, Сингапур) каждые 10 дней. 
Индекс пролиферации (ИП) определяли как отношение 
общего числа клеток на 20 день к количеству клеток 
до начала культивирования. Цитофлуориметрический 
анализ проводили на 0, 10 и 20 дни экспансии на про-
точном цитометре с визуализацией Image Stream MkII 
(«Luminex», США). Применяли 6-цветную панель мече-
ных антител к СD45/3/56/16 и маркерам активации 
CD38/HLA-DR («BD Biosciences», США). Статистический 
анализ осуществляли с помощью «MS Excel 2016».

Средний ИП NK-клеток на 20 день культивирования 
составил — 107. В процессе экспансии происходила 
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перегруппировка основных популяций NK- и T-клеток. 
На 20 день культивирования среднее содержание NK-
клеток увеличилось в 5 раз до 69,7% (p<0,05), а Т-клеток 
снизилось в 2,6 раз до 26,8%. При этом более 75% NK-
клеток имели фенотип CD56+CD16+, также наблюда-
лось увеличение экспрессии маркеров активации CD38+ 
и HLA-DR+ до 92,3% и 96,9% соответственно, что под-
тверждает процесс активации in vitro.

Таким образом, длительное культивирование монону-
клеарных клеток в присутствии цитокина и фидерных кле-
ток позволяет многократно увеличить количество и долю 
активированных NK-клеток. Данную технологию можно 
использовать для производства клеточного продукта.
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Буллезный эпидермолиз (БЭ) — клинически и генети-
чески гетерогенное наследственное нарушение структуры 
кожи, которое связано с разрушением дермо-эпидермаль-
ного соединения или базального слоя эпидермиса, что при-
водит к повышенной уязвимости кожи к механическому 
воздействию [1]. Клинически БЭ проявляется появлением 
пузырей (булл), которые вскрываются, оставляя болезнен-
ные, длительно незаживающие эрозии и рубцы. В насто-
ящее время ведутся исследования по лечению БЭ по не-
скольким направлениям: генная, протеиновая (белковая) 
и клеточная терапия мезенхимальными стволовыми клет-
ками (ММСК), полученными из костного мозга. ММСК 
способны дифференцироваться в эпителиальные клетки, 
и могут способствовать заживлению повреждений кожно-
го покрова [2]. 19 новорожденным с дистрофической ре-
цессивной формой БЭ проводили лечение ММСК, которые 
получали из ткани плаценты. Образцы ткани инкубировали 
с 0,5% раствором коллагеназы I типа, в течение 3–4 ч при 
37°С. Полученную суспензию осаждали центрифугирова-
нием (3000 об/мин) в течение 3 мин, а образовавшийся 
осадок, содержащий клетки, ресуспендировали в полной 
питательной среде, высаживали на полистирольные ма-
трасы и инкубировали в течение 2–3 суток. По достижении 
70–80% конфлюэнтности клетки подвергали трипсино-
лизу с целью пересадки на новые культуральные матрасы 

(Corning T-150, США) для дальнейшего наращивания кле-
точной массы. Для трансплантации пациенту использова-
лись клетки, культивируемые до третьего пассажа. Перед 
трансплантацией проводили процедуру фенотипирования 
на стандартные маркеры CD90, CD73, CD105, CD45, 
CD14, CD20, а также оценивали жизнеспособность кле-
ток, проводя окраску аликвоты клеток (10 мкл) трипано-
вым синим и проводя анализ с помощью счетчика клеток. 
Трансплантацию ММСК проводили системным способом 
(внутривенно) в 10 мл физиологического раствора в те-
чение 10 минут, доза клеток составляла 3·106 клеток/
кг веса пациента. Предварительные данные свидетельству-
ют о терапевтической активности трансплантированных 
ММСК. У всех пациентов улучшилось общее состояние, 
сократилась длительность эпителизации эрозий, умень-
шалось количество вновь появившихся пузырей, умень-
шились беспокойство и болезненность при проведении 
регулярных перевязок. Необходимы дальнейшие исследо-
вания, для изучения потенциальных эффектов трансплан-
тации ММСК на регенеративные процессы в коже при БЭ.
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Целесообразность применения продуктов из жиро-
вой ткани, содержащих мезенхимальные стволовые клет-
ки, для лечения ран патогенетически обоснована [1, 2]. 
Важный фактор, сдерживающий широкое использова-
ние продуктов из аутологичной жировой ткани в практике 
комбустиологии — дефицит безопасных биомедицинских 
технологий, адаптированных к специфике пациентов 
с глубокими ожогами [3, 4]. Цель работы — оценить без-
опасность и эффективность биомедицинской технологии 
трансплантации стромально-васкулярной фракции жи-
ровой ткани для заживления ран донорской зоны у паци-
ентов с ожогами III степени.

Материал и методы. В проспективное плацебо-кон-
тролируемое клиническое исследование включены 
38 пациентов с термическими ожогами кожи III степени 
на площади 35 [30; 55]% поверхности тела. Проведены 
липосакция, ферментное выделение стромально-васку-
лярной фракции с мезенхимальными стволовыми клет-
ками, внутридермальное введение препарата в иссле-
дуемый участок и плацебо в контрольный участок раны 
донорской зоны, через 10 суток — неинвазивный (тева-
метрия, кутометрия) и инвазивный (биопсия) контроль.
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Результаты. В послеоперационном периоде за-
фиксированы 5 «нежелательных явлений», связанных 
с проведенными в рамках исследования манипуляци-
ями: местные реакции I-II классов по Clavien-Dindo в об-
ласти липосакции [3], в области введения препарата [2]. 
Эпителизация ран донорской зоны на 10 сутки зафик-
сирована у всех пациентов. Функциональные характери-
стики кожи на исследуемом и контрольном участках ран 
различались по параметрам трансдермальной потери 
жидкости и не различались по параметрам эластичности. 
Гистоморфометрия показала, что суммарная толщина 
эпидермиса и дермы в исследуемых участках ран была 
на 22% больше, в контрольных участках ран (p=0,046).

Заключение. Трансплантация стромально-васкуляр-
ной фракции аутологичной жировой ткани в раны донор-
ской зоны у пациентов с ожогами не вызвала реакций 
и осложнений у 87% пациентов, сопровождалась незна-
чительными местными реакциями I-II классов по Clavien-
Dindo в области липосакции — у 8% пациентов, в области 
инъекции — у 5% пациентов. Эффект трансплантации 
проявился достоверным снижением трансдермальной 
потери воды и увеличением толщины новообразованной 
кожи в ранах донорской зоны.

Работа выполнена в рамках реализации 
«Приоритет-2030».
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Рак предстательной железы (РПЖ) диагностируется 
в течение жизни у каждого восьмого лица мужского пола. 
Во многих случаях РПЖ протекает в дремлющей форме, 
не требующей активной терапии. Однако в некоторых слу-
чаях болезнь трансформируется в агрессивную метаста-
тическую форму, устойчивую к лекарственной терапии 
и неизбежно приводящую к быстрой смерти пациента. 
Различные формы РПЖ могут происходить из разных 

типов эпителиальных клеток ПЖ, которые представле-
ны популяциями базальных, люминальных, промежуточ-
ных, и нейроэндокринных клеток. Молекулярные профи-
ли разных типов эпителиальных клеток, их способность 
к дифференцировке, трансдифференцировке и репро-
граммированию в опухолевые клетки являются объектом 
изучения во многих биомедицинских лабораториях в на-
стоящее время. Одним из неотложных вопросов для диа-
гностики, лечения, прогноза и исследования патогенеза 
РПЖ является поиск ранних маркеров перехода дремлю-
щей форма РПЖ в его агрессивную форму.

Для изучения этого вопроса мы использовали модель 
стромальных культур (СКПЖ) человека и соответствую-
щих органоидных культур (ОК), полученных из опухоле-
вой и нормальной тканей ПЖ, пациентов, оперированных 
по поводу РПЖ. Технология ОК основана на получении 
3D культуры клеток, которые появляются из стволовых 
клеток и сохраняют все свойства исходной материн-
ской ткани [1]. Мы обнаружили, что ОК могут быть при-
готовлены из СКПЖ, подразделенных нами на ранние 
(пассажи 1–3), и поздние (пассажи 4–6). Используя по-
лимеразную цепную реакцию с обратной транскрипцией 
(ОТ-ПЦР), мы нашли, что клетки ранних и поздних СКПЖ, 
и соответствующие ОК, экспрессируют люминальные 
(андрогенный рецептор, AR), цитокератин 18 (ЦК18) 
и базальные (ЦК5, р63) эпителиальные маркеры, про-
дукция которых снижается или исчезает в поздних СКПЖ 
и производных ОК. СКПЖ ранних пассажей и соответ-
ствующие ОК, полученные из опухолевой ткани, продуци-
руют также маркер РПЖ AMACR, а в половине из них вы-
является рекомбинантный маркер РПЖ TMPRSS2-ERG. 
Такой рекомбинантный мутантный ген идентифицирован 
нами путем клонирования и секвенирования продуктов 
ОТ-ПЦР, полученных из опухолевой ткани ПЖ, произво-
дных ранних СКПЖ и соответствующих ОК. В опухолевой 
ткани, соответствующих ранних СКПЖ и ОК нами также 
выявлена путем ОТ-ПЦР, электрофореза белков и имму-
ноблотинга со специфическими антителами повышен-
ная продукция белка Ezh2.

Полученные результаты предполагают, что ранние 
пассажи СКПЖ и соответствующие ОК представляют 
эффективную преклиническую модель для поиска ран-
них маркеров агрессивной форма РПЖ. Работа выпол-
нена в рамках бюджетной темы Института цитологии 
РАН № 0124-2019-0004 и поддержана внутренним 
грантом Института цитологии РАН.
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Двигательная реабилитация в современной концеп-
ции продолжает рассматриваться как достаточно эффек-
тивный, легко воспроизводимый и дозируемый способ 
стимулирования восстановления двигательной функции. 
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Современная нейрореабилитация больше не заключается 
лишь в компенсации инвалидности у пациентов с травмой 
спинного мозга (ТСМ), а направлена на функциональное 
восстановление двигательной способности за счет ис-
пользования нейропластичности. Одним из факторов, пре-
пятствующих пластичности и восстановлению нейронов, 
являются NG2-клетки, которые быстро реагируют на по-
вреждения головного и спинного мозга. Эта реакция харак-
теризуется ретракцией клеточных отростков, набуханием 
клеточного тела и повышенной экспрессией NG2 проте-
огликана [1, 2]. Целью данного исследования была оцен-
ка влияния двигательной реабилитации на экспрессию 
NG2 протеогликана клетками-продуцентами на различном 
удалении от эпицентра ТСМ.

Чтобы оценить возможное влияние двигательной 
реабилитации на экспрессию NG2 протеогликана был 
проведен иммуногистохимический и молекулярный ана-
лиз ткани спинного мозга крысы на разном расстоянии 
от эпицентра повреждения (4, 7 и 11 мм) в каудальном 
направлении. Для этого крысам опытной группы наносили 
дозированную контузионную ТСМ при помощи импактора 
(1,5 м/с). Крысам контрольной группы моделирование 
ТСМ не проводили. В качестве маркеров к NG2 экспрес-
сирующим клеткам были использованы антитела к белкам 
NG2, S100A10, Iba1 и GFAP. Коллокализацию NG2 проте-
огликана и пан-маркеров клеток астроцитов и микроглии 
оценивали при помощи коэффициента Пирсона.

Результаты показали различные изменения в экс-
прессии NG2 протеогликана как клетками микроглии, 
так и астроцитами на фоне ТСМ и двигательной нагруз-
ки к 30 суткам исследования при удалении от эпицентра 
повреждения (4, 7 и 11 мм). При этом общий уровень 
экспрессии NG2, оцениваемый по параметру средней 
интенсивности свечения данного белка (mean intensity), 
был ниже в группах с ТСМ при сравнении с интактным 
контролем. Однако двигательная реабилитация не влия-
ла на данный показатель и между опытной и контрольной 
группами достоверных различий обнаружено не было. 
Исследование выполнено в рамках Программы стратеги-
ческого академического лидерства Казанского федераль-
ного университета (ПРИОРИТЕТ-2030) и за счет средств 
гранта Российского научного фонда № 21-75-00016.
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Чесотка, вызываемая Sarcoptes scabiei/mange, вхо-
дит в список тропических болезней ВОЗ. Клещ имеет 
широкий круг хозяев, включая человека, сельскохозяй-
ственных, домашних и диких животных. Болезнь имеет 

зоонозное значение и представляет серьезную проблему 
для здравоохранения из-за перекрестной передачи между 
видами. Дифференциальная диагностика на уровне раз-
новидности очень важна для эпидемиологического ис-
следования и разработки будущей программы ликвидации 
болезни. Поиск клеточной системы, которая способство-
вала бы поддержанию клеща in vitro, представляет инте-
рес для медицины, в том числе ветеринарной. Ранее было 
продемонстрировано, что клетки с фенотипом, подобным 
мезенхимным стволовым (МСК), выделенные из подкож-
но-жировой ткани (ПЖТ), могут быть контаминированы 
клещом [1]. Из прижизненной биопсии подкожного жира 
клинически здоровой собаки были выделены клетки с фе-
нотипом подобным МСК: с: фибробластоподобной морфо-
логией, высокими адгезирующими и клонообразующими 
свойствами и способными при индукции формировать 
в культуре клетки жировой и костной тканей. МСК культи-
вировали в 2% растворе желатина. Заражали клетки кле-
щом посредством добавления к питательной среде 25 % 
кондиционной среды из МСК ПЖТ КРС у которых ранее 
были выявлен клещ на разной стадии своего развития. 
Анализ образцов зараженных МСК на 5, 10, 15 и 20 сут 
продемонстрировал размножение клеща в культуре 
с формирование гнезд, в которых визуализировались 
разные стадии его развития. Наибольшее число личинок 
и нимф паразита выявляли на 10 и15 сут, соответствен-
но. На 15 сут были обнаружены значительные изменения 
в клеточном монослое с образованием пустот. Можно 
предположить, что МСК ПЖТ могут быть перспективным 
материалом в разработке новой клеточной системы для 
изучения паразита с целью диагностики и лечения чесотки 
у млекопитающих. Работа выполнена в лаборатории ство-
ловой клетки ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН.
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При остром лейкозе строма костного мозга претер-
певает изменения из-за воздействия опухолевых кле-
ток и химиотерапии. Изучение этих изменений играет 
важную роль в исследовании патогенеза острых лейко-
зов и поиске новых целей для терапевтического воздей-
ствия, поскольку стромальное микроокружение регули-
рует активность как нормальных, так и злокачественных 
гемопоэтических клеток. В организме мультипотентные 
мезенхимные стромальные клетки (МСК) постоянно по-
лучают сигналы от других клеток. Способность МСК ре-
агировать на эти сигналы имеет большое значение, и, 
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возможно, изменяется у пациентов с лейкозом. Целью 
работы было изучить изменения в иммунофенотипе МСК 
и экспрессии ими генов-маркеров активации и диффе-
ренцировки при воздействии ИФНγ.

Исследование относительных уровней экспрессии ге-
нов (REL) показало значимое повышение REL маркеров ак-
тивации HLA-DR и IDO-1 после инкубирования с ИФНγ МСК 
всех исследованных групп: больных в дебюте заболевания 
(N=26), больных в ремиссии (N=17) и здоровых доноров 
(N=19). При парном сравнении образцов больных в дебю-
те и в ремиссии заболевания был выявлен значимо более 
низкий уровень экспрессии HLA-DR после активации в ре-
миссии. Также во всех группах после активации повышал-
ся REL PPARγ, маркера адипогенной дифференцировки, 
однако в МСК больных в ремиссии он был значимо ниже, 
чем в дебюте. Уровень экспрессии SOX9, маркера хондро-
генной дифференцировки, до активации был выше у доно-
ров по сравнению с обеими группами больных. После акти-
вации различие между донорами и больными в ремиссии 
сохранилось, а у больных в дебюте его экспрессия повы-
шалась. Хотя активация значимо не повлияла на REL мар-
керов остеогенной дифференцировки, BGLAP и SPP-1, на-
блюдалась тенденция к повышению экспрессии SPP-1 при 
активации МСК больных в ремиссии, она становилась 
значимо выше, чем в МСК здоровых доноров. REL BGLAP 
доноров был значимо выше, чем у больных обеих групп, 
до инкубации с ИФНγ. После активации сохранялась раз-
ница между МСК доноров и больных в ремиссии. Различия 
между МСК доноров и пациентов в дебюте острого лейкоза 
после активации перестали быть достоверными.

Иммунофенотипирование показало повышение по-
сле активации средней интенсивности флуоресценции 
(MFI) ряда маркеров: HLA-ABC, HLA-DR, CD90, CD274, 
CD54, а также процента CD54+ МСК. Все эти белки 
играют роль в воспалении. При этом разницы между 
группами не было обнаружено. MFI CD105 (эндоглин) 
на клетках больных в ремиссии был значимо ниже, чем 
у доноров, вне зависимости от активации. Это может 
быть связано с повышенным запросом на пролифера-
цию стволовых клеток при восстановлении кроветво-
рения после терапии. Выявлены изменения физиологи-
ческой реакции МСК на активацию ИФНγ у пациентов 
с острыми лейкозами. Исследование выполнено за счет 
гранта Российского научного фонда № 22-15-00018.
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Показано, что активность процессов физиологиче-
ской и репаративной регенерации тканей изменяется 
при старении организма [1]. Установлены основные за-
кономерности состояния пролиферативных процессов 
в тканях с разной скоростью клеточного обновления.

При старении организма во всех без исключения 
тканях уровень пролиферативных процессов снижается. 
Использование проточной ДНК-цитометрии позволило 

установить, что в основе изменения состояния пролифе-
ративных процессов в тканях лежит торможение процес-
сов вступления клеток в митотический цикл и последую-
щего прохождения ими премитотического (G2) периода 
клеточного цикла, без изменения скорости прохождения 
синтетического (S) периода, что проявляется в ткани уве-
личением числа полиплоидных клеток [2].

Обнаруженные закономерности прослежены не толь-
ко в организме экспериментальных животных, но и при 
индукции регенераторных процессов в печени больных 
хроническим гепатитом из разных возрастных групп [3], 
в коже у больных атопическим дерматитом [2], при разви-
тии карциномы молочной железы [4]. При индукции реге-
нераторных процессов во всех изученных моделях одним 
из основных механизмов появления полиплоидных клеток 
является торможение прохождения клетками G2 периода. 
При развитии опухоли в клетках активируются внутрикле-
точные механизмы, используемые ранее в эмбриогенезе, 
но заблокированные в более поздние стадии развития. 
Появление коэкспрессии Е- и Р-кадгеринов, запуск каска-
да внутриклеточных сигнальных путей, высвобождение 
внутриклеточных β и р120-катенинов из кадгерин-катени-
новых комплексов, запуск сигнального пути Wnt приводит 
к стимуляции пролиферации и инвазии клеток опухоли [5].
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Участие металлопротеиназ в процессах повреждения 
и репарации тканей хорошо известно, однако роль спец-
ифических протеиназ в различных фазах регенерации 
недостаточно изучена. Меприны являются единственны-
ми астациновыми протеиназами, проявляющими функ-
ции как в интерстиции, так и на клеточной мембране, 
поскольку существуют в двух формах, растворимой и мем-
бранно-связанной [1]. Это значительно расширяет ареал 
их действия. Кроме того, меприны участвуют не только 
в деградации белков внеклеточного матрикса, но и в об-
разовании зрелых форм фибриллярных белков, что спо-
собствует как повреждению, так и регенерации ткани. 
Являясь проколлагеназами, меприны расщепляют прокол-
лагены I и III типа, превращая их в зрелые белки, способные 
собираться в коллагеновые фибриллы [2]. В то же вре-
мя меприны расщепляют белки базальных мембран 
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внеклеточного матрикса, такие как коллаген IV, нидоген 
и фибронектин [3]. Меприны также косвенно регулируют 
ремоделирование внеклеточного матрикса, активируя ме-
таллопротеиназу АДАМ10 и способствуя расщеплению 
прометаллопротеиназы 9 [4]. Следовательно, регулируя 
активность мепринов можно влиять на их функции.

Эффекты ингибирования мепринов изучали на моде-
лях эндотоксемии и острого повреждения легких у крыс ли-
нии Sprague-Dawley. Эндотоксемия привела к увеличению 
экспрессии меприна альфа в почках и сердце. Повышение 
экспрессии коллагенов I, III, IV типов и фибронектина на-
блюдалось в почечной ткани, а в ткани сердца — коллаге-
нов III и IV типов. Ингибитор мепринов актинонин уменьшил 
экспрессию как мепринов, так и генов исследуемых белков 
внеклеточного матрикса, однако степень выраженности 
действия актинонина в сердце и в почках была разной. 
Введение актинонина крысам с острым повреждением 
легких ослабило ЛПС-индуцированное нарушение прони-
цаемости легочной ткани и уменьшило отек легких. Таким 
образом, ингибирование мепринов может препятствовать 
прогрессированию патологического процесса в тканях 
и органах и способствовать их регенерации.
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«Коктейльные» тест-системы используются для опре-
деления индивидуальной активности изоферментов 
цитохрома группы Р450 у пациента. Система состоит 
из нескольких зондовых препаратов, каждый из которых 
метаболизируется отдельным ферментом. Через неко-
торое время после их приёма проводится анализ крови 
и выявляется остаточное количество введённых веществ 
и их метаболитов. Показана перспективность диагности-
ческих тест-систем для определения фенотипических 
особенностей метаболизма лекарственных веществ 
и назначения наиболее эффективной лекарственной 
терапии. Важной характеристикой «коктейльной» тест-
системы является одновременность введения и ско-
рость резорбции активных компонентов, поскольку кон-
трольное время эксперимента отсчитывается с момента 
введения. Также, заслуживает внимания предотвраще-
ние взаимодействия между несколькими действующими 
веществами внутри лекарственной формы.

В рамках данного исследования была разработана уни-
версальная система единовременного введения тестового 
«коктейля» из четырёх активных фармацевтических суб-
станций в нетерапевтических дозировках: кофеина, эфави-
ренза, флурбипрофена, метопролола тартрата, использу-
емых в качестве зондовых препаратов для изоферментов 
CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2D6, соответственно. 
Выбранная лекарственная форма — твёрдая желатиновая 
капсула, содержащая микротаблетки препаратов. В каче-
стве наполнителя таблеток был использован свободно сы-
пучий двухосновный безводный фосфат кальция.

Разработан единый универсальный технологический 
процесс для производства микротаблеток различных АФС. 
Однородность дозирования полученных микротаблеток 
составила 4,0 ± 0,3 %, технологические характеристики 
соответствовали требованиям ГФ РФ XIV. Установлена 
возможность одновременного количественного опреде-
ления всех АФС методом спектроскопии ЯМР и ВЭЖХ. 
Разработаны и валидированы аналитические методики.

Использование микротаблеток позволило достиг-
нуть быстрого однородного растворения препаратов 
в течение 20 минут при распадаемости 1,25 ± 0,01 мин. 
Небольшая, относительно смешанных порошков, пло-
щадь поверхности микротаблеток обеспечила механиче-
ское разделение активных веществ, предотвращающая 
их химическое взаимодействие. Исследована стабиль-
ность микротаблеток.
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Гипоксия представляет собой патологический процесс, 
являющийся ключевым механизмом многих заболеваний, 
при которых нарушаются окислительные реакции. Наряду 
с этим условия гипоксии могут использоваться при тера-
певтических подходах, в частности, при пробоподготовке 
мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток 
(ММСК) для клеточной терапии. Недостаточность иссле-
дований эффектов гипоксии на иммуномодулирующие 
свойства ММСК, в частности на активность фагоцитов, 
определяет актуальность данного исследования [1].

ММСК человека выделяли из подкожной жировой тка-
ни (n=5) путем ферментативной обработки и культивиро-
вали в полной культуральной среде DMEM (Gibco™, United 
Kingdom) в течение 24 часов в условиях газовой гипоксии 
(1–2% O2) с использованием набора Anaerocult A® mini 
(Millipore, Германия) при 37°C или в условиях нормоксии 
в CO2-инкубаторе. Нейтрофилы и макрофаги получали 
из гепаринизированной венозной крови доноров (n=5) 
на градиенте плотности. Сокультивирование гипоксических 
и нормоксических ММСК с нейтрофилами и макрофага-
ми проводили в полной культуральной среде RPMI-1640 
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(Lonza, Швейцария) в течение 24 и 48 часов, соответ-
ственно. Оценку люминол-зависимой и ФМА (форбол-12-
миристат-13-ацетат)-индуцированной хемилюминесценции 
нейтрофилов и макрофагов проводили с помощью хемилю-
менометра Lum-100 и определяли максимальное значение 
интенсивности хемилюминесценции (Imax). Обработка дан-
ных проводились в программе PowerGraph, STATISTICA 8.0.

В сокультуре с гипоксическими ММСК установлено 
увеличение Imax как спонтанной люминол-зависимой хеми-
люминесценции нейтрофилов до 0,53 (0,33÷1,40) мВ, так 
и ФМА-стимулированной до 12,46 (6,22÷23,54) мВ отно-
сительно ко-культур с ММСК, культивируемых в условиях 
нормоксии (0,21 (0,10÷0,63) мВ и 4,03 (3,84÷19,44) мВ, 
соответственно, p<0,05). В то же время в ко-культурах с ма-
крофагами отмечалось повышение ФМА-стимулированной 
люминол-зависимой хемилюминесценции в присутствии 
гипоксических ММСК до 8,08 (4,16÷12,00) мВ относи-
тельно ММСК, культивируемых в условиях нормоксии 
(1,28 (0,86÷1,70), p<0,05), при отсутствии статистически 
значимых изменений в спонтанной люминол-зависимой 
хемилюминесценции макрофагальных фагоцитов.

Таким образом, пробоподготовка ММСК в условиях 
гипоксии способствует усилению стимулированной хеми-
люминесцентной активности нейтрофилов и макрофагов. 
Результаты исследования согласуются с данными Cassatella 
и соавт., которые показали, что ММСК могут поддержи-
вать и сохранять жизнеспособность и функции фагоцитов 
за счет согласованного действия эндогенно продуцируемых 
интерлейкина 6 и интерферона β, определяющих большин-
ство иммуномодулирующих эффектов [2]. Исследования 
выполнены в рамках НИР № 05/22 «Антиокислительный 
и регенеративный потенциал мультипотентных мезенхи-
мальных стромальных клеток в условиях гипоксии» (грант 
Министерства образования Республики Беларусь).
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Рубцевание голосовых складок (ГС), приводящее к стой-
кому нарушению голосовой функции, является одной из са-
мых сложных проблем в отоларингологии. В настоящее 
время, несмотря на существующее разнообразие подхо-
дов к лечению, не существует метода для восстановления 

структурных и вибрационных характеристик ГС. Разработка 
методов лечения, основанных на клеточной терапии, откры-
вает новые перспективы в этом направлении.

Целью данного исследования являлось изучение по-
тенциала мезенхимных стромальных клеток (МСК), полу-
ченных из костного мозга человека, в восстановлении 
морфологических и механических характеристик (ГС) 
при рубцевании in vivo.

Экспериментальная модель включала формирова-
ние дефекта голосовой связки и имплантацию клеточ-
ного продукта через 3 месяца путём инъекции во вто-
ричную рану ГС после иссечения рубца. В эксперименте 
было задействовано 30 кроликов, которым проводили 
резекцию средней 1/3 ГС. На основании вида имплан-
тируемого материала были сформированы 4 группы 
по 6 животных: 1 группа — физиологический раствор, 
2 группа — полиэтиленгликоль(ПЭГ)-фибриновый гель, 
3 группа — суспензия МСК костного мозга человека, 
4 группа — комплекс МСК с ПЭГ-фибриновым гелем, в ка-
честве группы чистого контроля были взяты 6 интактных 
голосовых складок из биобанка. Для оценки выживаемо-
сти клеток 3 животным была имплантирована суспензия 
МСК человека, трасдуцированных лентивирусным векто-
ром, экспрессирующим зелёный флюоресцирующий белок 
(GFP) и 3 животным — комплекс МСК и ПЭГ-фибринового 
геля, содержащим аналогичные клетки. 24 кролика из экс-
периментальных групп 1–4 выводились из эксперимента 
через 3 месяца после имплантации клеточной культуры, 
6 кроликов — с имплантированными МСК-GFP в суспензии 
и геле через 3 дня после имплантации.

По результатам морфологических, механических и ви-
брационных исследований было выявлено, что МСК кост-
ного мозга человека способствует регенерации ГС, при-
ближая её морфологические и механические свойства 
к нативным, не выявлено статистически значимых отличий 
от интактных голосовых складок (р=0,898 — МСК в ком-
плексе с ПЭГ-фибриновым гелем). Рубцы после клеточной 
терапии отличаются меньшей толщиной собственной пла-
стинки ГС (р<0,05), восстановлением архитектоники кол-
лагеновых структур (р<0,05 — для МСК в комплексе с ПЭГ-
фибриновым гелем). Применение ПЭГ-фибринового геля 
в качестве клеточного носителя снижает интенсивность 
интраоперационного кровотечения (p=0,03945), не уве-
личивает риск дыхательных нарушений в раннем после-
операционном периоде (p — от 0,9497 до 1) и уменьшает 
потерю клеток при имплантации.

Полученные результаты демонстрируют механизмы 
восстановления голосовых складок при имплантации 
МСК костного мозга после иссечения рубца, показывая 
перспективы развития данного направления и необходи-
мость дальнейших исследований.
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Бурное развитие аддитивных технологий в последнее 
десятилетие открыло возможность изготовления персо-
нализированных медицинских изделий, в том числе слож-
ной формы, оптимизированных под конкретного пациента. 
Особенно перспективным направлением представляется 
получение биоразлагаемых имплантатов, распадающихся 
в организме после выполнения своей функции на безопас-
ные продукты. Стандартом хирургического лечения пациен-
тов с грыжами межпозвонковых дисков является дискэк-
томия. Для создания спондилодеза после дискэктомии 
применяются межпозвонковые кейджи. В настоящее время 
в практике применяются неразлагаемые кейджи из титана, 
керамики и PEEK. Однако их использование может быть 
сопряжено с рядом осложнений в долгосрочном периоде: 
псевдоартроз, проседание или смещение имплантата, осте-
опороз и др. Целью настоящего исследования было созда-
ние персонализированного биоразлагаемого кейджа на ос-
нове полилактида для сращения поясничных позвонков.

На первом этапе по данным КТ пациента создавали 
трехмерную твердотельную модель сегмента позвоноч-
ника, требующего лечения. Далее по полученной модели 
создавали трехмерную модель персонализированного 
межтелового кейджа. Форма и размер кейджа в точности 
соответствовали анатомии позвоночника, а его высота 
определялась необходимым расстоянием между телами 
позвонков. Кейдж состоял из внешнего сплошного конту-
ра, обеспечивающего несущую способность и прочность 
изделия, и внутренней пористой части (скаффолда) для 
прорастания через нее костной ткани. Изделие изготав-
ливали из биоразлагаемого полимера полилактида (PLA) 
методом FDM-печати на 3D-принтере Picaso Designer 
PRO 250. Кейдж дополнительно покрывали гидроксиа-
патитом, который обладает остеоиндуктивными и осте-
окондуктивными свойствами. Механические испытания 
кейджа на сжатие были проведены на испытательной ма-
шине INSTRON 5965 при температуре 37°С. Установлено, 
что изделие способно выдерживать усилие как минимум 
в 500 кг, что гарантирует прочность и целостность имплан-
тата при физиологических нагрузках. Методом 3D-печати 
также изготавливали необходимую для установки кейд-
жа пластину и винты. Дизайн пластины оптимизировали 
с применением конечно-элементного моделирования, что 
позволило создать наиболее ажурную и легкую конструк-
цию. Для верификации способности оптимизированной 
пластины выдерживать физиологические нагрузки прове-
ли численный анализ напряженно-деформированного со-
стояния при следующих условиях: нагрузка 100 кг, изгиба-
ющий момент 700 Н·мм. Установлено, что возникающие 
напряжения достигали 43 МПа и не превышали предела 
прочности материала (70 МПа). Таким образом, показано, 
что метод 3D-печати является перспективным при изго-
товлении персонализированного кейджа и фиксирующей 
пластины для спондилодеза.
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В современной биомедицине при лечении ран осо-
бое внимание уделяется использованию нетоксичных, 
антибактериальных, биосовместимых и биодегради-
руемых полимерных волокон, таких как, хитин и его 
производное — хитозан. Альтернативным источником 
получения хитина может выступать биомасса высших 
грибов, полученных биотехнологическим способом. 
В связи с чем, разработка ранозаживляющих компози-
ций на их основе является актуальным направлением 
исследований [1].

В качестве объектов исследования послужили пле-
ночные материалы, полученные на основе хитин-глюка-
новых комплексов и их производных, выделенных из био-
массы гриба A. mellea.

Исследование проводили согласно ГОСТ ISO 
10993-5-2011. При этом оценивали три вида покры-
тий на основе карбоксиметилированного хитин-глю-
канового комплекса (1 группа), хитин-глюканового 
комплекса (2 группа), хитозан-глюканового комплекса 
(3 группа). Перед исследованием образцы подверга-
ли автоклавированию. Оценку цитотоксичности про-
водили методом экстракции. В качестве клеточной 
культуры использовали 5 пассаж дермальных фи-
бробластов, выделенных из кожи человека. При этом 
предварительно подготавливали монослой клеток, 
чтобы он достигал не менее 80%.

Качественную оценку клеток проводили путём ви-
зуального осмотра окрашенных кристаллвиолетом 
клеток под микроскопом (Nicon). Оценивали измене-
ние морфологии клеток опытных групп и сравнивали 
с контролем. Количественную оценку (пролифератив-
ную активность) проводили при помощи XTT-теста 
(PanReac Applichem).

В ходе исследований при визуальном осмотре нами 
было выявлено минимальное количество различий 
по морфологии между первой и контрольной группа-
ми, в частности по характеру расположения клеток. 
Фибробласты из второй группы изменили свою первона-
чальную веретеновидную форму на звездчатую и имели 
неодинаковый размер. Клетки третьей опытной группы 
не образовывали монослой, располагались отдельными 
кластерами, но сохраняли ядро.

При проведении ХХТ теста были выявлены схожие ре-
зультаты после 4 и 6 часов культивирования. При этом 
максимальные значения были отмечены в контрольной 
группе, что связано с высокой пролиферативной актив-
ностью без воздействия токсических факторов. В опыт-
ной группе минимальные значения теста были выявлены 
в третьей опытной группе, что соответствует хитозан-
глюкановому комплексу.

Таким образом, разрабатываемые раневые покры-
тия на основе хитин-хитозановых комплексов, облада-
ют в той или иной мере степенью токсичности, которая 
связана в первую очередь с замедлением пролиферации 
клеток. При этом пленка на основе карбоксиметилиро-
ванного хитин-глюканового комплекса проявила самую 
низкую токсичность, в связи с чем, может быть рекомен-
дована для дальнейших испытаний.

Литература:
1. Минакова, А.А. Химические проблемы современности — До-

нецк, 2022. — С.284–287.



МАТЕРИАЛЫ V НАЦИОНАЛЬНОГО КОНГРЕССА ПО РЕГЕНЕРАТИВНОЙ МЕДИЦИНЕ 207

Гены & Клетки XVII, № 3, 2022

ФАЗОВЫЕ ПЕРЕХОДЫ ТРОЙНЫХ БЛОК-
СОПОЛИМЕРОВ ПЛА-ПЭГ-ПЛА В ВОДНОЙ 
СРЕДЕ

А.С. Семкина1, 2, Ю.Д. Загоскин2, С.Н. Чвалун1, 2

1  Институт синтетических полимерных материалов 
им. Н.С. Ениколопова РАН, Москва, Россия

2  НИЦ Курчатовский институт, Москва, Россия

e-mail: anya.semkina.97@bk.ru

Ключевые слова: 3D-биопечать, гидрогели, тройные блок-
сополимеры, полилактид, политиленгликоль.

Трехмерная (3D) биопечать — это новая технология 
в области тканевой инженерии. Возможность быстрого 
создания сложных биомиметических структур с высо-
кой точностью, за счет послойного наложения, делает 
ее многообещающим инструментом для создания ис-
кусственных тканей или органов. Разработка новых 
биоматериалов (биочернил) в тканевой инженерии 
является чрезвычайно актуальной научной задачей. 
Подходящие материалы должны обладать следующи-
ми характеристиками: биосовместимость, структурная 
стабильность при печати и применении, необходимые 
механические и реологические свойства, а также иметь 
возможность нести факторы роста, стимулирующие 
развитие клеток [1].

Создание биочернил на основе гидрогелей — одно 
из перспективных направлений в современной науке [1, 
2]. В последнее время исследователи уделяют больше 
внимания стимул-чувствительным гидрогелям, которые 
изменяют свои свойства при помещении их в физиоло-
гические условия. Особый интерес представляют гидро-
гели на основе блок-сополимеров этиленгликоля в каче-
стве гидрофильного и алифатического эфира в качестве 
гидрофобных блоков [3].

В рамках данной работы были получены серии трой-
ных блок-сополимеров с использованием катализаторов 
1,8-Диазабицикло[5.4.0]ундец-7-ен (ДБУ) и октаноата 
олова (II) на основе кристаллизующихся и аморфных 
полилактидных блоков со степенями полимеризации 
от 15 до 60. Соотношение ПЛА/ПЭГ: от 15/104 до 66
/104 и от 15/45 до 25/45.

Были приготовлены водные растворы триблок-со-
полимеров и получены гидрогели с концентрациями 
от 13 до 30 мас.% и построены фазовые диаграммы 
перехода золь-гель.

Определено, что для сополимеров с L-лактидным бло-
ком требуется меньшая степень полимеризации по срав-
нению с сополимерами на основе D,L-лактидного бло-
ка, для образования гидрогелей. Найдена зависимость 
свойств гидрогелей от способа синтеза тройных блок-
сополимеров. Так в случае водного раствора на основе 
триблок-сополимера, полученного с использованием 
октаноата олова (II), наблюдается золь-гель-золь пере-
ход, в отличие от сополимеров синтезированных на ДБУ, 
что, по всей видимости, связано с различной полиди-
сперсностью гидрофобных блоков. Исследование вы-
полнено за счет средств госзадания НИЦ «Курчатовский 
институт».
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В процессе развития лице-лопаточно-плечевой мы-
шечной дистрофии (ЛЛПМД) мышечная ткань дегене-
рирует с последующим фиброзом. В скелетных мышцах 
присутствуют МСК, которые могут участвовать как в реге-
нерации, так и в развитии фиброза при повреждении или 
воспалении мышечной ткани. При повреждении мышцы 
примигрировавшие МСК из неповрежденных областей 
могут стимулировать миогенную дифференцировку как 
за счет трофического действия на пораженный участок 
ткани, так и за счет слияния с миобластами, а также сами 
МСК могут дифференцироваться в миогенном направ-
лении, как это было продемонстрировано ранее на МСК 
крысы [1]. Ранее мы показали, что миобласты от доноров 
с ЛЛПМД могут стимулировать миграцию МСК. Однако 
влияние МСК на миобласты в условиях развития ЛЛМПД 
остается не изученным. Цель настоящей работы — иссле-
довать влияние МСК на дифференцировку миобластов 
в модельной системе ЛЛМПД in vitro.

Мы показали, что МСК ингибируют миогенную диффе-
ренцировку при совместном культивировании здоровых 
и ЛЛПМД миобластов с МСК в различных соотношени-
ях. Присутствие любого количества МСК снижало индекс 
слияния; этот эффект был более выражен в миобластах 
ЛЛПМД. Процент ядер, экспрессирующих маркер мио-
генной дифференцировки миогенин, также уменьшался 
в присутствии МСК. Мы так же проверили возможность 
прямого слияния МСК с миобластами при пролифера-
ции и миогенной дифференцировке с образованием 
гибридных миотубул. Прямого слияния этих двух типов 
клеток при совместной культивировании мы не обнару-
жили. Известно, что миобласты и МСК могут образовы-
вать межклеточные контакты (напримар, нанотрубочки), 
по которым могут мигрировать некоторые органел-
лы, в частности митохондрии. С другой стороны, окис-
лительный стресс, в основном за счет активных форм 
кислорода, производимых митохондриями миобластов/
миотубул, является характерной особенностью ЛЛПМД. 
Мы проанализировали способность МСК и миобластов 
обмениваться митохондриями при совместном культиви-
ровании. В редких случаях и митохондрии МСК появля-
ются в миотубках, но процент таких миотубул очень мал. 
Эти результаты свидетельствуют о том, что в условиях 
модельной системы ЛЛПМД in vitro влияние МСК на ре-
генерацию мышечной ткани за счет прямого слияния или 
обмена митохондриями имеет минорный вклад.

Таким образом, МСК не сливаются с миобласта-
ми с образованием гибридных тубул, ингибируют ми-
огенную дифференцировку, что, по-видимому, приво-
дит к снижению регенерационной способности мышц 
и имеют негативную роль в мышечной регенерации 
при ЛЛПМД в нашей системе. Работа выполнена 
в рамках раздела Государственного задания ИБР РАН 
№ 0088-2021-0016.

Литература:
1. Beier J.P. et al. CellBiol. Int. 2011. V. 35. № 4. P. 397–406.



208 МАТЕРИАЛЫ V НАЦИОНАЛЬНОГО КОНГРЕССА ПО РЕГЕНЕРАТИВНОЙ МЕДИЦИНЕ

Гены & Клетки XVII, № 3, 2022

ДОЗАЗАВИМЫЕ РАЗЛИЧИЯ 
ЛПС-ИНДУЦИРОВАННОГО НЕЙРОГЕНЕЗА 
И ДЕСКВАМАЦИИ ОБОНЯТЕЛЬНОГО 
ЭПИТЕЛИЯ МЫШЕЙ

В.Г. Сергеев, К.С. Сергеева, М.С. Аникаева

ФГБОУ ВО Удмуртский государственный 
университет, Ижевск, Россия

e-mail: cellbio@ya.ru

Ключевые слова: обонятельный эпителий, десквамация, 
липополисахарид.

Обонятельный эпителий млекопитающих отлича-
ется уникальной особенностью генерировать нейроны 
(рецепторные биполярные клетки), чьи отростки фор-
мируют обонятельный нерв, проецирующийся в обо-
нятельные луковицы [2]. В физиологических условиях 
существует «тонкий» баланс между пролиферацией 
эпителиальных предшественников и их десквамацией, 
что обеспечивает постоянное обновление клеток обоня-
тельного эпителия, а также способствует поддержанию 
его одинаковой толщины. Нарушение этого баланса 
в сторону усиления десквамации эпителия может быть 
вызвано действием вирусных и бактериальных факто-
ров [1,3]. В настоящее время нет полного представле-
ния о молекулярных механизмах, ве дущих к нарушению 
процессов нейрогенеза и десквамации в условиях ви-
русного или бактериального инфицирования.

10 самцам белых мышей вводили интраназаль-
но унилатерально 10 мкл раствора ЛПС в концен-
трации 1 мг/мл (малая доза; n=5) и 10 мг/мл (боль-
шая доза; n=5) в течение 30 дней или стерильный 
физиологический раствор (контрольная группа; n=9). 
Иммуногистохимическое исследование криостат-
ных срезов проводили, используя антитела к нестину, 
и Толл-подобному рецептору-4. Введение ЛПС вызыва-
ло усиление десквамации и значительное повышение 
экспрессии нестина в базальных клетках, и сустенто-
цитах а также в клетках, окружающих Боуменовы же-
лезы и кровеносные сосуды в собственной пластинке 
слизистой. Обнаружен феномен интенсивной экспрес-
сии Толл-подобных рецепторов и нестина в десквами-
рованных клетках обонятельного эпителия. Большие 
дозы ЛПС приводили к отслаиванию целых пластов 
обонятельного эпителия и снижению экспрессии не-
стина в клетках собственной пластинки слизистой. 
Сделан вывод о опосредованном через Толл-подобные 
рецепторы ремоделировании цитоскелета сустентоци-
тов, ведущих к разрушению межклеточных контактов 
и десквамации эпителия, а также о дозазависимости 
в интенсивности синтеза нестина в стволовых клетках 
собственной пластинки слизистой оболочки.
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В ортопедической хирургии в настоящее время про-
водится поиск факторов и условий, влияющих на течение 
деструктивных процессов костной ткани и на эффектив-
ность восстановительной пластической хирургии [1]. 
Имплантация электретов на основе анодного оксида 
тантала с отрицательным зарядом внешней поверхно-
сти (далее «электрет»), индуцирующих квазистатическое 
электрическое поле, в хирургическом лечении ранних 
стадий дегенеративных заболеваний суставов приводит 
к выраженному противоболевому эффекту и восстанов-
лению функции пораженных суставов [2].

Исследованы процессы остеорепарации костной тка-
ни у 30 кроликов, которым в дистальном метадиафизе 
бедренной кости моделировали туберкулезный остит. 
3 животных были интактными (группа 1), кролики груп-
пы 2 (n=12) с моделированным туберкулезным оститом 
не получали лечения, 9 кроликам (группа 3) выполнена 
некрэктомия и пластика дефекта костным аутотрансплан-
татом, животным группы 4 (n=9) — некрэктомия и пери-
фокальное введение электрета, индуцирующего квази-
статическое электрическое поле и 6 животным (группа 5) 
осуществлена некрэктомия, аутокостная пластика дефек-
та и перифокальная имплантация электрета. Животные 
3, 4 и 5 группы получали противотуберкулезное лечение. 
Сроки наблюдения — 1, 2 и 4 месяца после операции. 
Остеорегенерацию и регресс воспаления оценивали мор-
фологическими и биохимическими методами (ферменты 
пуринергической системы —активность общей адено-
зиндезаминазы и ее изоферментов, активность эласта-
зы, уровень реактантов острой фазы: церулоплазмина, 
гаптоглобина, α1-кислого гликопротеина и альбумина). 
Прослежена эволюция туберкулезного воспаления кост-
ной ткани в контрольные сроки. При оценке репаративных 
процессов костной ткани и регресса активности воспали-
тельных изменений установлено, что только сочетание 
противотуберкулезного лечения, выполненной некрэкто-
мии, пластики постнекрэктомического дефекта аутотран-
сплантатом и перифокальной имплантации электрета 
позволило уже к 2 месяцам наблюдений достичь полный 
регресс активности туберкулезного процесса в кости 
и замещения ее дефектазрелой трабекулярной тканью.

Таким образом, электрическое поле электрета на ос-
нове анодного оксида тантала с отрицательным заря-
дом внешней поверхности в хирургическом лечении 
экспериментального туберкулезного оститаускоряет 
процессы остеорепарации и снижает активность тубер-
кулезного воспаления.
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Склера обеспечивает внутриглазное давление и яв-
ляется защитным каркасом для тканей глаза. Прочность 
склеры определяют высокомолекулярные структуры кол-
лагена, эластина, которые синтезируют фибробласты, 
часть которых является клеточными источниками регене-
рации, способными к пролиферации и дифференциров-
ке. Именно за их счетпроисходит быстрая регенерация 
ткани склеры. Увеличению жизнеспособности фибробла-
стов и сохранению пространственной организации ткани 
способствует биорегулятор, обнаруженный в склере гла-
за быка (БР-СК). Его действие характеризуется наличи-
ем тканевой, но отсутствием видовой специфичности. 
Основой БР-СК является пептидно-белковый комплекс, 
в состав которого входят биологически активные пепти-
ды (мол. масса 1300–5100 Да) и изоформа сывороточ-
ного альбумина под номером gi│1351907 в базе данных 
Uniptrot. Ранее было показано, что белковые криогели 
были успешно использованы в качестве носителей био-
регуляторов для индукции регенерации костной ткани. 
Целью исследования было изучение действия БР-СК, 
введенного в 3D-носитель, на состояние склеры и тканей 
заднего отдела глаза (сетчатка, пигментный эпителий, 
сосудистая оболочка) в условиях стационарного органо-
типического культивирования in vitro. В качестве носите-
ля биорегулятора использовали криогенно-структуриро-
ванные губки в виде дисков диаметром 22 мм и высотой 
10 мм, приготовленные из белков сыворотки крови 
КРС. Работа была выполнена на тритонах Pleurodeles 
waltl обоего пола, разведение который осуществляется 
в Институте биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН. 
Исследование проводили на задних секторах глаза, ко-
торые культивировали на криогелях, нагруженных БР-
СК в диапазоне концентраций 10–19–10–3 мг белка/мл. 
В качестве контрольных серий изучали задние секторы 
глаза, которые культивировали на криогелях, не содержа-
щих БР-СК, или которые культивировали без криогелей. 
Все культуры фиксировали в р-ре формалина на 3-и сут 
и приготавливали гистологические срезы, окраска ге-
матоксилин-эозином. Гистологическое исследование 
показало, что только в опытных сериях, в которых за-
дние секторы глаз культивировали на криогелях, напи-
танных БВ-СК в концентрации 10–9, 10–11 мг белка/мл 

наблюдали отсутствие выраженных изменений деграда-
ции тканей заднего сектора: сосудистая оболочка сохра-
нялась плотной, без признаков деградации, сохранялись 
адгезионные взаимодействия между сетчаткой и пиг-
ментным эпителием, в котором пигмент был распреде-
лен равномерно и компактно, что свидетельствует о под-
держании статуса пролиферации и дифференцировки 
в пигментном эпителии, в также о сохранении структуры 
интерфоторецепторного матрикса, играющего принци-
пиальную роль в передаче зрительного акта. В склере 
наблюдали плотное расположение коллагеновых воло-
кон с малозаметными расслоениями и большое количе-
ство жизнеспособных фибробластов, подсчет которых 
на 1мм2 среза ткани склеры показал, что в данных опыт-
ных сериях их количество было приблизительно вдвое 
больше по сравнению с другими контрольными сериями. 
Также следует отметить, что использование криогеля 
усиливало протекторное действие БР-СК.
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Мезенхимальные стромальные клетки (МСК) рас-
сматриваются в качестве перспективной терапии 
острых патологических состояний головного мозга. 
Предполагается, что основной нерйропротекторный ме-
ханизм реализуется паракринно в том числе и за счет 
секреции внеклеточных везикул ВВ [1]. В этом иссле-
довании мы предположили, что многоцелевой тера-
певтический эффект ВВ обусловлен белковым грузом, 
который может обеспечивать нейропротекцию, и ука-
зали на некоторые ключевые механизмы и молекуляр-
ные мишени для такой защиты. Изучались механизмы 
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нейропротекторного действия ВВ в моделях ЧМТ и ги-
поксии-ишемии новорожденных (ГИ), а также в моделях 
in vitro с использованием первичной культуры нейроглии.

МСК выделяли из послеродовой плаценты человека, 
кондиционную среду подвергали дифференциальному 
центрифугированию (10000g, 108000g) и конечный 
осадок ВВ ресуспендировали в фосфатном буфере.

Курсовое интраназальное введение ВВ значимо 
снижало объем повреждения головного мозга в двух 
экспериментальных моделях, что сопровождалось вос-
становлением сенсомоторынх функций, что свидетель-
ствует о влияние на нейропластичность ВВ. В модели 
кислородно-глюкозной депривации (КГД) in vitro ВВ пре-
дотвращали кальцивею перегрузку как нейронов, так 
и астроцитов и последующую гибель клеток. В смешан-
ной культуре нейроглии ВВ индуцировали опосредован-
ные рецептором инозитол трифосфата (IP3) осцилляцию 
Ca2+ в астроцитах, связанную с адаптацией к перегруз-
ке кальцием не только в астроцитах, но и в совместно 
культивируемых нейронах, демонстрируя межклеточные 
положительные взаимодействия между данными клет-
ками. Было показано, что ингибиторы PI3K вортманнин 
и LY-294002 полностью отменяли защитный эффект 
ВВ в модели КГД. Это означает, что передача сигналов 
PI3K/AKT является одним из основных путей опосредо-
ванной ВВ защиты нервных клеток, подвергшихся ише-
мическому воздействию. Компоненты этого сигнального 
пути были идентифицированы среди наиболее обога-
щенных категорий в протеоме ВВ. Работа поддержана 
грантом РФФИ № 20-015-00414.
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Одна из основных проблем в регенеративной медици-
не и биотехнологии — скорость заживления внутренних 
повреждений (например, при операциях на сосудах). Для 
её решения используются различные подходы от хирур-
гического вмешательства, до использования материалов 
на основе синтетических и природных материалов [1–3].

В связи с этим, целью исследования является разработ-
ка биосовместимых материалов на основе полиэлектроли-
тов и природного муцина улитки Helix pomatia для ускоре-
ния регенерации. Основу материалов планируется создать 
из послойно осажденных полиэлектролитов, в которые для 
повышения их биосовместимости вводится муцин.

Последовательное осаждение полиэлектролитов 
проводили на подложке из предварительно обезжирен-
ного стекла. В качестве первого слоя наносили поли-
этиленимин (PEI) с последующим осаждением на него 
полистирол сульфоната (PSS). Каждый слой осаждали 
в течение 15 мин с последующим промыванием в дис-
тиллированной воде. Муцин улитки Helix pomatia добав-
ляли в раствор полимера в концентрации 0,2 мг/мл. Для 

дополнительного увеличения биосовместимости слой 
муцина в некоторых образцах осаждался дополнитель-
но. Биосовместимость клеток исследовали с помощью 
постнатальных фибробластов человека (ПФЧ) и линии 
С2С12. (мышечная ткань мыши)

Предварительные тесты показали, что введение в ро-
стовую среду приготовленного муцина в концентрации 
0,2 мг/мл способствует увеличению скорости пролифе-
рации постнатальных фибробластов человека в 1,3 раза 
по сравнению с контролем. По результатам МТТ-теста 
наибольший прирост жизнеспособности клеток ПФЧ на-
блюдали для образцов, к которым добавляли 10 мкл рас-
твора муцина с концентрацией 0,2 мг/мл на 1,5 мл сре-
ды роста клеток.

Таким образом, полученные материалы перспек-
тивны для разработки ранозаживляющих покрытий, 
а также могут использоваться в биосовместимых по-
крытиях на перевязочных материалах для стимуляции 
остеогенеза. Работа выполнена в рамках проекта РНФ 
№ 19-79-10244.
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Коллаген I типа основной белок внеклеточного 
матрикса (ВКМ). Он широко применяется в качестве 
материала для создания тканеинженерных матриц. 
Усовершенствование характеристик матрицы с сохра-
нением её биомиметичности возможно осуществить 
путем изменения её микроструктуры. Диаметр кол-
лагеновых фибрилл оказывает влияние на свойства 
ткани, например, на механические свойства в коже 
и сухожилиях и уменьшение светорассеяния в строме 
роговицы. Также существует зависимость пролифе-
рации и адгезии клеток от диаметра фибрилл. In vivo 
диаметр фибрилл коллагена I типа регулируется компо-
нентами ВКМ, среди которых коллаген V типа, который 
встраивается в фибриллы коллагена I типа, образуя ги-
бридные фибриллы. Молекула коллагена V типа имеет 
N-концевой участок, который препятствует присоедине-
нию к фибрилле новых молекул коллагена I типа и её ро-
сту. Однако исследования показывают, что коллаген 
V типа, лишенный N-концевого участка, хотя и в мень-
шей степени, ограничивает рост фибрилл [1].

Целью работы является исследование влияния 
на адгезию, пролиферацию и морфологию клеток ком-
позитных матриц на основе коллагена I типа и V типа 
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с наличием (colV+) и отсутствием (colV-) N-концевого 
участка. Мы получили коллаген V типа из плаценты че-
ловека методом ферментативной экстракции методом 
минимизирующим его деградацию. Методом ионообмен-
ной жидкостной хроматографии осуществляли очистку 
и разделение коллагена V типа на фракции colV+ и colV-. 
Целостность белка оценивали методом имуноблоттинга. 
Из коллагена I и V типа создавали композитные матрицы 
colV+ и colV-. Методом сканирующей электронной микро-
скопии оценивали диаметр фибрилл. С помощью МТТ-
теста, световой и флуоресцентной микроскопии, а также 
обработки изображений при помощи программного обе-
спечения ImageJ изучили адгезию и пролиферацию кле-
ток и оценили их морфологию на композитных матрицах.

Показано уменьшение диаметра гибридных фибрилл 
в присутствии коллагена V типа. Для клеток роговицы ли-
нии SIRC показано, что матрицы colV+ оказывает отрица-
тельное влияние на адгезию, образцы colV– не оказывают 
существенного влияния на адгезию. Для матриц colV– по-
казано увеличение пролиферативной активности клеток 
с максимумом в матрицах с процентным содержанием 
коллагена V типа 30%. Также показано, что матрицы colV+ 
способствовали распластанности клеток, напротив colV– 
отрицательно влияли на распластанность. Коллаген V типа 
без коллагена I типа оказывает отрицательное влияние 
на пролиферацию для клеток SIRC и мезенхимных стволо-
вых клеток. Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского Научного Фонда (Проект № 21-74-20120).
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Успешность аллотрансплантации островков подже-
лудочной железы (ПЖ) больным сахарным диабетом 
1 типа зависит, главным образом, от количества и каче-
ства островков, изолируемых из ПЖ посмертных доно-
ров с помощью ферментных препаратов, прежде всего 
коллагеназы [1]. При этом происходит протеолитическое 
разрушение внеклеточного матрикса, что приводит 
к морфофункциональной дезорганизации островковых 
клеток и значительному снижению конечного антидиабе-
тического эффекта трансплантации островков. В связи 
с этим актуален поиск способов получения островковой 
ткани, минимизирующих интенсивность ферментной об-
работки ПЖ. В настоящей работе изучена возможность 
неприменения ферментных препаратов при выделении 
островковой ткани из ПЖ кроликов.

В качестве доноров использовали 60 новорожденных 
(1–2-дневных) и 12 одномесячных кроликов. После очист-
ки ПЖ от видимых соединительно-тканных сосудистых 
структур и сосудов панкреатическую ткань измельчали 
глазными ножницами в течение нескольких минут, после 

чего полученные микрофрагменты тщательно промывали 
холодным раствором Хенкса. Образовавшуюся суспен-
зию инкубировали в среде RPMI при 37°С. Наблюдения 
за культурами проводили с помощью инвертированного 
микроскопа, и их образцы на разных сроках инкубации под-
вергали морфологическому исследованию. Определяли 
инсулинпродуцирующую активность культур (ИФА). 
Микроскопический контроль выявил спонтанную гибель 
и элиминацию экзокринной ткани в инкубируемых микро-
фрагментах ПЖ новорожденных кроликов и формирова-
ние шарообразных или овоидных свободно плавающих 
структур, в которых при иммуногистохимическом анализе 
были выявлены эпителиальные клетки с инсулин-позитив-
ными гранулами. Эти данные позволили назвать их фло-
тирующими островковоподобными культурами (ФОК). 
Применение описанной технологии для получения культур 
из ПЖ одномесячных кроликов не позволило получить 
островковоподобные культуры из-за невозможности изба-
виться от экзокринной ткани, доля которой у одномесячных 
кроликов на порядок превышает таковую в неонатальной 
ПЖ. В связи с этим впервые нами был применен гипертер-
мический режим инкубации (38°С), который привел к бы-
строй гибели экзокринной ткани. В результате из ПЖ од-
номесячных кроликов удалось получить ФОК, аналогичные 
тем, которые были получены из ПЖ новорожденных кро-
ликов. Анализ проб культуральной жидкости, взятых при 
инкубации ФОК, подтвердил наличие активной секреции 
инсулина. Таким образом, показана возможность получе-
ния островковой ткани из поджелудочной железы кроли-
ков без применения экзогенных ферментов.
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В процессе репрограммирования соматических кле-
ток в индуцированные плюрипотентные стволовые клетки 
(ИПСК) происходят существенные изменения клеточного 
метаболизма и сигналинга вызванного изменениями со-
путствующих окислительно-восстановительных процес-
сов [1, 2]. Мы исследовали роль комплекса-1 (К1) элек-
трон-транспортной цепи (ЭТЦ) митохондрий в процессе 
репрограммирования фибробластов мыши в плюрипо-
тентное состояние. Инактивация основной субъединицы 
К-1 — NADH-убихиноноксидоредуктазы S1 (NDUFS1) 
или вспомогательной субъединицы B10 (NDUFB10) вы-
зывала увеличение продукции АФК в соматических и эм-
бриональных стволовых клетках мыши. Блокирование 
функций данных NADH-дегидрогеназ также приводит 
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к подавлению окислительного фосфорилирования и ак-
тивации гликолиза [3, 4]. Ингибирование К1 с помощью 
shRNA к NDUFS1 или NDUFB10, или ротенона в те-
чение всего процесса репрограммирования приводит 
к значительному снижению эффективности репрограм-
мирования. Нами установлено, что уровни АФК сильно 
коррелируют с количеством митохондрий в процессе 
репрограммирования. Данные показатели достигают 
пика к 3-му дню, и резко снижаются к 6-му дню процесса. 
Снижение антиоксидантами избытка АФК в первые 3 дня 
репрограммирования значительно повышает эффектив-
ность репрограммирования. Однако удаление АФК в тече-
ние всего процесса или после 3-го дня репрограммирова-
ния значительно подавляет процесс репрограммирования. 
Мы установили, что снижение уровня АФК в предше-
ственниках ИПСК, имеющих дефицит К1, не восстанав-
ливает, а, напротив подавляет их репрограммирование. 
Таким образом, сниженный уровень АФК и подавленное 
окислительное фосфорилирование существенно препят-
ствует репрограммированию. Повышенный уровень АФК 
в клетках с нарушенной функцией К-1 не является фак-
тором, обуславливающим снижение эффективности ре-
программирования. Наши данные указывают на множе-
ственные функции АФК в процессе репрограммирования. 
Повышенные уровни АФК необходимы на начальном эта-
пе, а их оптимальные уровни необходимы на последующих 
этапах репрограммирования. Полученные результаты 
также указывают, что окислительное фосфорилирование 
необходимо на каждой стадии данного процесса.
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Применение продуктов секреции стволовых клеток 
для стимуляции процессов обновления и регенерации тка-
ни является перспективным терапевтическим подходом 

в регенеративной медицине. Стволовые клетки, в част-
ности, МСК секретируют широкий спектр протективных 
и прорегенераторных молекул и, благодаря этому, способ-
ны обеспечивать выживание поврежденных клеток, пода-
влять воспаление в очаге повреждения и активировать тка-
неспецифичные стволовые клетки. В то же время состав 
секретома клеток (в том числе и МСК) лабилен и зависит 
от клеточного пассажа, возраста, здоровья и физиологиче-
ских особенностей донора. Более того, в состав клеточного 
секретома зачастую могут входить факторы, обладающие 
противоположной активностью, что может снижать или 
нейтрализовать терапевтическую активность секретома.

Применение технологий геномной модификации для 
усиления экспрессии целевых белков и/или микроРНК 
и подавления экспрессии «нежелательных» молекул 
с целью усиления терапевтической активности клеточ-
ного секретома выглядит перспективным подходом. 
Генетическая модификация клеток-продуцентов позво-
ляет решить вопросы низкой продуктивности и стандар-
тизации получаемого бесклеточного биомедицинского 
продукта, приближая момент его практического исполь-
зования. При этом подход достаточно безопасен, по-
скольку используются не сами модифицированные клет-
ки, а лишь продукты их секреции.

Интересным побочным эффектом генетической 
модификации клеток является более высокая продук-
ция такими клетками мРНК рекомбинантных белков и/
или микроРНК в составе внеклеточных везикул (аналог 
мРНК генной терапии), что позволяет оказывать не толь-
ко немедленный терапевтический эффект на поврежден-
ную ткань за счет воздействия белков, но и отсроченный 
эффект через модификацию работы генетической про-
граммы целевых клеток.

В нашей работе была осуществлена генетическая мо-
дификация мезенхимных стволовых клеток жировой ткани 
человека с помощью технологий генной терапии ex vivo 
и редактирования генома, что позволило добиться повы-
шения количества ключевых нейротрофических, антиапоп-
тотических и проангиогенных белков и микроРНК в соста-
ве секретома МСК. Мы предполагаем, что секретом таких 
генетически модифицированных МСК может обладать 
более выраженным нейропротективным эффектом в мо-
делях in vivo, что в настоящее время изучается на модели 
экспериментальной интрацеребральной гематомы у крыс.

Аналогичным образом генетическая модификация 
клеток-продуцентов может быть применена для получе-
ния секретомов с другими терапевтическими модально-
стями, например, для стимуляции остеогенеза, заживле-
ния раневых дефектов и т. д.
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Цитотоксические CD8+ Т-лимфоциты определяют про-
тивоопухолевый иммунный ответ при раке легкого, в том 
числе при мелкоклеточном раке легкого (МКРЛ). Однако 
опухоль и ее микроокружение оказывают негативное дей-
ствие на иммунные клетки. Восстановление утраченных 
CD8+ Т-лимфоцитов и их свойств рассматривается как 
одно из направлений клеточной терапии опухоли. Для повы-
шения активности лимфоцитарного звена противоопухоле-
вого ответа нами был предложен подход к репрограмми-
рованию CD8+ Т-лимфоцитов, основанный на применении 
ингибитора MEK1/2 и блокатора контрольной точки PD-
1. Избирательная элиминация мишени обеспечивалась 
предварительным «обучением» CD8+ Т-лимфоцитов анти-
ген-презентирующей смесью, содержащей лизат опухоле-
вых клеток и стволовых опухолевых клеток (СОК).

Целью настоящего исследования явилось изучение 
противоопухолевой активности репрограммированых 
CD8+ Т-лимфоцитов при раке легкого.

Объектом исследования выступали репрограмми-
рованые CD8+ Т-лимфоциты человека (рчТлимф) и мы-
шей линии C57BL/6 (рмТлимф). Эффекты рчТлимф 
и рмТлимф были оценены в культуре клеток карциномы 
легкого Льюис (LLC) и культуре опухолевых клеток и СОК 
пациентов с МКРЛ; а также в условиях целостного орга-
низма у мышей линии C57BL/6 на ортотопической мо-
дели LLC и модели спонтанного метастазирования LLC. 
В исследовании использовались морфометрический 
и гистологический методы, проточная цитометрия, куль-
туральные методы, клеточный имиджинг, методы иссле-
дования митохондриального дыхания и др.

Репрограммирование увеличивало активность мито-
хондриального дыхания и устойчивость к апоптозу CD8+ 
Т-лимфоцитов в культуре клеток LLC и культуре опухолевых 
клеток и СОК пациента с МКРЛ. При этом репрограмми-
рованые клетки приобретали способность мигрировать 
в легкие мышей при внутривенном введении. На ортотопи-
ческой модели LLC и на модели спонтанного метастазиро-
вания LLC рмТлимф и рчТлимф демонстрировали антиме-
тастатическую и противоопухолевую активности. Мишенью 
рмТлимф и рчТлимф выступали опухолевые клетки и СОК.

Таким образом, репрограммирование CD8+ 
Т-лимфоцитов ингибированием MAPK/ERK сигналинга 
через MEK1/2i и блокадой PD-1/PD-L1 сигналинга че-
ловеческим моноклональным антителом ниволумабом 
с целевой направленностью на элиминацию опухоле-
вые клетки и СОК представляет собой перспективный 
путь повышения эффективности иммунотерапии МКРЛ. 
Целевым «обучением» CD8+ Т-лимфоцитов опухолевы-
ми клетками и СОК пациента с МКРЛ достигается пер-
сонализация лечения. Исследование выполнено за счет 
гранта Министерства науки и высшего образования 
Российской Федерации № 075-15-2020-773.
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Основной задачей современной медицины явля-
ется поиск прогностических критериев, позволяющих 

выявить ранние признаки активации патологического 
процесса. Одним из методов, имеющих прогностиче-
ское значение при лейкозах, является цитогенетиче-
ский анализ, требующий присутствия соответствующих 
митогенов [1]. Кроме того, реакция бласттрансформа-
ции на митогены широко применяется для комплексной 
оценки иммунного статуса больного. Ввиду чего, целью 
нашего исследования явилось — изучить особенности 
плазмалеммы лимфоцитов здоровых доноров и больных 
острым лимфолейкозом (ОЛЛр) в ремиссии при митоген-
ной стимуляции.

Объектом исследования служили лимфоциты боль-
ных ОЛЛ в ремиссии, контроль — клетки здоровых до-
норов. Митогенную стимуляцию осуществляли ФГА. 
Рельеф клеточной поверхности и её жесткость исследо-
вали на атомно-силовом микроскопе (АСМ).

В лейкосуспензиях здоровых доноров при стимуля-
ции ФГА наблюдали появление субпопуляций микро-
цитов, нормоцитов и бластов. В состоянии ремиссии 
у больных ОЛЛ под влиянием ФГА микроцитов не об-
наружено. Для нормоцитов больных ОЛЛр характерно 
снижение жесткости клеточной поверхности на 27% 
(р<0,05) по сравнению с контролем. Рельеф поверхно-
сти нормоцитов представлен глобулами и инвагинаци-
ями. Высота и ширина глобулярных выступов нормоци-
тов больных ОЛЛр снизились на 39% и 85% (р<0,05) 
по сравнению с клетками доноров. Жесткость плаз-
малеммы лимфобластов в группе пациентов с ОЛЛр 
снижена на 45% (р<0,05). На поверхности клеток на-
блюдали мелкие остроконечные глобулярные выступы, 
высота и количество которых снизились на 37% и 23% 
(р<0,05) по сравнению с бластами доноров.

Установленное в нашем исследовании разнонаправ-
ленное влияние ФГА на морфологию и жесткость лимфо-
цитов, вероятно, связано с разной специфичностью ре-
цепторных комплексов на поверхности клеток здоровых 
доноров и больных ОЛЛ в ремиссии. Преобразования 
клеточной поверхности лимфоцитов больных ОЛЛр 
на фоне снижения её жесткости по сравнению с контро-
лем при воздействии ФГА указывает на различия в рабо-
те актиновых и тубулиновых сетей цитоскелета [2].

Полученные результаты расширяют имеющиеся 
научные данные о морфофизиологических особен-
ностях трансформированных лимфоцитов и наводят 
на мысль о необходимости дальнейшего изучения 
влияния митогенов на лимфоциты здоровых доноров 
и больных лимфопролиферативными заболеваниями 
с целью получить надежные данные прогностического 
значения о регенеративных возможностях в процессе 
лимфопоэза.
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Риски осложнений, высокие показатели смертности 
от терминальной стадии фиброза печени побуждают 
к поиску эффективных способов лечения фиброза пече-
ни [1, 2].

Эксперименты проведены на 40 мышах. Фиброз пе-
чени моделировали путем внутрибрюшинного введения 
CCl4 в количестве 2 мкл/г веса животного в растворе 
оливкового масла (1:4). Инъекции проводили в течение 
6 недель дважды в неделю.

Животные с фиброзом печени были разделены 
на 4 группы.

1-я группа — вводили 0,2 мл PBS в хвостовую вену.
2-я группа — вводили 1 млн ММСК в хвостовую вену.
3-я группа — фукоксантин per os в количестве 

10 мг/кг мыши.
4 –я группа — вводили ММСК и фукоксантин.
ММСК были выделены из хориона плаценты мышей. 

Для оценки эффективности терапии производилось 
определение количества клеток, позитивных по MMP-9, 
MMP-13, TIMP-1, α-SMA на 1 мм2 гистологического пре-
парата. Методом ИФА определялось содержание HGF, 
TGF-β в гомогенате печени. Также оценивалось содер-
жание соединительной ткани с использованием окраски 
срезов Sirius red и программного обеспечения SIAMS. 
Количество соединительной ткани выражали в процен-
тах по отношению к общей площади среза.

Установлено, что во 2 и 3 группах произошло сни-
жение содержания соединительной ткани на 31,4% 
и 19,1% соответственно. При этом сочетанное введе-
ние ММСК и фукоксантина (4 группа) приводит к умень-
шению данного показателя на 48,3%. При анализе ко-
личества α-SMA положительных клеток установлено 
их снижение во 2–4 группах. Механизм этих изменений 
обусловлен повышением экспрессии HGF после вве-
дения ММСК и снижением уровня TGF-β после введе-
ния фукоксантина. Количество клеток MMP-9 и MMP-
13 после трансплантации ММСК (во 2 и 3 группах) 
увеличилось на 35,3% и 24,3% соответственно. 
Введение фукоксантина не сопровождалось изменени-
ем уровня металлопротеиназ. Активность TIMP-1 была 
ингибирована как после введения фукоксантина, так 
и после трансплантации ММСК.

Полученные данные свидетельствуют о различных 
механизмах действия фукоксантина и ММСК на ре-
гресс фиброза печени, снижение количества α-SMA-
положительных клеток. ММСК оказывают свое действие 
через повышение экспрессии матриксных металлопро-
теиназ, выработку HGF. Фукоксантин вызывает уменьше-
ние количества соединительной ткани преимущественно 
через снижение уровня TGF-β. Таким образом, для лече-
ния фиброза печени перспективно использовать комби-
нацию ММСК и препарата фукоксантин.

Литература:
1. Roehlen N., Crouchet E., Baumert T. Cells. J. 2020. V.9(4). P. 

875.
2. Parola M., Pinzani M. Molecular Aspects of Medicine. J. 2019.

V65. P.37–55.

ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ ПЛАЗМИДНЫХ 
КОНСТРУКЦИЙ ДЛЯ РАЗРАБОТКИ ГЕННОЙ 
ТЕРАПИИ ПОЯСНО-КОНЕЧНОСТНЫХ 
МЫШЕЧНЫХ ДИСТРОФИЙ R1 И R9

Я.С. Слесаренко1, И.А. Яковлев1, 2, 
Р.В. Деев2, 3, А.А. Исаев2

1  ООО Генотаргет, Москва. Россия
2  ПАО ИСКЧ, Москва, Россия
3  Северо-Западный государственный медицинский 

университет им. И.И. Мечникова, Санкт-Петербург, 
Россия

e-mail: slesarenko@genotarget.com

Ключевые слова: поясно-конечностная мышечная дис-
трофия, ПКМД, ПКМД R1, ПКМД R9, CAPN3, FKRP, генная 
терапия.

Поясно-конечностные мышечные дистрофии 
(ПКМД) — группы мышечных дистрофий, которые по-
ражают мышцы тазобедренного и плечевого пояса. Эта 
группа включает более 20 различных подтипов, каждый 
из которых возникает вследствие мутации различных 
генов [1]. ПКМД R1 (кальпанопатия) является наиболее 
частой формой и составляет ~ 30% всех случаев ПКМД. 
Причина ПКМД R1 — мутация в гене CAPN3. Белок 
CAPN3 является специфичным для скелетных мышц, мо-
дулирует активность внутриклеточных киназ, фосфатаз, 
фосфолипаз, факторов транскрипции и цитоскелетных 
белков [2]. Другая форма ПКМД — R9, распространён-
ность составляет 6–38% в разных популяциях. ПКМД 
R9 возникает из-за мутаций в гене FKRP, в результате 
нарушается гликозилирование α-дистрокликана. Это 
приводит к потере целостности клеточной мембраны, 
разрушению волокон и прогрессирующей мышечной 
дегенерации [3].

Целью нашей работы была оценка эффективности 
плазмид, содержащих трансгены CAPN3 и FKRP, с про-
моторами CMV (П1) и мышцеспецифичным промотором 
(П2) в линиях Expi293F и С2С12 для дальнейшей разра-
ботки генной терапии.

Для подбора условий трансфекции клетки трас-
фицировали плазмидой pEGFP-N1с использованием 
Lipofectamine ™ 3000 (Invitrogen, США). Эффективность 
трансфекции оценивали на проточном цитометре 
NovoCyte (ACEA Biosciences, США) с использованием 
ПО NovoExpress (ACEA Biosciences, США). После выбо-
ра условий выполняли трансфекцию с плазмидами, со-
держащими CAPN3 и FKRP под управлением П1 или П2 
(GenScript, США). Транскрипцию трансгенов и наличие 
трансгенного белка анализировали через 48 часов по-
сле начала трансфекции с помощью ПЦР-РВ на CFX96 
(BioRad, США) с готовой смесью для ПЦР qPCRmix-
HS (Евроген, Россия), вестерн-блоттинга.

Мы подтвердили наработку белков CAPN3 и FKRP 
в трансфицированных клетках. В Expi293F большее ко-
личество белков содержалось при использовании про-
мотора П1. Следовое количество — при использовании 
промотора П2. Это согласуется с более ранними публика-
циями других научных групп. Для С2С12 показана более 
высокая экспрессия обоих трансгенов при использова-
нии тканеспецифичного промотора П2. Следующим эта-
пом работы является верификация плазмид в модель-
ных клеточных линиях и сборка конструкций на основе 
AAВ для разработки генно-терапевтических препаратов.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Министерства науки и высшего образования РФ, согла-
шение № 075-15-2021-1346.
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Высокие прочностные характеристики в совокуп-
ности с нейтральными биологическими свойствами 
имплантов на основе титана делают их незаменимыми 
при замещении дефектов костной ткани в условия вы-
соких механических нагрузок. Использование имплан-
тов из титана и его сплавов в условиях живого организ-
ма не приводит к возникновению реакций отторжения, 
но возможные коррозионные реакции могут являться 
причиной вторичных операций. Технологии комбиниро-
вания разных материалов в одном изделии, а именно 
титана и фосфатов кальция (ФК), являются актуальной 
задачей для исследователей. Такие материалы сумми-
руют положительные свойства друг друга и минимизи-
руют недостатки. Применение фосфатов кальция в виде 
покрытия на титановый имплант значительно повышает 
биологические свойства конечного изделия, а именно 
биосовместимость и остеоинтеграцию.

В данной работе был предложен метод формирова-
ния многофазных покрытий на основе различных мо-
дификаций фосфатов кальция. Был предложен способ 
плазменного нанесения покрытий на основе высоко-
температурных модификаций ФК гидроксиапатита (ГА) 
и α-трикальцийфосфата (α-ТКФ) на титановую подложку 
с промежуточным слоем состава TiCaO с последующей 
трансформацией поверхностного слоя в низкотемпера-
турный ФК октакальцийфосфат (ОКФ).

Необходимость создания многофазных покрытий 
заключается в различных свойствах промежуточных 
слоев. Первый слой на основе TiCaO способствует 
прочному скреплению титановой подложки с покрыти-
ями ГА и α-ТКФ. Плотноспеченое покрытие на основе 
слаборезорбируемого материала (ГА и α-ТКФ) пре-
пятствует реакциям коррозии титанового импланта. 
Формирование конечного слоя на основе ОКФ повы-
шает биоактивность, так как ОКФ обладает высокой 
степенью резорбируемости, является прекурсором 
биологического гидроксиапатита (ГА) и способствует 
образованию новой костной ткани в областях с низким 
регенеративным потенциалом, что способствует бы-
строму образованию прочной связи между имплантом 
и костной тканью пациента.

Покрытие на основе ДКФД, играющее роль промежу-
точного звена для получения ОКФ, получено осаждени-
ем из раствора. Раствор, содержащий Ca2+ и PO4

3– ионы 
в необходимых концентрациях, вступает в реакцию с на-
пыленным слоем ГА или α-ТКФ, что приводит к образова-
нию и росту кристаллов ДКФД равномерно по поверхно-
сти. Формирование поверхностного слоя на основе ОКФ 
реализовывали за счет трансформации предварительно 

осажденного ДКФД покрытия в условиях буферной си-
стемы согласно реакции:

CaHPO4·2H2O ↔ Ca2+ + HPO4
2– + 2H2O

HPO4
2– ↔ PO4

3– + Н+

8Ca2+ + 2HPO4
2– +4 PO4

3– + 5H2O ↔  
↔ Ca8(HPO4)2( PO4)4

*5H2O
Подход, совмещающий в себе метод плазменного на-

пыления и трансформационные процессы, дает возмож-
ность создания покрытий различных составов которые 
могут быть скомбинированы в различных соотношениях 
исходя из поставленной задачи.

В данном исследовании разработана методика созда-
ния биоактивных покрытий в системах ГА/ОКФ и ТКФ/
ОКФ, способных значительно изменить конечные свой-
ства титанового имплантата. Данные покрытия способ-
ствуют увеличению остеоинтеграции импланта с косной 
тканью пациента, уменьшению рисков возникновения 
реакций отторжения, а также уменьшению количества 
повторных операций ввиду повышенного срока службы 
импланта. Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда, проект № 20-19-00671 
«Структура, фазовый состав и механические свойства 
плазменных композиционных покрытий с новым типом 
пористой структуры».
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Эндометрий — одна из немногих тканей человека, 
обладающая высокой регенеративной способностью. 
В последние годы появились сведения о том, что для 
регенерации и обновления эндометрия важны транс-
крипционные факторы HOXA10 и HOXA11. Эти высо-
коконсервативные гены участвуют в сохранении по-
зиционной информации и постоянства строения тела, 
а также обеспечивают восстановление тканей и орга-
нов после повреждения. На сегодняшний день не из-
вестно, какие механизмы обеспечивают поддержание 
экспрессии генов HOXA10 и HOXA11 в эндометрии, 
а также их индукцию в ответ на стимулы, возникающие 
при повреждении (такие как гипоксия). Согласно данным 
литературы, промоторы генов HOXA10 и HOXA11 под-
вержены метилированию и деметилированию. Поэтому 
мы выдвинули гипотезу о том, что экспрессия генов 
HOXA10 и HOXA11 регулируется системой активного 
деметилирования ДНК, основными участниками кото-
рой являются активностью ферменты семейства TET 
(Ten-Eleven-Translocation).

Целью работы было выяснение роли ферментатив-
ной активности белков TET в поддержании и в индукции 
экспрессии генов HOXA10 и HOXA11 в стромальных 
клетках (СК) эндометрия человека.

В работе использовали первичные культуры СК эн-
дометрия человека, полученные от молодых (20–30 лет) 
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здоровых доноров. Влияние активности ферментов се-
мейства TET на экспрессию генов HOXA10 и HOXA11 из-
учали, добавляя к СК эндометрия селективный ингибитор 
ферментов TET — Bobcat339 (Sigma-Aldrich, США) — 
в конечной концентрации 80мкМ. Для моделирования 
гипоксии in vitro к клеткам добавляли CoCl2 до конечной 
концентрации 200мкМ. После добавления CoCl2 и/или 
ингибитора ферментов TET клетки инкубировали в CO2-
инкубаторе в течение 12, 16, 20 и 24ч. Экспрессию ге-
нов HOXA10 и HOXA11 в СК эндометрия измеряли мето-
дами ОТ-ПЦР и вестерн-блоттинга.

Согласно полученным результатам, ингибирование 
ферментов TET приводит спустя сутки к незначитель-
ному снижению содержания белка HOXA10 и к воз-
растанию накопления белка HOXA11 в СК эндометрия. 
Добавление CoCl2 приводит к повышению экспрессии 
HOXA11 как на уровне транскриптов, так и на уровне 
белкового продукта, а ингибирование ферментов TET 
препятствует возрастанию экспрессии HOXA11 в ответ 
на добавление CoCl2.

Таким образом, мы показали, что активность фермен-
тов семейства TET необходима для поддержания базаль-
ного уровня экспрессии генов HOXA10 и HOXA11, а так-
же для возрастания экспрессии HOXA11 в in vitro модели 
гипоксии с использованием CoCl2. Ферменты семейства 
TET регулируют экспрессию гена HOXA11 в СК эндоме-
трия в норме и при гипоксии и поэтому являются важным 
звеном HOXA11-зависимых механизмов регенерации 
эндометрия.
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Развитие направления создания биоматериалов вы-
водит в настоящее время на первый план, так называе-
мый регенерационный подход, в котором акцент делается 
не на замещение дефекта имплантатом с подходящими 
механическими характеристиками, а на быструю биоде-
градацию материала и замену его формируемой самим 
организмом костной тканью [1]. Таким образом, на пер-
вое место у таких материалов выходят их биологические 
и физико-химические свойства, которые существенно 
зависят от способа их получения [2, 3].

В данной работе был разработан метод осаждения фос-
фатов кальция на деминерализованные костные матриксы 
с регулируемым фазовым составом. Покрытия на основе 
октакальциевого фосфата и дикальцийфосфат дигидрата 
получали биомиметическим методом в буферных раство-
рах. Было проанализировано влияние условий получе-
ния (температура, состав, концентрация, рН) на структуру 
и свойства полученных материалов. Изучены характери-
стики покрытий на основе дикальцийфосфат дигидрата 

и октакальциевого фосфата и подобран оптимальный ме-
тод получения. Разработанные подходы позволяют полу-
чить высокоэффективный материал для замещения де-
фектов костной ткани с выраженными биологическими 
свойствами. Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (проект No 22-73-00215 
«Биоинсперированные минерал-полимерные материалы 
для направленной регенерации костной ткани»).

Литература:
1. Lopa S., Madry H. Tissue engineering Part A. — 2014. — Т. 

20. — № . 15–16. — С. 2052–2076.
2. Mishra R., Bishop, T., Valerio, I. L., Fisher, J. P., Dean, D. Regen-

erative medicine. — 2016. — Т. 11. — № . 6. — С. 571–587.
3. Winkler T., Sass F.A., Duda G.N., Schmidt-Bleek K. Bone & joint 

research. — 2018. — Т. 7. — № . 3. — С. 232–243.

МОДИФИКАЦИЯ ПОВЕРХНОСТИ 
СИНТЕТИЧЕСКИХ НАНОВОЛОКОН 
АМИНОВЫМ ПЛАЗМЕННЫМ ПОКРЫТИЕМ, 
ПОВЫШАЮЩИХ ЭНДОТЕЛИЗАЦИЮ 
СОСУДИСТЫХ СТЕНТОВ

А.О. Соловьева1, А.М. Манахов1

1  НИИКЭЛ — филиал ИЦиГ СО РАН, Новосибирск, 
Россия

e-mail: solovevaao@gmail.com

Ключевые слова: эндотелизация сосудистых стентов, 
аминовые покрытия, биодеградируемые полимерные 
скаффолды.

Сердечно-сосудистые заболевания являются основ-
ной причиной смерти во всем мире. Одним из эффек-
тивных терапевтических подходов к терапии сосудистых 
окклюзий, вызывающих критическую ишемию является 
шунтирование. Однако, одной из значимых проблем со-
судистых имплантов является поздний тромбоз, что при-
водит к рецидиву окклюзии.

Биорезорбируемые скаффолды имеют существен-
ные преимущества по сравнению со стальными, де-
монстрируют более низкий риск поздних тромбозов 
и отсутствие вероятности переломов из-за износа и по-
вторяющихся механических нагрузок. Сосудистые про-
тезы, изготовленные из синтетических биоразлагаемых 
полимеров, обладают хорошими механическими свой-
ствами, но часто имеют плохой регенеративный потенци-
ал. Одним из перспективных решений данной проблемы 
является полное закрытие внутренней поверхности им-
планта полноценными функциональными аутологичны-
ми эндотелиальными клетками. Заселение внутренней 
поверхности импланта эндотелиальными клетками обе-
спечивает адеватное высвобождения факторов, регули-
рующих тромбогенез/фибринолиз и активацию и(или) 
ингибирование тромбоцитов эффективно повышает про-
ходимость импланта [1]. В результате образуется сосуди-
стый эндотелий, который может сохранять антитромбо-
тические свойства и ингибировать гиперплазию интимы.

В нашей работе был разработан метод поверхностной 
модификации поликапролактоновых нановолокон ами-
ногруппами для повышения адгезии, выживаемостии 
пролиферативной активности эндотелиальных клеток. 
Былиотработаны режимы осаждения тонких плазмен-
ных полимеров, содержащих NH2 группы в зависимости 
от напряжения (от 30 до 60 W) и режима нанесения (по-
стоянный или импульсный разряд). Клетки, посаженные 
на скаффолд оценивались при помощи окрашиванием 
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ядер флуоресцентным красителем Hoechst33342, про-
лиферацию оценивали при помощи набора Click-iT™ EdU 
Cell Proliferation Kit. Также оценивался митохондриаль-
ный потенциал клеток при помощи TMRM Assay Kit.

В результате было продемонстрировано, что моди-
фикация аминослоем поверхности поликапролактона 
значимо повышает заселение скаффолда эндотелиаль-
ными клетками. Причем импульсный режим нанесения 
полимера позволяет формировать полимерный слой, 
значимо больше стимулирующий пролиферацию и обра-
зование полноценного слоя эндотелиальных клеток.

Таким образом представленная в работе модифи-
кация поверхности инертных синтетических волокон 
аминогруппами позволяет значимо повысить скорость 
заселения их эндотелиальными клетками от пациента, 
тем самым повысить качество импланта, снизить риск 
тромбообразования и повысить успешность шунтиро-
вания. Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского Фонда Фундаментальных Исследований 
(№ 20-52-26020).
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Лиганд, индуцирующий апоптоз, связанный с факто-
ром некроза опухоли (TRAIL) является одним из наибо-
лее перспективных среди терапевтических цитокинов, 
которые избирательно индуцирует апоптоз в опухолевых 
клетках. Доставка TRAIL в очаг опухоли с помощью мем-
бранных везикул мезенхимных стволовых клеток (МСК) 
представляет интерес в качестве нового метода бескле-
точной терапии онкологических заболеваний.

В настоящей работе индуцированные мембранные 
везикулы (иМВ) из генетически модифицированных 
МСК-TRAIL получали путем обработки клеток цитоха-
лазином В (Sigma-Aldrich, США). Противоопухолевый 
эффект иМВ-TRAIL исследовали на ксенографтной 
модели мышей с аденокарциномой молочной железы. 
Эксперименты проводили в соответствии с протокола-
ми, утвержденными локальным этическим комитетом 
Казанского (Приволжского) федерального университе-
та (КФУ). Для создания опухолей иммунодефицитным 
мышам подкожно вводили клетки аденокарциномы мо-
лочной железы человека линии MCF-7. При достижении 
опухоли размера 100 мм3 животным вводили 50 мкг на-
тивных иМВ или иМВ-TRAIL в 20 мкл физраствора, либо 
20 мкл физраствора в качестве контроля. Инъекции 
иМВ осуществляли в область опухоли в течение 12 дней 

с интервалом в два дня. Уровень экспрессии апоптотиче-
ских генов CAS8, BCL-2 и BAX и уровень белка СAS3 в го-
могенатах опухоли определяли с помощью ПЦР в режиме 
реального времени и вестерн блот анализом.

Было показано увеличение уровня мРНК гена 
CAS8 в 1,8 раз в группе мышей, получавших инъекции 
иМВ-TRAIL, по сравнению с контролем. Экспрессия анти-
апоптотического гена BCL-2 в этой же группе животных 
не изменилась, в то время как уровень мРНК проапоп-
тотического гена BAX был увеличен в 1,4 раза, что ука-
зывает на активацию апоптотического каскада и ин-
дукцию гибели опухолевых клеток. Вестерн блот анализ 
выявил увеличение уровня ключевого белка апоптоза 
CAS3 в 1,7 раз у животных, получавших инъекции иМВ-
TRAIL, по сравнению с контролем.

Полученные результаты указывают на то, что иМВ-
TRAIL способны активировать внешний сигнальный 
путь апоптоза и индуцировать гибель опухолевых клеток 
у мышей с ксенографтной моделью аденокарциномы 
молочной железы. Таким образом, использование иМВ-
TRAIL может стать эффективным инструментом для те-
рапии рака молочной железы. Работа выполнена за счет 
средств программы стратегического академического 
лидерства Казанского (Приволжского) федерального 
университета (ПРИОРИТЕТ-2030) и гранта Российского 
научного фонда № 18-74-10044.
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Болезнь Паркинсона (БП) — нейродегенеративное 
заболевание, обусловленное гибелью дофаминерги-
ческих нейронов черной субстанции среднего мозга. 
Наследственная форма БП может быть вызвана мута-
циями в различных генах, одним из которых является 
ген GLUD2. Этот ген кодирует митохондриальный фер-
мент глутаматдегидрогеназу 2-го типа, участвующую 
в окислительном дезаминировании глутамата. Мутация 
с.1492T>G в гене GLUD2 ведет к усилению работы фер-
мента, что в свою очередь приводит к гибели дофаминер-
гических нейронов [1].

Для изучения фенотипического проявления мутации 
с.1492T>G в гене GLUD2 были получены линии ИПСК 
путем репрограммирования мононуклеарных клеток пе-
риферической крови пациента мужского пола, гемизи-
готного по данной мутации. Для получения релевантного 
типа клеток была проведена направленная дифференци-
ровка ИПСК пациента и условно здоровых людей в астро-
глиальные клетки и дофаминергические нейроны.

Оценка фенотипического проявления данной мута-
ции проводилась с помощью конфокальной микроскопии 
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и статистического анализа. Полученные производные 
окрашивались митотрекером и потенциал-зависимым 
красителем TMRM. Статистический анализ показал, что 
в полученной клеточной модели количество активных 
митохондрий в нейральных производных ИПСК пациента 
с мутацией достоверно (p-value < 0,05) ниже, чем в кон-
трольных линиях

Таким образом, мы показали, что мутация в гене 
GLUD2, вероятно, приводит к снижению количества ак-
тивных митохондрий в астроцитах и дофаминергических 
нейронах, это может быть связано с перенасыщением 
цикла Кребса и образованием большого количества 
АФК. В результате усиленной работы фермента митохон-
дрии разрушаются, что является одной из основных при-
чин развития болезни Паркинсона [2]. Работа поддержа-
на грантом РНФ № 19-75-20063.
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Понимание биологических механизмов процессов 
старения необходимо для предупреждения и замедления 
развития возраст-ассоциированных заболеваний (ВАЗ). 
Одной из ведущих причин старения организма считает-
ся накопление в различных тканях т. н. сенесцентных, или 
стареющих, клеток (СК). Клеточное старение является 
необходимым для обновления тканей и их регенерации, 
но избыточное накопление СК приводит к активации хро-
нического асептического воспаления, дисфункции тканей 
и развитию ВАЗ. В настоящее время активно разрабаты-
ваются подходы к селективной элиминации СК, контролю 
их активности и реверсии сенесцентного состояния[1].

Для оценки вклада СК в развитие старения и патоге-
нез ВАЗ необходимы релевантные и надежные биомар-
керы таких клеток. В качестве такого биомаркера часто 
используется экспрессия ингибиторов клеточного цикла 
(например, р16/INK4a). В клинической практике марке-
рами ВАЗ являются жесткость сосудистой стенки, неко-
торые гемодинамические и метаболические параметры, 
а также содержание отдельных цитокинов и факторов 

роста в крови. В данной работе мы изучали взаимосвязи 
между установленными клиническими системными био-
маркерами старения и развития ВАЗ и биомаркерами 
СК на тканевом и клеточном уровнях.

В исследование было включено 38 пациентов старше 
65 лет (средний возраст 70 ± 4,9лет), у которых проводи-
ли оценку традиционных факторов риска сердечно-со-
судистых заболеваний, жесткости артериальной стенки, 
а также получали биоматериалы (периферическая кровь, 
кожа, подкожная жировая клетчатка), из которых за-
тем выделяли различные типы клеток (мононуклеарные 
клетки крови (МНК), фибробласты (ФБ) и мезенхимные 
стромальные клетки (МСК)), а также проводили гистоло-
гический анализ биоптатов с целью оценки различных 
маркеров СК.

С помощью корреляционного анализа была подтверж-
дена сильная значимая связь экспрессии р16 в тканях 
с возрастом (r=0,6, p<0,001), что соответствует лите-
ратурным данным [2], на организменном уровне выяв-
лена его связь со скоростью пульсовой волны (r=0,394, 
p=0,015), уровнем VCAM-1 (r=0,312, p=0,006) в систем-
ном кровотоке и уровнем мРНК р16 в МНК (r=0,380, 
p=0,046). Статистически значимые корреляции были 
выявлены с показателями пролиферации ФБ и МСК 
в культуре и приобретением клетками секреторного 
фенотипа, ассоциированного со старением (SASP): так, 
уровень р16 значимо коррелировал с уровнем IL-6 (силь-
ная связь) и MCP-1 (слабая связь) в секретоме клеток. 
Результаты многофакторного линейного регрессионного 
анализа подтвердили, что независимо от возраста с экс-
прессией р16 связаны показатели пролиферации выде-
ленных клеток и IL-6 в составе SASP.

Таким образом, мы установили наличие взаимос-
вязей между биомаркерами накопления СК в тканях 
и в клетках, выделенных из этих тканей в культуру, а так-
же выраженностью клинических биомаркеров старения. 
Полученные данные необходимы для успешной трансля-
ции в клинику подходов, направленных на регуляцию со-
держания СК в различных тканях. Исследование выпол-
нено в рамках государственного задания МНОЦ МГУ им. 
М.В. Ломоносова.
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Фибробласты десны участвуют в воспалительных ре-
акциях и ремоделировании структур пародонта за счет 
продукции цитокинов, которые активируют миграцию 
тучных клеток и макрофагов, способствуя восстановле-
нию тканей [1, 2, 3, 4].

Целью исследования стало изучение механизмов, на-
правленных на регуляцию численности десневых фибро-
бластов, тучных клеток и макрофагов при хроническом 
воспалении у людей молодого возраста (20–40 лет).

Материалы и методы. Проанализированы 32 образ-
ца десны человека 20–40 лет, полученных при биопсии. 
Все пациенты были разделены на 3 группы: контрольная 
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группа — пациенты без воспаления пародонта, группа 
с воспалением пародонта — пациенты с хроническим 
пародонтитом легкой/средней степени тяжести, группа 
после лазеротерапии — пациенты с хроническим паро-
донтитом после терапии диодным лазером. В исследова-
нии использовали окраску гематоксилином-эозином для 
выявления фибробластов, окраска полихромным толуи-
диновым синим по методу Унна для определения тучных 
клеток. Иммуногистохимическое исследование проводи-
ли с использованием моноклональных мышиных антител 
против антигена CD68 (Dako) в разведении 1:100, для 
подсчета численности макрофагов.

В результате исследования установлено, что тучные 
клетки и макрофаги располагались по ходу кровенос-
ных сосудов собственной пластинки десны в образцах 
всех групп. При хроническом воспалении тучные клетки 
секретировали незрелый гепарин, после лазерного облу-
чения происходило торможение секреторной активности 
данных клеток. Фибробласты располагались в собствен-
ной пластинке десны равномерно.

При хроническом воспалении число фибробла-
стов, тучных клеток, макрофагов было выше, по срав-
нению с контрольной группой. Воздействие диодного 
лазера способствовало уменьшению численности фи-
бробластов и увеличению численности тучных клеток 
и макрофагов.

Заключение. Применение диодного лазера у пациен-
тов 20–40 лет с хроническим воспалением пародонта 
связано с восстановлением численности фибробластов 
десны и увеличением числа макрофагов, тучных клеток. 
Лазерное облучение снижает секреторную активность 
тучных клеток, способствуя созреванию в них гепарина.
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Грыжи межпозвоковых дисков шейного отдела по-
звоночника являются частой причиной боли в шейном 
отделе позвоночника, верхних конечностях и вызывают 
связанную с компрессией невральных структур патоло-
гическую неврологическую симптоматику — 3,3 случая 
на 1000 человек. Среди данной группы пациентов при-
близительно 8–12% нуждаются в оперативном лече-
нии. Стандартом хирургического лечения пациентов 
с грыжами межпозвонковых дисков шейного отдела по-
звоночника является передняя шейная дискэктомия [1]. 

Для создания спондилодеза после дискэктомии при-
меняются межпозвонковые кейджи. Они производят-
ся из высокотемпературного полукристаллического 
полимера полиэфирэфиркетона (PEEK) или из метал-
ла, преимущественно титана. Использование данных 
имплантов сопровождается риском развития их не-
стабильности в позднем послеоперационном периоде. 
Биодеградируемые импланты в течение 6–12 месяцев 
после операции замещаются собственной костной тка-
нью и за счёт этого минимизируется риск возникновения 
нестабильности. На мировом рынке существует един-
ственный межтеловой биодеградируемый кейдж, произ-
веденный во Франции в 2009 г. [2], который не получил 
распространения в связи с высокой стоимостью произ-
водства, тогда как на отечественном рынке аналогов нет.

В отделении хирургии позвоночника РНЦХ им. акад. 
Б.В. Петровского планируется создание биосовмести-
мого биодеградируемого устройства для стабилизации 
шейных позвонков при операциях на шейном отделе по-
звоночника. Разработка данного устройства при опера-
циях на шейном отделе позвоночника позволит улучшить 
результаты хирургического лечения дегенеративных 
заболеваний шейного отдела позвоночника и миними-
зировать риск развития инфекционных осложнений 
и нестабильности, а именно улучшить показатели фор-
мирования корпородеза после операции. Учитывая от-
сутствие подобных устройств на отечественном рынке, 
а также лишь один импортный аналог с высокой стоимо-
стью, разработка указанного кейджа является актуаль-
ной задачей с позиции импортозамещения. В настоящее 
время разработан и изготовлен опытный образец кейд-
жа с применением аддитивных технологий, проводятся 
комплексные испытания для изучения свойств материа-
лов для выбора наиболее подходящего.
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Ишемический инсульт — одно из тяжелейших забо-
леваний с высокой инвалидизацией и смертностью на-
селения. Для понимания процессов, лежащих в основе 
повреждения и восстановления неврологических функ-
ций после ишемического повреждения головного мозга, 
а также для исследования протективных свойств лекар-
ственных препаратов активно используется модель об-
ратимой окклюзии средней мозговой артерии (tМСАО). 
В представленной работе нами проведено гистологи-
ческое исследование формирования зон повреждений 
в головном мозге крыс в условиях tМСАО, а также мор-
фофункциональное изучение сравнительной эффектив-
ности двух пептидов меланокортинового ряда — АКТГ(4-
7)PGP (семакс) и АКТГ(6-9)PGP на выраженность 
ишемических повреждений в коре больших полушарий 
по морфометрическим показателям нейронов, окрашен-
ных по методу Ниссля, и критерию пролиферативной ак-
тивности нейроглиальных клеток.

В работе была использована модель tMCAO, осно-
ванная на эндоваскулярной окклюзии правой средней 
мозговой артерии (ПСМА) с помощью монофиламента 
в течение 90 минут и последующего восстановлении 
кровотока. Патоморфологическое изучение зон ише-
мического повреждения в головном мозге крыс про-
водили через 24ч после обратимой окклюзии ПСМА. 
Количественные характеристики нейронов, использо-
ванные при морфометрии, включали объемную плот-
ность нейронов, площадь сечения нейронов, количе-
ство нейронов на 1 мм2. По данным морфометрии 
у крыс, подвергнутых tМСАО, после применения семак-
са и АКТГ(6-9)PGP объемная плотность содержания 
нейронов и их размеров в перифокальной зоне инфар-
кта достоверно увеличились по сравнению с крысами, 
получавшими физраствор.

Иммуногистохимические исследования пролифера-
тивной активности нейроглиальных клеток проводили 
с использованием поликлональных кроличьих антител 
к ядерному антигену пролиферирующих клеток PCNA. 
Через сутки после окклюзии у крыс, получавших пеп-
тиды, на препаратах, иммуноокрашенных на PCNA, 
визуально отмечалась картина пролиферации нейро-
прогениторных клеток в ростральном отделе боковых 
желудочков, их миграция в зоны ишемического повреж-
дения, а также расширение зон пролиферации нейрогли-
альных клеток в стриатуме. Количественная плотность 
пролиферирующих клеток статистически значимо уве-
личилась в неповрежденной коре и в пенумбре. Таким 
образом, результаты проведенных нами морфофунк-
циональных и иммуногистохимических исследований 
позволили объективно верифицировать однонаправ-
ленное нейропротективное действие пептидов семакса 
и АКТГ(6-9)PGP при фокальной ишемии-реперфузии 
головного мозга у крыс. Исследование выполнено при 
финансовой поддержке гранта Российского научного 
фонда № 19-14-00268-П.
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В настоящее время распространенность ожирения 
и сахарного диабета 2 типа (СД2Т) существенно нараста-
ет и занимает важную позицию в структуре заболеваемо-
сти человеческой популяции. Поэтому фундаментальная 
и клиническая науки в своих исследованиях фокусиру-
ются на поиске патогенетических и протективных фак-
торов, которые вовлечены в развитие метаболических 
нарушений при ожирении. Большой сальник является 
представителем висцеральной жировой ткани, который 
существенно вовлечен в увеличение жировой массы при 
ожирении. Тем не менее, в настоящее время взаимоот-
ношения между прогениторными и зрелыми клетками 
висцеральной жировой ткани и другими жировыми депо 
остаются недостаточно изученными. В представленном 
исследовании мы проанализировали способность вис-
церальных мезенхимных стромальных клеток жировой 
ткани воздействовать на здоровые МСК и адипоциты 
подкожной жировой ткани

Эксперимент проводили на пулированных культу-
рах МСК подкожной жировой ткани (пМСК) здоровых 
пациентов и МСК висцеральной жировой ткани (вМСК) 
пациентов с ожирением и нормальной глюкозной то-
лерантностью (НГТ) или наличием СД2Т. Фенотип по-
верхностных маркеров клеток был охарактеризован 
с помощью проточной цитометрии. Сокультивирование 
осуществляли в системе Transwell, мембрана полиэ-
тилен, диаметр пор 0,4 мкм. Формирование липидных 
капель оценивали с помощью липофильного краси-
теля BODIPY493/503 и конфокальной микроскопии. 
Метаболизм клеток после сокультивирования оцени-
вали с помощью радиоактивно меченой 14С-глюкозы 
и иммуноблоттинга на маркеры метаболизма липидов 
и активности митохондрий. Секретом висцеральных МСК 
ЖТ оценивали с помощью системы мультиплексного 
анализа цитокинов.

Мы показали что висцеральные МСК ЖТ как НГТ, 
так и СД2Т больных имеют мезенхимальный фенотип, 
однако для висцеральных МСК ЖТ в сравнении с под-
кожными МСК ЖТ была отмечена усиленная экспрессия 
CD29, а также пониженная экспрессия CD90, CD140b 
и IGF1R. Совместный адипогенез продемонстрировал 
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способность висцеральных МСК ЖТ с СД2Т увеличи-
вать липидные капли в составе здоровых адипоцитов, 
а также стимулировать накопление жирных кислот. 
Сокультивирование висцеральных МСК ЖТ с здоро-
выми зрелыми адипоцитами усиливало образование 
триглицеридов в здоровых адипоцитах, в то время как 
висцеральные МСК ЖТ НГТ пациентов активировали 
метаболизм здоровых адипоцитов. Секретом висце-
ральных МСК ЖТ пациентов с НГТ характеризовался 
наличием высоких концентраций провоспалительных ци-
токинов, а также хемоаттрактантов миелоидных клеток 
и факторов ангиогенеза по сравнению с висцеральными 
МСК ЖТ с СД2Т.

Таким образом, представленное исследование де-
монстрирует критически важную роль паракринных вза-
имодействий между висцеральной и подкожной жировы-
ми тканями как на уровне прогениторных, так и на уровне 
зрелых клеток. Механизмы данных взаимодействий мо-
гут быть различными и два из них продемонстрированы 
в представленной работе: прямой обмен метаболитами 
и секреция цитокинов. Работа выполнена при поддержке 
гранта Российского научного фонда № 22-15-00365.
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Травмы спинного мозга являются причиной форми-
рования кист, которые сдавливают спинной мозг, пре-
пятствуют проведению нервных импульсов и нейрореге-
нерации. Клеточная терапия — перспективная стратегия 
для лечения посттравматических кист спинного мозга. 
Как известно, важную роль в регенерации нервной ткани 
после повреждения играют нейротрофические факторы. 
Так, нейротрофин-3 (NT-3) может регулировать выжива-
ние нейронов, стимулировать рост аксонов, формирова-
ние синапсов и другие процессы нейропластичности [1]. 
Экспрессия нейротрофинов значительно снижена в хро-
нической фазе повреждения спинного мозга, что требу-
ет их экзогенного введения [2]. Целью данной работы 
является оценка эффективности применения NT-3 при 
совместной трансплантации с клетками обонятельной 
выстилки в посттравматические кисты спинного мозга.

В исследовании были использованы образцы обоня-
тельной выстилки, полученные при плановом хирургиче-
ском вмешательстве в Отделении пластической хирургии 
УКБ № 1. Были получены информированные согласия 
от всех пациентов. Эксперименты на крысах линии Вистар 
проводили в соответствии с «Правилами проведения 

работ с использованием экспериментальных животных». 
Все исследования были одобрены Локальным этическим 
комитетом ФГБОУ ВО РНИМУ им. Н.И. Пирогова МЗ РФ. 
Из обонятельной выстилки человека и крыс были получе-
ны обкладочные клетки по разработанным нами протоко-
лам [3]. Образование кисты подтверждали методом МРТ 
через 4 недели после экспериментальной травмы спин-
ного мозга крыс. Обкладочные клетки человека и крыс 
в количестве 750 тысяч и комбинированные препараты 
из того же количества клеток и NT-3, 500 нг. в образце, 
трансплантировали в область кист (n=10 для каждого 
исследуемого образца) через 4 недели после травмы. 
Контрольной группе вводили среду без клеток (n=10). 
В течение 4 недель после трансплантации оценивали 
восстановление подвижности задних конечностей крыс, 
используя 21-балльную шкалу открытого поля (ВВВ).

В результате было показано, что NT-3 усилива-
ет эффективность применения обкладочных клеток 
обонятельной выстилки человека для улучшения под-
вижности задних конечностей крыс при посттрав-
матических кистах спинного мозга. Эффективность 
применения NT-3 при совместной трансплантации 
с обкладочными клетками крыс не была выявлена. 
Комбинированный препарат из аутологичных обкладоч-
ных клеток человека и NT-3 в будущем может приме-
няться в области нейрохирургии для лечения пациентов 
с посттравматическими кистами спинного мозга. Работа 
выполнена при поддержке государственного задания 
№ 056-00017-20-00 от 25.12.2019 г.

Литература:
1. Keefe K.M., Sheikh I.S., Smith G.M. Int. J. Mol. Sci. 2017. V. 18. 

P. 548. doi:10.3390/ijms18030548.
2. Lin X.-Y., Lai B.-Q., Zeng X. et al. Cell Transplantation. 2016. V. 

25. P. 1425–1438.
3. Stepanova O.V., Voronova A.D., Chadin A.V. et al. Stem Cells 

Dev. 2019. V. 28. № 18. P. 1253–1263.

ВКЛАД ПАРАКРИННЫХ ФАКТОРОВ 
В РАЗВИТИЕ ГЕТЕРОЛОГИЧЕСКОЙ 
СЕНСИТИЗАЦИИ МУЛЬТИПОТЕНТНЫХ 
МЕЗЕНХИМНЫХ СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕТОК

Д.А. Степанова, В.И. Чечехин, 
К.Ю. Кулебякин, П.А. Тюрин-Кузьмин

Кафедра биохимии и мол. медицины, 
Факультет фундаментальной медицины МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

e-mail: stepanova.daria.farm@mail.ru

Ключевые слова: мультипотентные мезенхимные стро-
мальные клетки, гетерологическая сенситизация, норадре-
налин, серотонин.

Мультипотентные мезенхимные стромальные клетки 
(МСК) — стволовые клетки стромы, способные к диф-
ференцировке в остеобласты, миоциты, хондроциты, 
адипоциты, и к паракринной саморегуляции [1]. Ранее 
мы обнаружили присущий МСК феномен, при котором 
норадреналин и серотонин вызывают повышение чув-
ствительности тех же клеток к норадреналину, который 
был назван гетерологической сенситизацией. Цель дан-
ной работы: определить вклад паракринных факторов 
в развитие гетерологической сенситизации МСК.

Сначала мы показали, что смена среды уменьшает 
степень развития сенситизации, вызванной гормонами. 
Для этого мы преинкубировали клетки с норадреналином 
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или серотонином с последующей сменой среды в части 
лунок. В результате наблюдали повышение числа от-
вечающих кальцием клеток, подвергшихся длительной 
инкубации после воздействия гормонами, по сравнению 
с клетками, которые были отмыты от среды, содержащей 
паракринные факторы, что означает, что в формирова-
нии гетерологической сенситизации принимают участие 
не только внутриклеточные факторы, но и секретируе-
мые паракринные факторы.

Потом мы показали, что механизм сенситизации 
зависит от факторов, выделенных клетками в среду, 
и эти факторы способны стимулировать наивные клет-
ки на повышение их сенситизации. Для этого мы пере-
несли среду с клеток, стимулированных гормонами, 
на наивные клетки. В результате наблюдали, что в клет-
ках, инкубированных в среде, содержащей паракрин-
ные факторы, наблюдалось повышение числа отве-
чающих кальцием клеток, по сравнению с наивными 
клетками, что означает вклад паракринных факторов 
в сенситизацию. Таким образом, мы можем сделать 
вывод, что паракринные факторы играют значимую 
роль в развитии гетерологической сенситизации МСК. 
Исследование выполнено при поддержке РНФ в рам-
ках проекта № 21-15-00311.
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Получение большого числа высокофункциональ-
ных NK-клеток для использования в клинических целях 
требует их предварительной активации, направленной 
на повышение пролиферативного потенциала и цитоток-
сической активности. В данной работе были получены 
модифицированные геном каталитической субъедини-
цы теломеразы (hTERT) NK-клетки и показана функци-
ональная активность вставленного гена. Доказано, что 
введение гена каталитической субъединицы теломера-
зы статистически повышает продолжительность жизни 
клеток, но не приводит к истинной иммортализации [1]. 
Изучена взаимосвязь эффективности ретровирусной 
трансдукции с наличием или отсутствием различных по-
верхностных маркеров NK-клеток. Были показаны раз-
личия в эффективности модификации субпопуляций, 
отличных по уровню экспрессии, KIR2DL2/3. NKG2C 
и HLA-DR [2]. Была отработана методика единовремен-
ной доставки двух трансгенов в NK-клетки. При этом по-
казана функциональная активность трансгенов. Работа 
поддержана грантом РНФ№ 22-75-00110.
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Эндотелий роговицы — монослой клеток, жизненный 
цикл которых in vivo остановлен в G1-фазе. Снижение 
плотности эндотелиальных клеток (ЭК) вызывает по-
вышение проницаемости роговицы для внутриглазной 
жидкости (ВГЖ) и помутнение ее слоев. Как правило, 
это обусловлено наследственной патологией роговицы, 
повреждением ЭК при интраокулярных операциях, повы-
шением внутриглазного давления (ВГД) и др. Для сниже-
ния ВГД применяют ряд лекарственных препаратов (ЛП). 
Часто в качестве консерванта в состав ЛП входит бензал-
кония хлорид (БХ). Цель: оценить цитотоксичность гипо-
тензивных ЛП и БХ на ЭК роговицы человека. Материалы 
и методы. ЭК получали ферментативной диссоциацией 
десцеметовых мембран с эндотелием. Культивирование 
проводили на среде K-SFM при 37°C, 5% CO2, и 100% 
влажности. Плотные колонии ЭК расценивали как мо-
дель монослоя — аналог интактного эндотелия in vivo. 
Для модели отдельных ЭК (аналог поврежденного эн-
дотелия) клетки рассеивали в более низкой плотности. 
Экспозицию ЭК обеих моделей проводили в течение 24 ч. 
с ЛП бримонидина, дорзоламида, тимолола (с БХ в соста-
ве БХ и без него), а также с БХ. Изучали цитотоксичность 
ЛП в разведениях, соответствующих их максимальной 
концентрации (Cmax) в ВГЖ (бримонидин — 1,2 мкг/мл, 
дорзоламид — 3 мкг/мл, тимолол — 3 мкг/мл) [1, 2, 3] 
и превышающих её в 10 и 100 раз. Влияние БХ изучали 
в концентрациях, равных его содержанию в изучаемых 
разведениях ЛП. Морфологические изменения моно-
слоя и отдельных ЭК оценивали фазово-контрастной 
микроскопией. На модели отдельных ЭК также выпол-
няли MTS-тест. Результаты. Выявлены патологические 
изменения отдельных ЭК — под действием дорзоламида 
(без БХ), монослоя и отдельных ЭК — под влиянием тимо-
лола (без БХ) в концентрациях, превышающих их Cmax 
во ВГЖ в 10, 100 раз. Дорзоламид и тимолол (оба с БХ) 
в концентрациях, превышающих Cmax во ВГЖ в 10 раз, 
цитотоксичны для отдельных ЭК. Увеличение концентра-
ции дорзоламида (с БХ) в 100 раз способствует умерен-
ным изменениям монослоя и снижению выживаемости 
ЭК на 21,4% (p<0,05). Тимолол (с БХ) в концентрации, 
превышающей Cmax в 100 раз, приводит к гибели мо-
нослоя и снижает выживаемость ЭК на 79% (p<0,05). 
Бримонидин (с БХ) в этом разведении, вызывает апоптоз 
ЭК монослоя и снижение выживаемости ЭК на 68,8% 
(p<0,05). Сходные изменения монослоя и отдельных 
ЭК возникают при экспозиции с БХ в концентрациях, рав-
ных его содержанию в изучаемых ЛП в этих разведениях. 
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Выводы. Антиглаукомные ЛП, содержащие БХ, могут 
в высоких концентрациях нарушать структуру и функци-
ональные свойства ЭК. Применение данных ЛП нецеле-
сообразно при низкой плотности ЭК роговицы и после 
кератопластики.
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Мыши Acomys (иглистая мышь) — малоизученная 
удобная модель для изучения эмбриогенеза, так как 
у этих мышей более длительный период беременности 
39–40 дней [1], 2–4 мышонка в помете, рождающие-
ся с высокой степенью морфофункциональной зрело-
сти [2]. До сих пор нет единой точки зрения и доказа-
тельств какие из двух основных типов клеток островков 
Лангерганса, α- или β-клетки, появляются первыми в про-
цессе эмбрионального гистогенеза поджелудочной же-
лезы [3, 4]. Поэтому целью нашего исследования было 
изучение экспрессии инсулина и глюкагона в поджелу-
дочной железе иглистых мышей в процессе пренаталь-
ного развития.

Материалы и методы. Исследование было проведено 
на мышах Acomys, были изучены 15-е, 19-е, 22-е, 24-е, 
28-е, 34-е, 38-е сутки (Е) гестации. До Е28 исследовали 
целые эмбрионы, на более поздних сутках проводили за-
бор фетальной поджелудочной железы. Гистологические 
срезы окрашивали иммуногистохимически с использова-
нием антител к инсулину (Novocastra) и глюкагону (Dako).

Результаты. Первые глюкагон-позитивные клетки 
были обнаружены на Е19. На сроке Е22 выявлены пер-
вые инсулин-позитивные клетки. Между Е22 и Е28 инсу-
лин-позитивные клетки единичны, далее их количество 
резко увеличивается, и на сроке Е34 выявляются инсу-
лин-позитивные клетки преимущественно в центральной 
части островков Лангерганса. Количество глюкагон-по-
зитивных клеток растет постепенно от Е19 к Е34.

Формирование кластеров, подобных островкам, на-
чинается со срока Е22. Островки Лангерганса становят-
ся отчетливо различимы с Е34, в которых инсулин-пози-
тивные клетки занимают преимущественно центральную 
часть островка и располагаются группами, в виде ленты, 
или рассеяны по всему островку неорганизованным об-
разом. Глюкагон-позитивные клетки на поздних сроках 
гестации находятся преимущественно на перифериче-
ской части островка, и встречаются единичные клетки 
в паренхиме органа.

Выводы. Таким образом, у иглистых мышей в процес-
се пренатального развития α-клетки появляются раньше, 
чем β-клетки. Увеличение количества глюкагон-позитив-
ных клеток идет постепенно, а инсулин-позитивных кле-
ток — скачкообразно, основной момент кратного роста 
количества β-клеток происходит с Е28 до Е34. У игли-
стых мышей островковый эндокринный аппарат под-
желудочной железы сформирован к моменту рождения. 
Работа выполнена в рамках Программы академического 
стратегического лидерства Казанского Федерального 
Университета (Приоритет-2030).
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На долю герниопластики приходится 20% всех опера-
ций в абдоминальной хирургии. При этом в 26% случа-
ев в позднем послеоперационном периоде развивается 
рецидив грыжи. Натяжная герниопластика, лишённая 
этого недостатка, не позволяет ушивать крупные грыжи 
ввиду опасности развития дыхательной недостаточно-
сти. Альтернативой может служить ненатяжная пластика 
с использованием синтетического материала. Однако 
их применение сопряжено с риском рецидива, появления 
парестезий или хронического болевого синдрома.

Это делает актуальным поиск замены существующим 
материалам для пластики грыж. Перспективной альтер-
нативой представляется ацеллюлярный дермальный ма-
трикс (АДМ), получаемый путём обесклечивания дермы 
свиньи.

Целью исследования был морфологический анализ 
отдалённых результатов имплантации ацеллюлярного 
дермального матрикса для закрытия грыжевого дефекта 
в условиях экспериментальной модели.

Для моделирования вентральной грыжи у поросён-
ка породы Ландрас была рассечена белая линия жи-
вота. После заживания послеоперационной раны вы-
полнили герниопластику с помощью АДМ, полученного 
путём обработки свиной дермы растворами Тритона 
Х-100 и трипсина. Через 120 дней животное вывели 
из эксперимента. Ткани из области ушивания грыжи 
подвергли гистологическому исследованию. Помимо ру-
тинной окраски гематоксилином-эозином, использовали 
трихром по Массону и иммуногистохимическую реакцию 
с антителами к CD31, CD68 и коллагену I типа.
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В препаратах, окрашенных гематоксилином-эози-
ном и трихромом по Массону, выявили хорошо развитую 
плотную соединительную ткань с незначительным ко-
личеством кровеносных сосудов. При этом воспаление 
полностью отсутствовало, кроме того, не обнаружено со-
единительно-тканной капсулы на границе собственных 
тканей животного и имплантированного матрикса. АДМ 
характеризовался прорастанием умеренного количества 
тонкостенных капилляров с нормально сформирован-
ной эндотелиальной выстилкой, о чём свидетельствует 
высокий уровень экспрессии эндотелиоцитами молекул 
клеточной адгезии CD31. Клеточный компонент имплан-
тированного матрикса также был хорошо выражен. При 
этом иммунофенотипирование выявило лишь единич-
ные CD68-позитивные макрофаги.

Результаты гистологического и иммуногистохимиче-
ского исследования говорят о полной интеграции АДМ 
в собственные ткани животное, а также об отсутствии его 
иммуногенности. Таким образом он представляется пер-
спективным материалом для герниопластики.
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Раннее было показано, что роговица человека может 
быть источником стромальных клеток (hCSCs): керато-
цитов и фибробластов. В последние годы значительно 
увеличилось количество пациентов, подвергающихся 
лазерной коррекции миопии и астигматизма методом 
ReLEx SMILE, при котором в толще роговицы формиру-
ется диск (лентикула) и затем удаляется через малый 
разрез в роговице. Учитывая дефицит роговицы, осо-
бенно ее переднецентральной части, мы предлагаем 
использовать свежие лентикулы в качестве источника 
hCSCs. Фибробласты роговицы обладают пластично-
стью и могут становиться покоящимися кератоцитами 
при культивировании в бессывороточной среде для ро-
ста кератоцитов (KGM), с добавлением аскорбиновой 
кислотой, ITS и bFGF.

Цель исследования: выделение hCSCs из нового ис-
точника — стромальных ReLEx SMILE лентикул и про-
ведение сравнительного анализа морфологии и функ-
циональных свойств фибробластов и фибробластов, 
дифференцированных в кератоциты. hCSCs выделяли 
ферментативным способом из лентикул, полученных по-
сле коррекции зрения 30 пациентов с миопией методом 
ReLEx SMILE. Клетки культивировали в среде DMEM/
F12 с добавлением 10% эмбриональной телячьей сыво-
ротки (ЭТС), 2мМ L-глютамина и 40 мкг/мл гентамици-
на при 37°С в атмосфере с 5% СО2. Дифференцировку 

фибробластов роговицы в кератоциты проводили в се-
лективной среде KGM. Фенотипы клеточных культур опре-
деляли методом проточной цитометрии. Пролиферацию 
и миграцию клеток оценивали с помощью анализатора 
клеток в реальном времени RTCA. Продукцию клетками 
ЭПО, BDNF, VEGF, TNF-альфа, IGF-1, SDF-1a, sICAM-1, ви-
ментина, фибронектина и общего коллагена определяли 
иммуноферментным анализом (ИФА).

hCSCs имели морфологию и фенотип фибробластов 
в ростовой среде с добавлением 10% ЭТС. Они экспрес-
сировали маркеры мезенхимальных клеток CD73 (99,2 ± 
1,62%), CD105 (22,8 ± 2,91%), но не несли CD90, CD34, 
CD45, HLA-DR, а также кератокан и люмикан. После диф-
ференцировки фибробластов в кератоциты, клетки име-
ли вытянутую, дендритоподобную форму, экспрессиро-
вали высокие уровни маркеров кератоцитов: кератокан 
(98,8 ± 1,93, %) и люмикан (81,4 ± 26,64, %), но не мар-
керы фибробластов. По данным анализатора клеток в ре-
альном времени RTCA, фибробласты роговицы обладали 
более выраженной пролиферативной и миграционной ак-
тивностью, по сравнению с кератоцитами. Кондиционная 
среда фибробластов содержала более высокие уровни 
VEGF и виментина. Фибробласты, дифференцированные 
в кератоциты продуцировали более высокие уровни EPO 
и BDNF. Уровень фибронектина, коллагена, SDF-1a, IGF-
1, TNF-альфа и sICAM-1 был одинаковым в кондицион-
ных средах фибробластов и кератоцитов.

Таким образом, наши данные свидетельствуют о том, 
что лентикулы, полученные с помощью ReLEx SMILE, мо-
гут быть источником фибробластов роговицы, которые 
затем могут быть дифференцированы в кератоциты для 
различных задач регенеративной медицины.

C-KIT-ПОЗИТИВНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ 
В ИНТИМЕ АОРТЫ С АНЕВРИЗМОЙ
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У пациентов с аневризмой аорты выявлено значи-
тельное ремоделирование всех ее слоев и, в первую 
очередь, интимы и медии. Изменения в медии аорты 
связаны с преобразованием фенотипа гладкомышечных 
клеток с сократительного на синтетический, изменением 
состава и структуры межклеточного вещества, что при-
водит к нарушению эластичности и прочности стенки со-
суда. Изменения интимы исследованы менее подробно, 
в то время как регенераторный потенциал этого слоя 
является основой сохранения целостности стенки аорты.

Проанализированы интраоперационные биоптаты 
восходящего отдела аорты пациентов с диаметром аор-
ты менее 55 мм (средн. 47,3 ± 5,7 мм) (группа Aо<55, 
18–76 лет, n=44) и 55 мм и более (средн. 61,6 ± 11,2 мм) 
(группа Ao≥55, 29–84 г, n=29). Расширение диаметра 
аорты свыше 55 мм является фактором высокого ри-
ска для ее расслоения и показанием к протезированию. 
Гистологические срезы окрашены гематоксилином и эо-
зином и по Вейгерту. На светооптическом уровне (×100) 
измерена толщина интимы и медии аорты, выраженность 
морфологических изменений определена по 4-балльной 
шкале. Методами иммуногистохимии в стенке аорты вы-
явлены клетки, иммунопозитивные к гладкомышному 
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α-актину, С-kit, CD34, СD44. Результаты сопоставлены 
с данными клиники с использованием методов непара-
метрической статистики.

Толщина интимы*/медии аорты у пациентов груп-
пы Aо<55 составила 79,3 ± 63,1 мкм/1184,0 ± 198,2 
мкм, в группе Ao≥55 — 162,7 ± 177,4 мкм*/1144,3 ± 
288,4 мкм (*Манн-Уитни, p<0,05). У пациентов группы 
Aо<55 по мере дилатации аорты толщина интимы и ме-
дии аорты нарастала (r=0,45; p=0,002; r=0,46; p=0,002). 
У пациентов группы Ao≥55 дилатация аорты коррелиро-
вала с истончением ее медии (r=-0,45; p=0,003), выра-
женной фрагментацией эластических волокон (r=0,41; 
p=0,004) и кистовидной дегенерацией (r=0,44; p=0,002).

Утолщение интимы под воздействием гемодинами-
ческой нагрузки сопровождалось у 27% пациентов по-
явлением в субэндотелиальном слое дилатированной 
аорты С-kit+ стволовых клеток округлой формы, диаме-
тром 6,4 мкм. С-kit+ клетки встречались в интиме аорты 
с наиболее утолщенной медией (r=0,60; p=0,04), разме-
ры которой превышали 1100 мкм. Кроме того, появле-
ние С-kit+ клеток в интиме коррелировало с ее ремоде-
лированием и заселением миофибробласто-подобными 
клетками с СD34+ (r=0,33; p=0,029) и СD44+ (r=0,36; 
p=0,028) иммунофенотипом.

Таким образом, аневризма восходящей аорты сопро-
вождается компенсаторным утолщением интимы/ме-
дии, которое коррелирует с активизацией регенератор-
ного потенциала интимы, появлением в ней C-kit+ клеток 
и изменением её клеточного состава.
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В работе выявлены особенности ультраструктуры 
фибробластоподобных клеток (ФБК) миометрия и тело-
цитов (Тц) при преэклампсии (ПЭ) и при неосложненной 
беременности.

Исследованы образцы миометрия 22 женщин 18–
43 лет на сроке 27–39 недель гестации. У 12 пациен-
ток диагностировали ПЭ, группа контроля — 10 женщин 
с неосложнённой доношенной беременностью. Образцы 
миометрия получены во время кесарева сечения (вне об-
ласти плацентарной площадки), препараты изучены под 
электронным микроскопом. Достоверность различий 
оценивали по U-критерию Манна –Уитни при p<0,05.

У пациенток обеих групп в интерстиции миометрия 
между пучками гладкомышечных клеток и вокруг ма-
точных сосудов обнаружены ФБК веретеновидной или 
звездчатой формы, с длинными отростками. Некоторые 
из этих клеток соответствовали морфологическим крите-
риям Тц [1]. При ПЭ отростки ФБК были толще, чем в кон-
троле и составили 0,37 ± 0,2 мкм и 0,19 ± 0,6 мкм, соот-
ветственно; диаметр клеток был больше (3,2 ± 1,2 мкм 
vs 2,7 ± 1,1 мкм), а диаметр ядер не отличался 

(1,8 ± 0,9 мкм и 1,8 ± 0,8 мкм) в группах ПЭ и контроля. 
В околоядерной зоне цитоплазмы и в отростках Тц вы-
явлены цистерны гранулярного эндоплазматического 
ретикулума, что свидетельствовало об их высокой син-
тетической активности. В некоторых ФБК обнаружены 
ультраструктурные признаки гладкомышечной и макро-
фагальной дифференцировки — фрагменты базальной 
мембраны, сократительные фибриллы с электронно-
плотными тельцами вблизи плазмолеммы, вакуоли, ли-
пидные включения, мелкие фагосомы. Подобные ФБК 
с длинными отростками, по-видимому, представляли 
собой популяцию клеток промежуточной миофибробла-
стической дифференцировки, нередко имели общие 
черты с макрофагами. При ПЭ Тц почти отсутствовали, 
и переходных форм ФБК было значимо больше (р<0,05). 
Феномен ремоделирования мезенхимальных клеток 
с приобретением морфологических признаков фибро-
бластов и макрофагов был ранее описан нами в пла-
центе [2] и в миокарде [3]. Изменение морфологии ме-
зенхимальных клеток показывает, что при ПЭ меняются 
характеристики миометрия. Финансирование: Работа вы-
полнена в рамках ЕГИСУ НИОКТР — 122030200534-4
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Ежегодно миллионы людей страдают от незаживаю-
щих ран и патологических рубцов, что требует создания 
новых эффективных подходов к лечению повреждений 
кожи. Исследования показывают, что около 15 % ран 
остаются не вылеченными через год после обраще-
ния [1], при этом предполагается, что от 1 до 2% насе-
ления развитых стран будут иметь хронические раны 
в течениежизни [2]. Особое значение для успешной 
регенерации кожи играют проангиогенные фактора ро-
ста — фактор роста фибробластов (FGF2) и фактор ро-
ста эндотелия сосудов (VEGF), которые участвуют в об-
разовании новой сосудистой сети, необходимой для 
доставки питательных веществ, кислорода и иммунных 
клеток. Цель данного исследования — оценка проанги-
огенного потенциала плазмидной ДНК pBud-VEGF165-
FGF2, ко-экспрессирующей одновременно и независимо 
гены fgf2 и vegf165, на индукцию локального ангиоге-
неза in vivo. Нами было подкожно, в составе матригеля 
трансплантировано 2×106 HEK293T, трансфицирован-
ных pBud-VEGF165-FGF2, крысам линии Wistar (n=4). 
Контрольной группе животных (n=4) ввели аналогичное 
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количество нетрасфицированных клеток в матригеле. 
Через семь дней область введения имплантов аккуратно 
иссекали и использовали для гистологического анали-
за. Дермальный слой кожи в месте имплантации транс-
фицированных pBud-VEGF165-FGF2 клеток был богато 
васкуляризован большим количеством обильно кровос-
набжаемых разветвленных сосудов различного диаме-
тра. Фрагменты изолированного матригеля с трансфи-
цированными клетками также значительно отличались 
по уровню васкуляризации по сравнению с контролем, 
а именно количеством, размером и длиной проросших 
сосудов, в которых наблюдались внутрисосудистые эри-
троциты, что свидетельствуют о наличии в них кровотока. 
Кроме того, во всех исследованных образцах не была об-
наружена инфильтрация воспалительных клеток. Таким 
образом, подкожная имплантация HEK293T, транс-
фицированных плазмидной ДНК pBud-VEGF165-FGF2, 
ко-экспрессирующей гены fgf2 и vegf165, способствует 
индукции локального ангиогенеза in vivo. Работа была вы-
полнена при финансовой поддержке исследовательско-
го проекта РНФ № 21-75-10035 и в рамках Программы 
стратегического академического лидерства Казанского 
федерального университета (ПРИОРИТЕТ-2030).
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В тканевой инженерии природные полимеры обла-
дают рядом преимуществ по сравнению с синтетиче-
скими, обеспечивая для клеток среду, приближенную 
к естественной. Ранее нами была разработана мето-
дика получения нетканых материалов на основе колла-
гена. Материалы, полученные из растворов коллагена 
в уксусной кислоте, подвергали термической обработке 
для достижения различной степени денатурации в ряду 
коллаген-желатин и стабилизировали генипином. 
Коллагеновые и желатиновые матриксы имплантиро-
вали под кожу мышам линии BalbC на разные сроки. 
На 35й день после имплантации отек и спаянность с под-
лежащими тканями отсутствовали. Гистологическое ис-
следование выявило, что клетки проникали внутрь обо-
их образцов только с торцов или в местах нарушения 
их целостности. Растущие капилляры наблюдались лишь 
в областях, где соединительная ткань образовалась 
между складками образца. Инфильтрация моноцита-
ми наблюдалась по периметру всех образцов, при этом 
в желатиновых образцах наблюдались признаки хрони-
ческого продуктивного воспаления (формирование еди-
ничных гранулем, гигантских клеток инородных тел и тон-
кой капсулы). Коллагеновые образцы резорбировались 

медленнее, гранулемы и гигантские клетки не обнаруже-
ны. Таким образом, желатиновые нетканые материалы 
деградировали быстрее коллагеновых и вызывали более 
выраженную реакцию организма.

Оба типа материалов, сшитых генипином, длительно 
сохранялись в тканях. Через 3 месяца они были хорошо 
различимы на гистологических препаратах, признаки 
воспаления на макроскопическом уровне отсутствовали. 
Окрашивание ализариновым красным выявило кальци-
фикацию только коллагенового материала. Через пол-
года гистологическая картина осталась без изменений: 
интенсивная кальцификация коллагенового материала 
и её отсутствие в желатиновом. Коллагеновые образцы 
стали жесткими, а желатиновые сохранили мягкость, 
подверглись лишь частичной резорбции и сохранили 
структуру. Они не проросли сосудами, оставаясь непро-
ницаемыми для клеток. Кальцификация — серьезное 
препятствие для использования искусственных матери-
алов при реконструкции мягких тканей, хотя может быть 
плюсом в тканевой инженерии кости. Желатин может 
быть перспективным для создания нетканых материа-
лов, ограничивающих проникновение клеточных элемен-
тов внутрь импланта. Работа выполнена при поддержке 
НИЦ «Курчатовский институт».
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Мультиформная глиобластома (МГБ) является наибо-
лее распространенной злокачественной опухолью голов-
ного мозга со средней выживаемостью пациентов около 
15 месяцев [1]. Сложность в исследовании МГБ связана 
с ее высокой гетерогенностью и повышенной инвазив-
ностью [2]. Поскольку способность клеток МГБ прони-
кать в здоровую ткань головного мозга определяется 
сложным взаимодействием между опухолевыми клет-
ками и их микроокружением [3], для изучения органи-
зации опухоли и анализа опухолевого роста используют 
3D-модель миграции клеток из эксплантата (фрагмента 
опухоли, полученного в ходе проведения хирургической 
операции) [4].

В настоящем исследовании анализ подвижности 
клеток МГБ, мигрировавших из эксплантата, прово-
дили с помощью системы прижизненной микроскопии 
CQ1 (Yokogawa, Япония) в течение 24 часов с интерва-
лом съемки 15 минут, используя такие параметры, как 
средняя скорость и извилистость трека. Клетки пред-
варительно окрашивали антителами к мембранно-свя-
занной форме белка теплового шока mHsp70 (Thermo 
Fisher, США), который избирательно экспрессируется 
на поверхности опухолевых, но не нормальных клеток [5]. 
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Мигрировавшие из эксплантата клетки, на основе мор-
фологических параметров и экспрессии mHsp70, раз-
делили на две субпопуляции — фибробластоподобные 
mHsp70-отрицательные (mHsp70–) и опухолевые 
mHsp70-положительные клетки (mHsp70+).

Результаты анализа подвижности показали, что 
средняя скорость движения mHsp70+ клеток суще-
ственно выше, чем mHsp70– клеток. Более того, при 
подавлении mHsp70 низкомолекулярными ингиби-
торами скорость движения mHsp70+ клеток снижа-
лась, что может свидетельствовать о возможном уча-
стии белка в инвазии и миграции опухолевых клеток. 
mHsp70+ клетки также обладали более извилистыми 
треками движения, что может указывать на их высокий 
инвазивный потенциал. Исследование выполнено при 
финансовой поддержке Министерства науки и высше-
го образования Российской Федерации (Соглашение 
№ 075-15-2022-301 от 20.04.2022).

Литература:
1. Vollmann-Zwerenz A., Leidgens V., Feliciello G. et al. Int J Mol Sci. 

2020. V. 21. № 6. P. 1932.
2. Lathia J.D., Heddleston J.M., Venere M. et al. Cell Stem Cell. 

2011. V. 8. № 5. P. 482.
3. Charles N.A., Holland E.C., Gilbertson R. et al. Glia. 2012. V. 60. 

№ 3. P. 502.
4. Soubéran A., Tchoghandjian A. Cancers. 2020. V. 12. № 9. 

P. 2347.
5. Shin B.K., Wang H., Yim A.M. et al. J. Biol. Chem. 2003. V. 278. 

P. 7607.

АУТОЛОГИЧНЫЙ ОБОГАЩЕННЫЙ 
ГЕНЕТИЧЕСКИМ МАТЕРИАЛОМ 
ЛЕЙКОКОНЦЕНТРАТ ДЛЯ ПРЕВЕНТИВНОЙ 
ГЕННОЙ ТЕРАПИИ ИШЕМИЧЕСКОГО 
ИНСУЛЬТА В МОДЕЛИ НА МИНИ-СВИНЬЯХ

С.С. Таргачев, Д.А. Трофимов, 
Г.Г. Кундакчян, А.М. Агаев, Л.А. Новичёнков, 
Р.Р. Гарифулин, А.А. Измайлов, М.Е. Соколов, 
В.А. Маркосян, З.З. Сафиуллов

ФГБОУ ВО Казанский ГМУ Минздрава России, 
Казань, Россия

e-mail: vage.markosyan@gmail.com

Ключевые слова: лейкоконцетрат, превентивная генная те-
рапия, ишемический инсульт, животные модели.

В предыдущих работах нами был разработан эффек-
тивный способ лечения травматического повреждения 
спинного мозга у мини-свиней с помощью аутологичного 
лейкоконцентрата, обогащённого генами, кодирующих 
сосудистый эндотелиальный фактор роста (VEGF), гли-
альный нейротрофический фактор (GDNF) и нейрональ-
ную молекулу клеточной адгезии (NCAM).

В настоящем исследовании мы использовали данный 
препарат с целью генной терапии ишемического инсуль-
та. Эксперименты выполнены на взрослых самках ми-
ни-свиньях (n=6), которым моделировали ишемический 
инсульт головного мозга путем окклюзии средней мозго-
вой артерии с последующей перевязкой сонной артерии 
на противоположной стороне. Опытным животным (n=3) 
за 2 суток до операции внутривенно вводили аутологич-
ный лейкоконцентрат, обогащенный генами vegf165, 
gdnf и ncam1. Контрольным мини-свиньям (n=3) свиньям 
вводили физиологический раствор. В течение 21 сутки 
после моделирования инсульта у подопытных животных 

оценивали двигательную активность с помощью пове-
денческого теста «Открыто поле». Мини-свиней поме-
щали в арену (3×3м), разделенную линиями на 6 одина-
ковых квадратов, и в течение 10 минут подсчитывали 
количество пересеченных линий.

Через три недели эксперимента животных наркоти-
зировали, забирали головной мозг и оценивали объем 
инфаркта мозга. Для измерения абсолютного объема 
инфаркта (АОИ) получали цифровые изображения фрон-
тальных срезов головного мозга толщиной 3 мм, кото-
рые фотографировали с обеих сторон. Относительный 
объем инфаркта (ООИ) высчитывали по формуле: АОИ/
АОИ+объем головного мозга. Выживаемость клеток 
в периинфарктной области изучали иммунофлуорес-
центным методом помощью антител к проапоптотиче-
скому белку (Caspase3) и белку теплового шока 70 кДа 
(Hsp70). На 3-й день после моделирования инсульта 
показано снижение двигательной активности в обе-
их группах животных с последующим восстановлением 
на 7-й и 14-й дни. На 21-й день наибольшее улучшение 
показателей было выявлено в терапевтической группе. 
Макроскопический анализ мозга через 21 день после 
моделирования инсульта выявил очаговый ишемиче-
ский инфаркт, локализованный в височной доле левого 
полушария.

Анализ объемов инфаркта мозга подопытных живот-
ных обнаружил, что у мини-свиней из опытной группы 
объем инфаркта был в два раза меньше, чем контроль-
ной группе. При этом, иммунофлуоресцентое окрашива-
ние показало, что количество клеток, вступивших в апоп-
тоз, было больше в контрольной группе, чем в опытной, 
однако Hsp70-иммупозитивная область не отличалась 
между группами.

Полученные данные свидетельствуют о положитель-
ном влиянии превентивной внутривенной инфузии ау-
тологичного лейкоконцентрата, несущего гены vegf165, 
gdnf и ncam1, на восстановление двигательной актив-
ности и сохранности ткани мозга после моделирования 
ишемического инсульта.
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НА ОСНОВЕ ПРИРОДНЫХ И СИНТЕТИЧЕСКИХ 
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Травмы, получаемые в результате аварий, падений, 
ожогов или военных действий, ежегодно приводят к смер-
ти более 5 миллионов человек во всем мире. Особое 
место в снижении производительности труда и повыше-
нии расходов на медицинское обслуживание занимают 
ожоговые травмы. Несмотря на широкий ассортимент 
перевязочных средств, представленных на парафар-
мацевтическом рынке, нет покрытия, в полной мере 
удовлетворяющего требованиям полифункционально-
го, недорогого и эффективного изделия. В этой связи 
в настоящей работе разработан двухслойный волокни-
стый материал на основе диацетата целлюлозы (ДАЦ) 



228 МАТЕРИАЛЫ V НАЦИОНАЛЬНОГО КОНГРЕССА ПО РЕГЕНЕРАТИВНОЙ МЕДИЦИНЕ

Гены & Клетки XVII, № 3, 2022

и поли-(L-лактид-со-ε-капролактона) (ПЛК) в соотноше-
нии 70:30. В нем в качестве модели базальной мембраны 
использован нетканый материал из ПЛК, предназначен-
ный для формирования слоя эпителиальных кератино-
цитов и предотвращения взаимопроникновения клеток 
эпителия и дермы при регенерации кожного покрова. 
Второй слой представлял собой 3D каркас из ДАЦ, пред-
назначенный для формирования дермы, заселяемой 
фибробластами. Оба слоя были изготовлены методом 
электроформования и затем модифицированы реком-
бинантными спидроинами (РС) и/или модифицирован-
ными мономерами РС (ММ) с гепарин связывающим 
пептидом (HBP) и с тетрапептидом RGDS для повыше-
ния биосовместимости и способности к васкуляризации 
и формированию грануляционной ткани при подкожном 
имплантировании мышам. Для придания антибактери-
альной активности в состав каждого волокнистого мате-
риала вводился антибиотик — гентамицин. Полученные 
результаты показали, что введение РС в комбинации 
с ММ с HBP и ММ с RGDS вызывает значительное уси-
ление адгезивных свойств и способности к васкуляриза-
ции и формированию грануляционной ткани у нетканых 
матриксов на основе синтетических материалов, что 
существенно повышает перспективы использования 
РС и их комбинаций с биологически активными пептида-
ми для регенеративной медицины. Волокнистый матери-
ал на основе ПЛК продемонстрировал антибактериаль-
ную активность по отношению к штамму E. coli MC1061. 
Работа выполнена в рамках внутреннего гранта НИЦ 
«Курчатовский институт» № 2755 и государственного 
задания НИЦ «Курчатовский Институт».
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Коллагеновые мембраны широко используются в ме-
дицине для костной пластики, закрытия дефектов сосудов 
и сердца и т. п. вследствие высокой биосовместимости, 
разнообразия механических свойств, контролируемой 
кинетики биодеградации, способности коллагена связы-
ваться с различными биологически активными соеди-
нениями и стимулировать процесс регенерации тканей. 
В хирургической стоматологии коллагеновые мембраны 
используются в качестве барьера, временно разделяю-
щего зону регенерации костной ткани от окружающих 
кость мягких тканей, для удержания имплантированных 
остеопатических материалов в зоне репаративного осте-
огенеза, а также для оптимизации регенерации мягких 
тканей. Одним из лидеров среди коллагеновых матери-
алов, применяющихся в хирургической стоматологии, 
является мембрана Bio-Gide® (Geistlich, Швейшария). 
В свете усиления тренда к импортозамещению мы прове-
ли сравнение механических свойств мембраны Bio-Gide® 
с коллагеновой мембраной CONTUR® отечественного 
производства (биомедицинская компания «Cardioplant», 
г. Пенза), а также резорбируемой коллагеновой мембра-
ной Ortokeep® (Ортософт, Россия).

Анализ среднего размера пор показали, что все ис-
следованные матриксы представляют собой пористые 
пленки, со средним размером пор: Bio-Gide® (два слоя) 
4,4 и 0,3 мкм, CONTUR® 0,84 мкм, Ortokeep® 2,1 мкм. 
Размер пор в отечественных изделиях препятствует про-
никновению клеток в структуру материала, что подтверж-
дает наличие барьерной функции. Пористость всех ис-
следованных материалов сопоставима: 72–79%.

Сравнение механических характеристик Bio-Gide®, 
CONTUR® и Ortokeep® показало, что образцы отече-
ственные изделия имеют заметно более высокую проч-
ность и модуль упругости по сравнению с Bio-Gide®; для 
CONTUR® характерна также высокая деформация раз-
рушения. Формы начальных участков кривых Bio-Gide® 
и CONTUR® схожи (характерные для большинства «био-
логических мягких тканей»), т. е. они хорошо растягива-
ются при относительно невысоких нагрузках, сохраняя 
при этом значительный запас прочности. Учитывая боль-
шую деформацию разрушения CONTUR®, при сопоста-
вимых удлинениях на 40–60% напряжения, возникаю-
щие в них, будут ниже, чем в материале Bio-Gide®. Это 
можно рассматривать как преимущество CONTUR®. 
Деформационные кривые Ortokeep® имеют вид, типич-
ный для пластифицированных термопластов. То есть 
на них имеется ярко выраженный начальный участок 
(упругая область), который в данном случае не превы-
шает 8% по деформации, затем этот участок перехо-
дит в область, в которой деформация уже не обратима. 
На практике это означает, что если растянуть мембрану 
более чем на 10% и оставить под нагрузкой, то в ней поя-
вятся слабые места и они, вероятно, быстро разрушится.

По результатам проведенных сравнительных иссле-
дований можно сделать вывод, что материал CONTUR® 
более приближен к характеристикам Bio-Gide®, превос-
ходит его по прочности, но имеет избыточную жесткость. 
Исследования выполнены при финансовой поддержке 
Госзадания НИЦ «Курчатовский институт».
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Одним из наиболее интенсивно развивающихся под-
ходов для регенерации поврежденной костной ткани 
является использование низкотемпературных фосфа-
тов кальция, максимально соответствующих естествен-
ным кальцийфосфатным соединениям (КФС) нативной 
костной ткани, в частности, аппатитоподобному фос-
фату кальция (ГАп) и его прекурсорам. Данная работа 
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направлена на выявление значимой для современной 
клинической медицины проблемы, заключающейся 
в выраженной вариабельности биологических эффек-
тов, наблюдаемых при имплантации аналогичных КФС-
материалов — от эффективной аугментации костной 
ткани до полного отторжения импланта, сопровождаю-
щегося разрушением собственной костной ткани.

С использованием подхода низкотемпературной хи-
мической трансформации получены КФС различного 
фазового состава и морфологии поверхности и проведе-
ны комплексные in vitro и in vivo исследования потенци-
ала интегративного, индуцирующего, регенеративного, 
иммуногенного и провоспалительного потенциала со-
единений, являющихся участниками цикла естествен-
ной биоминерализации костной ткани. Установлено, что 
ДКФД, ОКФ и ГАп дозозависимо модулируют жизнеспо-
собность, пролиферативную активность, адгезию и ми-
грацию остеобластных клеток в условиях in vitro, а также 
ингибируют провоспалительную активацию миелоидных 
клеток врожденного иммунитета (макрофагов), но не вли-
яют на активацию клеток адаптивного иммунитета (T- 
и B-лимфоцитов). При этом, в условиях in vivo, на модели 
адъювант-индуцированного хронического латентного 
асептического воспаления у крыс моделированным хро-
ническим воспалением) выявлено достоверное повыше-
ние общего количества лейкоцитов (в 1,8–2 раза, р<0,05) 
и моноцитов (увеличение в 2,5–2,7 раза, р<0,05) при 
имплантации ОКФ и ГАп, но не ДКФД. При имплантации 
тех же материалов животным с нормальным иммунным 
статусом каких-либо достоверных изменений в показате-
лях крови не выявлено. Работа выполнена при финансо-
вой поддержке Российского научного фонда (грант РНФ 
№ 21-73-20251 «Влияние структурных и фазовых транс-
формаций кальцийфосфатных соединений на механизмы 
биоинтеграции или отторжения материалов, предназна-
ченных для регенерации костной ткани»).
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В последнее десятилетие идет активное изучение по-
ведения клеток микроглии при различных поражениях 
центральной нервной системы, в том числе исследова-
ния поляризации данных клеток при травме спинного 
мозга (ТСМ). Считается, что полученные результаты мо-
гут открыть широкие перспективы для терапии пациентов 
не только с повреждением спинного мозга, но и другими 
неврологическими заболеваниями, в патогенезе кото-
рых активную роль играют клетки микроглии. В нашей 
работе мы провели количественную оценку различных 
популяций клеток микроглии нейротоксического (М1) 

и нейропротективного (М2а) фенотипа в хронический 
период (60 сутки) ТСМ различной степени тяжести как 
в области приближенной к эпицентру повреждения (Th9), 
так и на удалении от него (L2-L3).

Крысам породы Wistar наносили контузионную ТСМ 
легкой (1,5 м/с), средней (2,5 м/с) и тяжелой (4 м/с) 
степени тяжести при помощи импактора на уровне Th8. 
Количественную оценку клеток микроглии на фоне ТСМ 
проводили путем иммуногистохимического анализа с ис-
пользованием антител к Iba1+/CD40+(М1 фенотип) 
и Iba1+/TGF-β+(М2а фенотип) в зонах передних канати-
ков (VF), передних рогов (VH) и кортикоспинального тракта 
(CST). Количество Iba1+-клеток на 60 сутки после повреж-
дения различной тяжести было достоверно выше в области 
Th9 с максимальным значением в зоне CST при сравнении 
с удаленными от эпицентра ТСМ участками L2-L3. При 
оценке Iba1+/CD40+-клеток было обнаружено, что в зоне 
CST их количество выше при травме 2,5 и 4 м/с в области 
Th9, данный показатель снижается на удалении к L2-L3, 
но остается достоверно выше при сравнении с интактным 
контролем. Количество Iba1+/TGF-β+-клеток не претерпе-
вало значимых изменений на фоне ТСМ различной сте-
пени тяжести на уровне Th9. Однако на удалении от места 
травмы (L2-L3) было обнаружено достоверное увеличение 
количества Iba1+/TGF-β+-клеток в области CST и VH в груп-
пе 1,5 м/с при сравнении с интактным контролем и группой 
с тяжелой степенью ТСМ (4 м/с). Также стоит отметить, что 
в области CST и задних канатиков было отмечено скопление 
клеток микроглии кольцевидной формы (annular-shaped 
microglia) [1] в области приближенной к эпицентру травмы 
Th9, а также на значительном расстоянии от него (C6-C7). 
При этом клетки микроглии с указанной морфологией от-
сутствовали в области каудальнее от повреждения L2-L3.

Таким образом, после ТСМ различной степени тяже-
сти наибольшие изменения в распределении М1 фено-
типа микроглии были обнаружены в месте приближенном 
к эпицентру травмы, а именно на уровне Th9, в то время 
как в отдаленной области (L2-L3) отмечены измене-
ния в популяции как М1, так и М2а. Работа выполнена 
в рамках Программы стратегического академическо-
го лидерства Казанского Федерального Университета 
(ПРИОРИТЕТ-2030) и при финансовой поддержке 
РФФИ в рамках научного проекта № 20-34-90060.
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Механизм формирования несостоятельных рубцов 
стенки матки после кесарева сечения и разработка мето-
дов, предотвращающих возникновение патологического 
рубцевания, — важные задачи современного акушерства.

Целью нашего исследования стало изучение влияния 
компонентов кондиционированной среды культивирова-
ния аутологичных мезенхимальных клеток костного моз-
га на васкуляризацию зоны заживления после сквозного 
хирургического разреза маточной стенки крысы.

Материалы и методы. Исследование проведено на по-
ловозрелых самках крыс линии Sprague Dawley (N=20, 
220 ± 30 г, возраст 3–4 месяца). Всем животным был вы-
полнен сквозной продольный разрез правого рога матки 
с антимезометриальной стороны длиной 1 см. Половине 
животным в место разреза вносили Препарат, полученный 
на основе кондиционированной среды культивирования 
аутологичных мезенхимальных клеток при культивиро-
вании в гипоксических условиях (10% О2). Разрез уши-
вали хирургической нитью Викрил ups 6. Материал для 
гистологического исследования брали через 5 и 15 суток. 
Гистологические срезы окрашивали по Маллори, а также 
проводили иммуногистохимическое окрашивание с помо-
щью мышиных моноклональных антител к альфа гладко-
мышечному актину и к CD31. На гистологических препара-
тах проводили измерение площади между разрезанными 
слоями миометрия, а также подсчитывали площадь сосу-
дов в зоне заживления. Обработку результатов выполня-
ли в программе Statistica 12 (StatSoft). Сравнение групп 
проводили с помощью U-критерия Манна-Уитни, различия 
считали статистически значимыми при p<0,05.

Результаты. К 5-м суткам произошло полное смыка-
ние маточной стенки. Площадь между разобщенными 
мышечными слоями у группы, получившей препарат, 
была достоверно меньше по сравнению с контрольной 
группой на 5-е (p<0,05) и на 15-е сутки (p<0,05). В кон-
трольной группе площадь заживления с 5-х по 15-е сут-
ки увеличилась (p<0,05). В опытной группе увеличение 
было недостоверным (p<0,05). Площадь сосудов в зоне 
заживления у животных опытной группы была досто-
верно ниже по сравнению с контрольными животными 
и на 5-е (p<0,05) и на 15-е сутки (p<0,05).

Заключение. Компоненты среды культивирования, 
полученной путем культивирования аутологичных мезен-
химальных клеток костного мозга при пониженном содер-
жании O2 (10%), существенно влияют на размер и васкуля-
ризацию зоны заживления стенки матки после сквозного 
хирургического разреза, уменьшают интенсивность васку-
ляризации и способствуют уменьшению площади зоны.
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В отличие от способов перепрограммирования кле-
ток in vitro в обход иммунологической несовместимости, 
здесь описан способ естественного «перепрограмми-
рования» лимфоидных клеток in vivo. Каждый клон мор-
фогенетически компетентных Т-лимфоцитов (Т-лфц) 

является прообразом соматических клеток определенно-
го гистотипа, их подвижным прототипом в гуморальной 
среде, и осуществляет клональную регуляцию роста кле-
ток собственных тканей организма. Это подтверждается 
воспроизводимой при адоптивном переносе лимфоцитов 
органо- и тканеспецифичностью проявления их морфо-
генетической активности у интактных реципиентов, спо-
собностью Т-лфц синтезировать и секретировать мно-
гие биологически активные вещества, включая гормоны 
и факторы роста, и сходной с их тканью-мишенью реак-
тивностью [1]. Особо выраженная и более ранняя реакция 
Т-лфц на внешние воздействия объясняет патогенетиче-
скую и терапевтическую роль этих клеток в развитии или 
коррекции нарушенных функций организма. То есть пора-
жение органа и нарушение функций соответствующих кло-
нов лимфоцитов — явления взаимосвязанные, причем дис-
функция лимфоцитов, в силу указанных причин, первична.

Выраженным морфогенетическим эффектом об-
ладает и выделенная из лимфоидных клеток суммар-
ная РНК (сРНКлк) [2, 3], которая не имеет аллогенных 
и ксеногенных ограничений. Введение сРНКлк селезен-
ки крыс с аллоксановым диабетом (АД) вызывает ги-
пергликемию у интактных крыс [4], что свидетельствует 
о «перепрограммировании» донорских лимфоцитов, так-
же чувствительных к токсическому действию аллоксана. 
Стойкая нормогликемия у крыс с АД достигалась введе-
нием сРНКлк здоровых особей. сРНКлк селезенки крыс 
с нормализовавшимся после АД уровнем глюкозы крови 
не вызывала у интактных животных гипергликемии [5], 
что свидетельствует о естественном «перепрограммиро-
вании» лимфоцитов крыс, перенесших АД. Работа выпол-
нена в рамках Программы фундаментальных исследова-
ний в РФ на долгосрочный период (2021–2030 годы).
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Лечение ран различной этиологии остается актуальной 
проблемой для военной медицины и гражданского здра-
воохранения. Сохраняется постоянный интерес к поиску 
биосовместимых материалов и разработке на их основе 
раневых покрытий, способствующих более эффективному 
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лечению и регенерации ран. Особого внимания заслужи-
вают бесклеточные матриксы (ECM), получаемые из раз-
личных тканей человека и животных путем децеллюляри-
зации. Каждый тип ткани имеет свой уникальный состав 
ECM, представленный гликопротеинами, протеогликанами 
и гликозаминогликанами, важными для пролиферации 
и синтетической активности соединительнотканных кле-
ток, модулирующими ангиогенез и способствующими за-
живлению ран. Вартонов студень пуповины человека (WJ) 
представляет собой твердую слизистую соединительную 
ткань внеэмбрионального происхождения. Фенотип тканей 
пуповины аналогичен эмбриональным тканям, у которых 
выявлена способность к безрубцовому заживлению ран. 
Это делает пуповину человека особенно привлекательным 
биоматериалом для регенеративной медицины [1].

В настоящем исследовании децеллюляризацию 
WJ проводили детергентным способом с использова-
нием 0,05% раствора додецилсульфата натрия (SDS) 
по ранее описанному протоколу [2]. Эффективность уда-
ления клеток и нуклеиновых фрагментов оценивали с по-
мощью гистологического окрашивания флуоресцентным 
красителем 4,6-диамидино-2-фенилиндолом (DAPI) и ко-
личественного определения ДНК. Сохранность структур-
ного состава подтверждали с помощью инфракрасной 
спектроскопии с преобразованием Фурье (FTIR).

Гистологические исследования выявили отсутствие 
ядер клеток в децеллюляризованном WJ (dWJ). Среднее со-
держание ДНК в WJ составило 468,75 (453,65–475,15) 
нг/мкл, в dWJ — 29,2 (27,8–30,7) нг/мкл (p<0,001).

FTIR-спектры dWJ показали отсутствие фосфолипид-
ного плеча, свидетельствующее о качественности децел-
люляризации и, вместе с минимальным содержанием 
ДНК, — о потенциальной неиммуногенности изготовлен-
ного продукта. FTIR-спектры WJ и dWJ продемонстри-
ровали аналогичные характеристические полосы по-
глощения, соответствующие функциональным группам 
коллагенов, протеогликанов и гликозаминогликанов.

Таким образом, изготовленный из высокорегенера-
тивного биоматериала гомологичного происхождения бес-
клеточный продукт является потенциально неиммунноген-
ным, сохраняет основные структурные и функциональные 
компоненты, присущие нативной пуповине и важные для 
процессов регенерации глубоких повреждений кожи.
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Применение лизата тромбоцитов в связи с поиском 
оптимального состава сред для культивирования кле-
ток, не содержащих ксеногенных компонентов и предна-
значенных для клинических и лабораторных протоколов, 
представляется актуальным [1]. Целью работы являлось 
определение влияния лизата тромбоцитов на морфофи-
зиологические особенности стволовых клеток пупочного 
канатика человека in vitro.

Выделение мезенхимальных стволовых клеток 
осуществляли из вартонова студня пупочного канати-
ка человека ферментативным способом с помощью 
коллагеназы I типа и эксплантами. Ведение мезенхи-
мальных стволовых клеток проводили в среде DMEM/
F12 c эмбриональной телячьей сывороткой и лизата-
ми тромбоцитов человека. Криодеструкцию тромбо-
цитов из пулированных лейкоредуцированных концен-
тратов осуществляли при –200С не менее 48 часов. 
Размороженные и ресуспендированные образцы лизата 
тромбоцитов центрифугировали при 3000 об./мин. в те-
чение 15 минут и привносили в бессывороточную среду.

Показана пролиферативная активность и дифферен-
цировочный отклик мезенхимальных стволовых клеток 
пупочного канатика человека при добавлении 10% лиза-
та тромбоцитов в среду культивирования. Установлено, 
что внесение тромболизата в специализированную пита-
тельную среду для культивирования стволовых обеспечи-
вает получение качественного клеточного трансплантата 
в те же сроки, что и при культивировании с эмбриональ-
ной телячьей сывороткой. Полученные данные позволя-
ют рекомендовать использование лизата тромбоцитов 
в качестве альтернативы ксеногенной сыворотки.
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Природные полимер хитозан (Chit) используют как био-
материал для получения матриксов благодаря его био-
совместимости и способности к биодеградации. Однако, 
Chit матриксы обладают низкой механической прочно-
стью, а скорость их биодеградации недостаточно высо-
кая. Создание композитных матриксов на основе Chit 
позволяет преодолеть эти недостатки, а также регулиро-
вать скорость их биодеградации и гидрофильно-гидро-
фобный баланс. Эти параметры определяют направлен-
ность дифференцировки мезенхимальных стромальных 
клеток (МСК), которые обладают большим потенциалом 
в тканевой инженерии. Цель работы — получение плё-
нок (2D) и макропористых гидрогелей (3D) на основе 
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сополимеров хитозана, изучение их физико-химических 
свойств и культивирование на/в них различных типов кле-
ток в модели in vitro. Сополимеры Chit (ММ 60 кДа, СД 0.9) 
с олиго(L,L- и /L,D-лактидами с ММ 5 кДа (Chit-L,L и Chit-
L,D, соответственно) получали методом твердофазного 
синтеза. Показано, что структура матриксов представля-
ла собой систему взаимосвязанных макропор со средним 
размером пор в диапазоне 50–250мкм (конфокальная 
лазерная микроскопия). Отсутствие цитотоксичности под-
твердили путем культивирования клеток мышиных фи-
бробластов L929 в экстрактах, полученных после инку-
бации гидрогелей в среде DMEM (10% FBS) — МТТ-тест. 
Культивирование клеток острого моноцитарного лейкоза 
человека (THP-1) в гидрогелях не приводило к их активации 
(ИФА на TNF-α и IL-6). Показано, что «химия и топография 
поверхности» гидрогелей обеспечивала адгезию клеток 
L929 и МСК (конфокальная микроскопия), рост и пролифе-
рацию в течение 7–14 дней (МТТ-тест). Для изучения диф-
ференцировки МСК использовали 2D пленки. Определяли 
активность щелочной фосфатазы, а также уровни экспрес-
сии генов-маркёров Runx2, ALPL, SPP1 (ПЦР в режиме ре-
ального времени). Окрашивание везикул, содержащих три-
глицериды, и активность ADIPOQ, PPARƴ (ПЦР) применяли 
для доказательства адипогенеза. Показано, что все сопо-
лимерные плёнки поддерживали пролиферацию и диффе-
ренцировку МСК, при этом Chit-L,D усиливали их остеоген-
ный, а Chit-L,L — адипогенный потенциал. Таким образом, 
полученные матриксы являются перспективными биомате-
риалами для регенеративной медицины. Это исследование 
частично финансировано Российским научным фондом 
(номер гранта 22-13-00261).
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Фибротический фокус является основной морфо-
функциональной единицей при развитии фиброза раз-
личных тканей, в том числе фиброза лёгких. Такой фокус 
состоит из ядра неправильно уложенных специфических 
белков внеклеточного матрикса (ВКМ), синтезируемых 
миофибробластами и их предшественниками, располо-
женными на периферии ядра. Поскольку фибротический 
фокус является одним из ключевых объектов для изуче-
ния механизмов регуляции и прогрессирования фибро-
за, необходима разработка релевантной модели данной 
морфофункциональной структуры. Поэтому основная 
цель данной работы заключалась в реконструкции фи-
бротического фокуса in vitro.

Для получения ядра фибротического фокуса собира-
ли сфероиды, образованные миофибробластами, на раз-
личных культуральных средах. Полученные сфероиды 
подвергали децеллюляризации (Новоселецкая, 2020). 

Структуру сфероидов и децеллюляризованных сферои-
дов (децелл-сфероид) оценивали с помощью конфокаль-
ной микроскопии и дот-блоттинга. Децелл-сфероиды 
рецеллюляризировали миофибробластами и на получен-
ной модели «фибротического фокуса in vitro» оценивали 
их функциональную активность.

Было показано, что культуральная среда, содержащая 
эмбриональную бычью сыворотку, аскорбиновую кислоту 
и трансформирующий фактор роста бета (TGFb) способ-
ствует сборке сфероидов и отложению специфических 
компонентов фибротического ВКМ, включая коллаген 
I типа и EDA-фибронектин. Децелл-сфероиды нетоксичны 
и могут быть рецеллюляризованы с помощью фибробла-
стов. Фибробласты в составе децелл-сфероидов могут 
дифференцироваться в миофибробласты под влиянием 
TGFb. Миофибробласты были способны дедифференциро-
ваться в фибробласты и разрушать ВКМ децелл-сфероида 
после обработки внеклеточными везикулами мезенхимных 
стромальных клеток (МСК), обладающими установленны-
ми антифибротическими свойствами (Басалова, 2020).

Таким образом, нами разработана модель, воспро-
изводящая клеточный состав и микроокружение, харак-
терные для фибротического фокуса. Мы показали, что 
миофибробласты в составе фибротического фокуса под 
воздействием внеклеточных везикул способны разру-
шать ядро фокуса, что может быть одним из возможных 
механизмов антифибротического действия МСК. Данная 
система может быть использована в качестве модельно-
го 3D объекта для изучения in vitro динамики формирова-
ния и деградации фибротического фокуса (грант РФФИ 
№ 20-315-90120 и 21-315-70002).
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Разработка биодеградируемых скаффолдов является 
перспективным подходом к решению проблемы дефици-
та донорского материала у пациентов с обширными ожо-
гами кожи.

Цель — изучить влияние D-аспарагина на приживле-
ние биополимерного скаффолда для замещения дефек-
тов кожи после некрэктомии ожоговых ран в экспери-
менте у крыс.

В исследовании на 20 крысах-самцах, по-
сле моделирования ожога кожи III ст. [1], проводи-
ли раннюю некрэктомию с одномоментной имплан-
тацией скаффолда на основе альгината натрия, 
желатина тип А и винилтриэтоксисилана [2], в группе 
1 без и в группе 2 с D-аспарагином.

Окраску микропрепаратов кожи (30-е сутки) выпол-
няли по протоколу для гематоксилин-эозина, а также 
по Маллори. Для фрактального анализа фибриллярной 
структуры внеклеточного матрикса применяли пла-
гин FracLac 2.5 (NIH, США) для «Image J 1.51j8». При 
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помощи «box-counting method» определяли значение 
фрактальной размерности (ФР) и лакунарности (ЛК) [3].

В группе 1 эпидермис истончен, наблюдается гру-
бая дезорганизация его слоев, нечеткая граница пере-
хода эпидермиса в дерму, сосочковый и сетчатый слои 
дермы не дифференцируются (видна ячеистая структу-
ра скаффолда), в дерме видны выраженные признаки 
воспалительной инфильтрации, множество гигантских 
и эпителиоидных клеток, большое количество крупных, 
вариабельных по диаметру сосудов.

В группе 2 толщина эпидермиса на 45,5% (p=0,002) 
больше, чем в группе сравнения. Прослеживается диф-
ференциация эпидермиса на слои, виден переход эпи-
дермиса в дерму, при этом также отсутствует разделение 
на сосочковый и сетчатый слои дермы (видна ячеистая 
структура скаффолда), выявлены единичные гигантские 
и эпителиоидные клетки, умеренное количество крупных, 
тонкостенных сосудов.

Различия в ремоделировании структуры фибрилляр-
ного компонента внеклеточного матрикса в зоне им-
плантации скаффолда нашли подтверждение в измене-
нии ФР и ЛК. В группе 2 ФР на 2,9% больше (p=0,042) 
и ЛК на 5 % меньше (p=0,028), чем в группе 1.

Таким образом, включение D-аспарагина оказывает 
положительное влияние на приживление и ремоделиро-
вание биополимерного скаффолда на 30-е сутки от им-
плантации после некрэктомии ожоговых ран.
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Данная работа посвящена разработке и анализу струк-
туры 3D-модели раковой опухоли, ее сравнению с опухо-
лями пациентов с плоскоклеточным раком языка и рото-
глотки. 3D-культуры являются перспективными моделями 
тестирования на этапе доклинических испытаний и долж-
ны обладать максимально близкими к условиям in vivo 
свойствами [1]. Гипотеза заключалась в том, что наиболее 
подходящими компонентами имитации микроокружения 
опухоли являются микросферы диаметром 90 и 75 мкм, 
тогда как использование микросфер диаметром 205 мкм 
не позволило разработать 3D-модель опухоли.

Сфероиды были получены методом культивирования 
клеток линии HEp-2 (плоскоклеточной карциномы гор-
тани) на низкоадгезивной поверхности с добавлением 
высокопористых микросфер из поли-3-оксибутирата 
(ПОБ) различного диаметра. При достижении 80% кон-
флюэнтности, жизнеспособность клеток оценивалась 

с помощью окрашивания трипановым синим при помо-
щи подсчета в камере Горяева (Freshney).

Микросферы из ПОБ использовались в качестве ими-
тации микроокружения, в частности, элементов микросо-
судистого русла. В качестве источника ПОБ использовался 
штамм-продуцент Azotobacter chroococcum 7Б [2]. Для 
получения микросфер диаметром 205, 90 и 75 мкм при-
менялся метод “water-in-oil-in-water” (W1/O/W2), позво-
ляющий получать микросферы с высокой пористостью (бо-
лее 90%). Детекция пролиферативной активности клеток 
в сфероиде проводилась с помощью МТТ-теста. Анализ 
морфологии клеток, структуры сфероидов и диаметра ми-
кросфер проводился методами СЭМ и конфокальной ми-
кроскопии (с использованием флуоресцентных красителей 
Calcein AM и Hoechst 33342). Полученные сфероиды име-
ли характерные для данной 3D-модели зоны, морфология 
клеток была приближенной к нативной. Оценка корреляции 
сфероидов с биопсией опухолей пациентов проводилась 
с помощью иммунофенотипирования. В качестве молеку-
лярных мишеней были использованы антитела к биомар-
керам р16INK4A и р53 (DO-7). Повышенная экспрессия 
p16 свидетельствует о ВПЧ-положительном статусе кле-
точной линии, преобладание дикого типа p53 — об отсут-
ствии быстрого развития опухоли. Полученные результаты 
иммуногистохимического окрашивания коррелируют с кли-
ническими образцами. Включения в модель микросфер 
диаметром 205 мкм не показало никакого эффекта.

Тесты резистентности модели к препаратам доксору-
бицин и патлитаксел (таксол) показали, что 3D-модели 
с микросферами диаметром 90 и 75 мкм проявляют 
больший уровень лекарственной устойчивости к обоим 
препаратом, что характерно и для естественных опухоле-
вых образований.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке гранта РФФИ № 18-29-09099, на оборудовании 
ЦКП Московского государственного университета 
им. М.В. Ломоносова, приобретенного за счет средств 
Программы развития Московского университета.
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Регуляция синтеза и секреции компонентов внекле-
точного матрикса дермальными фибробластами может 
позволить ускорять заживление ран и подавлять разви-
тие фиброза. Известно, что растительные гормоны аб-
сцизовая кислота (АБК) и гиббереллиновая кислота (ГК) 
могут оказывать влияние на секреторную активность 
некоторых типов клеток человека (β-клеток островков 
Лангерганса, энтероэндокринных клеток, мезенхимных 
стромальных клеток). Поэтому целью нашей работы 
было исследовать влияние растительных гормонов АБК 
и ГК на секреторно-синтетическую активность культиви-
руемых дермальных фибробластов человека.

Фибробласты синтезируют и секретируют компоненты 
внеклеточного матрикса, среди которых наиболее рас-
пространёнными в соединительной ткани коллагеновы-
ми и неколлагеновыми белками являются проколлаген 
I и фибронектин, соответственно. Анализ уровня синтеза 
проколлагена I и фибронектина с помощью вестерн-блот-
тинга показал, что АБК вызывает повышение уровня син-
теза проколлагена I и фибронектина в дермальных фибро-
бластах, а ГК — снижение уровня синтеза проколлагена I. 
Анализ уровня секреции проколлагена I и фибронектина 
с помощью ИФА показал, что АБК стимулирует секрецию 
проколлагена I и не влияет на секрецию фибронектина, 
а ГК стимулирует секрецию фибронектина, не влияя при 
этом на секрецию проколлагена I. Полуколичественный 
анализ содержания коллагеновых и неколлагеновых бел-
ков во внеклеточном матриксе после культивирования 
с АБК и ГК показал, что при действии АБК содержание кол-
лагеновых и неколлагеновых белков в матриксе, формиру-
емом дермальными фибробластами, повышается, а при 
действии ГК содержание коллагеновых белков снижается.

В организме млекопитающих фибробласты способ-
ны дифференцироваться в миофибробласты, играющие 
важную роль в заживлении ран. Оценка уровня синтеза 
основного маркёра миофибробластов α-SMA с помощью 
вестерн-блоттинга и подсчёт доли миофибробластов в по-
пуляции дермальных фибробластов с помощью иммуно-
цитохимического выявления α-SMA показал, что АБК сти-
мулирует увеличение уровня синтеза α-SMA и количества 
миофибробластов в популяции дермальных фибробла-
стов, а при действии ГК уровень синтеза α-SMA снижается 
и количество миофибробластов уменьшается.

Таким образом, АБК стимулирует синтез и отложение 
коллагеновых и неколллагеновых белков дермальными 
фибробластами и повышает количество миофибробла-
стов, что может быть использовано для ускорения зажив-
ления ран. В свою очередь, ГК подавляет синтез и отложе-
ние коллагеновых белков, что может быть использовано 
для подавления развития фиброза. Работа выполнена 
при финансовой поддержке РФФИ (гранты № 19-015-
00233 и 20-315-90118) в рамках научного проекта го-
сударственного задания МГУ № 121032300098-5.
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Известно, что длительные космические полеты ока-
зывает негативное влияние на гемопоэз, поэтому акту-
альными являются исследования влияния микрограви-
тации на гемопоэтические клетки различной степени 
коммитирования. Важная роль в поддержании гемопоэ-
тического микроокружения принадлежит мезенхималь-
ным стромальным клеткам (МСК), которые участвуют 
в создании ниши для пролиферации гемопоэтических 
предшественников. Целью данной работы было изучение 
эффектов 21-суточного моделирования микрогравита-
ции в модели совместного культивирования гемопоэти-
ческих клеток, выделенных из пуповинной крови, и МСК.

Мононуклеары пуповинной крови и МСК культиви-
ровали в течение 72 часов, после чего удаляли неадге-
зированные клетки. МСК с ассоциированными к ним ге-
мопоэтическими клетками продолжали культивировать 
в статическом контроле и на машине случайногопозици-
онирования (RPM) в течение 21 суток. Оценивали коли-
чество суспензионной и адгезированной фракций гемо-
поэтических клеток. С помощью проточной цитометрии 
определяли иммунофенотип ассоциированных с МСК 
клеток, а также клоногенный потенциал суспензионной 
фракции (количество колониеобразующих единиц — КОЕ).

После экспозиции на RPM количество ассоциатов 
МСК и гемопоэтических клеток не изменилось. При этом 
доля CD45+ клеток, в среднем, была в полтора раза ниже 
при моделировании эффектов микрогравитации. В соста-
ве МСК-ассоциированной фракции наблюдали снижение 
доли клеток моноцитарной и эритроидной линии, а также 
увеличение доли клеток гранулоцитарного ростка. Кроме 
этого, отмечалось снижение доли ранних гемопоэтических 
предшественников. Количество суспензионных клеток 
и содержащихся среди них КОЕ достоверно не изменилось 
после экспозиции на RPM. Однако произошло снижение 
доли унипотентных КОЕ-гранулоцитов и увеличение доли 
КОЕ-моноцитов. Общая клеточность колоний была иден-
тичной в обеих группах. При этом иммунофенотипирова-
ние колоний показало значительное снижение доли клеток 
эритроидной линии, что свидетельствует о более коммити-
рованном составе эритроидных предшественников при мо-
делировании эффектов микрогравитации.

Таким образом, 21-суточное моделирование эф-
фектов микрогравитации в модели сокультивирования 
МСК и гемопоэтических клеток, приводило к снижению 
доли гемопоэтического компартмента, а также измене-
нию соотношения и распределения клеток различных 
гемопоэтических ростков между фракциями. Снижение 
доли ранних гемопоэтических предшественников в МСК-
ассоциированной фракции и клеточности эритроид-
ных колоний в совокупности может свидетельствовать 
о преобладании коммитированности гемопоэтических 
клеток в условиях моделирования микрогравитации. 
Исследование выполнено при финансовой поддержке 
РФФИ в рамках научного проекта № 19-29-04026.
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Накопление избыточного веса и ожирение являют-
ся одними из ключевых проблем современной медици-
ны. Проблема ожирения вызвана, главным образом, 
преобладанием неправильной культуры питания вку-
пе с сидячим образом жизни и работы большинства 
людей и все возрастающим постоянным психоэмоци-
ональным стрессом. Кроме того, генетическая пред-
расположенность или нарушения метаболизма могут 
приводить к развитию ожирения. Ассоциированные 
с ожирением заболевания, такие как сахарный диабет, 
метаболический синдром и сердечно-сосудистые забо-
левания являются одними из ведущих причин инвали-
дизации и потери трудоспособности людей. Ключевую 
роль в процессе развития ожирения играет нарушение 
организменных процессов обновления и поддержания 
здорового состояния жировой ткани. При этом в жи-
ровой ткани нарушаются процессы закладки новых 
адипоцитов из резидентных стволовых клеток (муль-
типотентных мезенхимных стромальных клеток, МСК). 
В результате в жировой ткани накапливаются крупные 
старые гипертрофированные адипоциты, демонстри-
рующие нарушенную чувствительность к гормональ-
ным сигналам и отсутствие способности к продукции 
важных для метаболического здоровья ткани адипо-
кинов. С другой стороны, в здоровой жировой ткани 
могут закладываться так называемые бежевые ади-
поциты. Это клетки, родственные белым адипоцитам, 
но по своим функциям и морфологии похожие на бурые 
адипоциты. Они способны сжигать жиры, рассеивая 
энергию в тепло. Они эффективно редуцируют объем 
жировой ткани без накопления продуктов метаболиз-
ма триглицеридов, что происходит в случае повышения 
катаболической активности белых адипоцитов. Таким 
образом, для предотвращения развития и прогрессии 
ожирения перспективным является подход к стимуля-
ции процессов закладки новых молодых белых адипо-
цитов в жировой ткани и индукции их дифференциров-
ки в бежевые адипоциты.

В данной работе мы выясняли молекулярные меха-
низмы регуляции коммитирования и потенциации МСК 
в различные направления дифференцировки, важные 
для поддержания здоровья жировой ткани и эффектив-
ного и безопасного лечения ожирения и сопряженных 
с ним болезней. Мы показали уникальный сигнальный 
феномен гетерологической сенситизации МСК, при ко-
тором появляется группа клеток с повышенной чувстви-
тельностью к норадреналину [1,2]. При их стимуляции по-
является группа «инициированных» к дифференцировке 
МСК. Для того, чтобы выбрать направление дифферен-
цировки между белыми и бежевыми адипоцитами, МСК 
должны войти в это инициированное состояние, из ко-
торого они уже коммитируются и направляются в вы-
бранное направление. Работа поддержана грантом РНФ 
№ 21-15-00311 «Механизмы межклеточной коммуни-
кации в поддержании гомеостаза и регуляции обновле-
ния жировой ткани».
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Влияние НКВИ на дифференцировку и активность 
клеток иммунной системы активно исследуется. Согласно 
литературным данным НКВИ характеризуется общей 
лимфопенией, ослаблением Т-клеточного звена иммуни-
тета [1,2,3], снижением количества NK-клеток [1,2], фа-
гоцитарной активности нейтрофилов [2], недостаточно-
стью В-лимфоцитов [1], повышением концентрации IgA 
и IgM [1], IL-8 [1], повышением поглотительной способ-
ности и ферментативной активности нейтрофилов [1].

Нами было обследовано 8 человек, находившихся 
в инкубационном периоде заболевания, из них 2 муж-
чин и 6 женщин, средний возраст 44 года; 5 из них 
переболели НКВИ в легкой форме, у троих было сред-
нетяжелое течение заболевания. У пациентов в целом 
по группе достоверно снижено абсолютное и относи-
тельное количество СD8+ Т-лимфоцитов, нейтрофилов, 
продуцирующих активные формы кислорода, достовер-
но снижено количество NK-клеток, по сравнению с кон-
трольной группой, при этом увеличено процентное ко-
личество моноцитов. Также, мы выявили достоверные 
различия в количестве моноцитов, продуцирующих 
активные формы кислорода между пациентами с лег-
кой и средней степенью тяжести. В группе пациентов 
со среднетяжелым течением заболевания достоверно 
снижено количество моноцитов и нейтрофилов, проду-
цирующие активные формы кислорода, по сравнению 
с контрольной группой. У пациентов с легкой степенью 
тяжести течения заболевания достоверно снижен уро-
вень СD8+ Т-лимфоцитов, NK-клеток, нейтрофилов, 
продуцирующих активные формы кислорода, а также 
повышено процентное содержание моноцитов в срав-
нении с контрольной группой. По общему анализу кро-
ви есть тенденция к абсолютному моноцитозу в целом 
по группе, достоверно выше относительный моноцитоз 
в целом по группе и в группе с легким течением за-
болевания. Таким образом, полученные нами данные 
свидетельствуют о том, что НКВИ даже в инкубацион-
ном периоде влияет на активность различных клеток 
иммунной системы.
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В данной работе был разработан подход для исследо-
вания внутриклеточных окислительно-восстановитель-
ных процессов в течение нейральной дифференциров-
ки, а также на модели ишемической патологии нервной 
системы. Для этого с помощью CRISPR/Cas9 системы 
было создано несколько линий ИПСК человека, стабиль-
но экспрессирующих генетически кодируемые флуорес-
центные сенсоры HyPer7 [2], SoNar [3] и SypHer3s [4], 
детектирующие ключевые показатели окислительно-
восстановительных процессов — H2O2, соотношение 
NAD+/NADH и pH соответственно.

В данном исследовании была осуществлена полная 
дифференцировка линии ИПСК-HyPer7 в нейральном на-
правлении до получения функционально зрелых нейронов. 
В процессе дифференцировки проводились прижизнен-
ные наблюдения за изменением внутриклеточных окисли-
тельно-восстановительных параметров с помощью флуо-
ресцентной микроскопии. Было обнаружено, что на стадии 
получения нейральных предшественников происходит зна-
чительное повышение уровня продукции Н2О2 в цитоплаз-
ме большинства клеток по сравнению с клетками на пред-
шествующих и последующих стадиях дифференцировки.

Далее была исследована возможность применения 
линии ИПСК-HyPer7 в экспериментах по моделирова-
нию ишемической патологии нервной системы, на при-
мере нейроглиальных органоидов человека. Моделью 
ишемии-реперфузии являлась кислородно-глюкозная 
депривация, с последующей реоксигенацией и вос-
становлением контрольного уровня глюкозы в среде. 
Реализацию требуемых условий осуществляли на экс-
периментальной установке [5], которая позволяет точно 
и быстро контролировать изменения уровня кислорода 
в среде в процессе флуоресцентной микроскопии. Было 
обнаружено, что падение уровня кислорода в среде со-
провождается изменением уровня Н2О2 в цитоплазме 
клеток в составе органоидов.
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Мутации, происходящие в рецепторе или Gα-
субъединице G-белка, нарушает передачу внутрикле-
точного сигнала и вызывают различные физиоло-
гические нарушения. Так, например, мутация в Gsα, 
связанного с PTH-рецептором, вызывает псевдогипопа-
ратиреоз с наследственной остеодистрофией Олбрайта. 
Заболевание вызвано нарушает процессы дифференци-
ровки клеток, обрывая передачу сигнала паратиреоидно-
го гормона [1]. При подобных нарушениях, мишенью для 
фармокологических препаратов может служить следую-
щее звено GPCR-сигнального пути — аденилатциклазы 
и фосфолипазы Сβ.

Целью данной работы являлось выявление измене-
ния профиля экспрессии различных изоформ аденилат-
циклаз и фосфолипаз Сβ в процессе дифференцировки 
МСК из разных источников. Методом real-time PCR был 
определен уровень экспрессии аденилатциклаз и фос-
фолипаз Сβ на 5, 10 и 15 сутки адипогенной и остеоген-
ной дифференцировок МСК, полученных у здоровых до-
норов из жировой ткани и надкостницы.

В результате было показано, что в процессе диффе-
ренцировки МСК в адипогенном и остеогенном направ-
лениях происходит изменение экспрессии некоторых 
изоформ аденилатциклаз и фосфолипаз Сβ. Так адени-
латциклаза 1 растет при остеогенной дифференцировке 
в МСК из жировой ткани, но падает в МСК из надкостницы 
и растет при адипогенной дифференцировке в обеих по-
пуляциях МСК. Аденилатциклаза 3 в МСК из надкостни-
цы возрастает при остеогенной дифференцировке и МСК 
из жировой ткани при адипогенной дифференцировке. 
Экспрессия аденилатциклазы 6 падает при остеогенной 
дифференцировке в МСК из жировой ткани, но растет 
в МСК из надкостницы и растет при адипогенной диффе-
ренцировке в обеих популяциях МСК. Аденилатциклаза 
7 падает во всех источниках и дифференцировках 
по сравнению с контролем. Аденилатциклаза 8 растет 
при остеогенной дифференцировке МСК из жировой 
ткани и снижается в МСК из надкостницы.

Фосфолипазы Сβ 1 и 3 ведут себя схожим образом. 
В МСК надкостницы они снижают свою экспрессию при 
адипогенной дифференцировке и незначительно воз-
растает при остеогенной. В МСК жировой ткани наблю-
дается различия во времени ответа: при адипогенной 
дифференцировке максимальный уровень экспрессии 
наблюдается на 5 сутки дифференцировки и постепенно 
снижается. В то время как их экспрессия при остеогенной 
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дифференцировке постепенно растет, достигая макси-
мума к 15 суткам.

Таким образом, наши результаты впервые описы-
вают феномен переключения экспрессии различных 
типов аденилатциклаз и фосфолипаз Сβ при диффе-
ренцировке МСК. Подобное переключение вероятно не-
обходимо для регуляции направления и эффективности 
дифференцировки.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ (№ 19-
75-30007, Фундаментальные проблемы регенератив-
ной медицины: регуляция обновления и репарации тка-
ней человека).

Литература:
1. Thiele S., Mantovani G., Barlier A. et al. Eur J Endocrinol. 2016. 

V. 175. P. 1–17.

ВЛИЯНИЕ МАЛЫХ ДОЗ ИОНИЗИРУЮЩЕГО 
ИЗЛУЧЕНИЯ НА ИММУННОЛОГИЧЕСКИЙ 
И СЕКРЕТОРНЫЙ ПРОФИЛЬ 
МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТРОМАЛЬНЫХ 
КЛЕТОК ЧЕЛОВЕКА

Д.Ю. Усупжанова, Т.А. Астрелина, И.В. Кобзева, 
Ю.Б. Сучкова, В.А. Брунчуков, А.А. Расторгуева, 
В.А. Никитина, Т.Ф. Маливанова, 
Е.Е. Ломоносова, А.А. Самойлов

ФГБУ ГНЦ ФМБЦ им.А.И. Бурназяна, Москва, 
Россия

e-mail: usupzhanova94@mail.ru

Ключевые слова: мезенхимальные стромальные клетки, 
малые дозы радиации, рентгеновское излучение, иммуноло-
гический профиль, секреторный профиль.

На протяжении жизни человек неизбежно подверга-
ется воздействию малых доз (от 10 до 100 мГр [1]) ио-
низирующего излучения (ИИ) [2]. Учитывая неизбежно 
растущее количество источников малых доз ИИ в со-
временном мире, можно сказать, что точная оценка ри-
сков, связанных с облучением в малых дозах, является 
важной задачей общественного здравоохранения [2]. 
Мезенхимальные стромальные клетки (МСК), являющи-
еся регенеративным резервом взрослого организма, вы-
ступают перспективной моделью для изучения эффектов 
облучения. Благодаря своей способности к самоподдер-
жанию, МСК находятся в организме человека длитель-
ный период времени и могут подвергаться нескольким 
раундам облучения, накапливая в себе произошедшие 
изменения и передавая их следующим поколениям кле-
ток, поскольку обладают потенциями к дифференциров-
ке. В конечном счете, изменения, произошедшие в МСК, 
отражаются на организме человека в целом [3].

В исследовании иммунологического профиля было 
показано, что экспрессия поверхностных антигенов 
МСК слизистой ткани десны человека (CD90, СD73, 
СD105, CD44) изменяется под влиянием ИИ в дозах 
50, 100 и 250 мГр в ранние сроки культивирования 
после облучения (до 16 дней). Наблюдаемые эффекты 
указывают на изменения важнейших функциональных 
характеристик МСК (в частности, степени стволовости 
и потенций к дифференцировке), а сами поверхностные 
антигены представляются перспективным критерием 
оценки последствий воздействия ИИ.

В исследовании секреторного профиля клеток было 
показано, что малые и средние дозы ИИ приводят к разви-
тию противоположных воспалительных реакций в ранние 

сроки культивирования после облучения (48 часов): об-
лучение малыми дозами 50 и 100 мГр приводит к повы-
шению концентрации ИЛ-6 и снижению концентрации 
ИЛ-8 в кондиционированных средах клеток, в то время 
как для средних доз 250 и 1000 мГр наблюдается обрат-
ная ситуация. В отдаленные сроки культивирования по-
сле облучения (43 и 64 день) для всех исследуемых об-
лученных групп МСК показано снижение концентраций 
ИЛ-6 и ИЛ-8, свидетельствующее об угнетении их функ-
циональной иммуномодулирующей активности.

Обобщая полученные результаты, был сделан вы-
вод о влиянии малых доз рентгеновского излучения 
на функциональные характеристики МСК, в частности, 
в отдаленные сроки культивирования после облучения 
эффекты малых доз сопоставимы с эффектами средних 
доз ИИ и, в целом, свидетельствуют об угнетении функ-
циональной активности клеток.
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Туберкулез (ТБ) — заболевание, вызываемое 
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), с образованием широ-
кого спектра патологических очагов в легких пациентов 
с локальным или обширным ремоделированием альвео-
лярных тканей, известное как фиброз. Одной из актуаль-
ных проблем регенеративной медицины в современной 
фтизиатрической практике является восстановление 
структурной и функциональной целостности поврежден-
ных ТБ тканей легких пациентов. Предполагается, при 
ТБ легких мезенхимные стволовые/стромальные клетки 
(МСК) способны участвовать и в снижении воспалитель-
ной/иммунной реакций, дифференцируясь в фибробла-
сты, и в регенерации альвеол путем трансдифференци-
ровки в клетки легочного эпителия [1]. Однако, участие 
МСК в этих процессах у пациентов, больных ТБ, до сих 
пор не было исследовано, делая актуальным изучение 
их роли в патогенезе ТБ инфекции в легких человека.

Для исследования клеток, инфильтрующих ткани лег-
ких пациентов, больных ТБ, нами была разработана ме-
тодика получения ex vivo культур клеток из операционно-
го материала пациентов из стенок каверн/туберкулем и, 
параллельно, районов, удаленных от макро-ТБ очагов [2]. 
На 16–18 часах ex vivo культивирования первичные 
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культуры, полученные из различных ТБ очагов резекта-
тов легких 30 пациентов, состояли из макрофагов и дру-
гих клеток иммунитета, как правило, с отсутствием фи-
бробластов [2, 3].

Развитие методики с ex vivo культивированием клеток 
до 5–7 дней позволило не только выявить ряд характе-
ристик Mtb [4], но и оценить вероятное присутствие МСК 
в первичном инфильтрате клеток из резектатов легких 
пациентов по появлению колоний делящихся клеток с ха-
рактерной для МСК фибробластоподобной морфологи-
ей. В результате, значительное количество МСК выявили 
только для инфильтрата клеток из стенки туберкулемы 
пациента 27. Для инфильтратов клеток как из удален-
ного района легкого этого пациента, так и из различных 
ТБ очагов из резектатов легких других пациентов обна-
ружили только единичные МСК или полное их отсутствие 
вне зависимости от воспалительной и микробицидной 
активации клеток, зараженности их Mtb и степени фи-
броза в исследованных тканях. Изучение участия МСК 
в патогенезе и ремоделировании легких пациентов, боль-
ных ТБ, требует продолжения для разработки новых ме-
тодов и препаратов для эффективного восстановления 
функций легочного эпителия.

Работа выполнена с использованием оборудова-
ния ЦКП микроскопического анализа биологических 
объектов ФИЦ ИЦиГ СО РАН и ЦКП «Протеомный ана-
лиз» ФИЦ ФТМ (соглашение № 075-15-2021-691). 
Финансирование бюджетное.
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Дендритные клетки (ДК) играют ключевую роль 
в инициации адаптивного иммунного ответа и являют-
ся перспективным средством для клеточной терапии, 
позволяющим стимулировать направленный антиген-
специфический иммунный ответ. ДК, культивируемые 
in vitro, используют для лечения различных заболеваний, 
в первую очередь, онкологических. Противоопухолевая 
иммунотерапия направлена, в основном, на актива-
цию Т-звена иммунитета и формирование клонов эф-
фекторных Т-хелперов 1 типа (Тх1) и цитотксических 
Т-лимфоцитов, специфичных к опухолевым клеткам. 
Продуцируемый ДК интерлейкин-12 (IL-12) во многом 
определяет направление дифференцировки наивной 
CD4+ Т-клетки в Тх1, и в целом обусловливает развитие 
иммунного ответа в сторону активации клеточного звена.

В данной работе была проведена оценка различ-
ных способов стимуляции созревания культивируемых 
in vitro ДК на секрецию ими IL-12. ДК были получены 
путем обработки моноцитов из донорской крови цитоки-
нами (GM-CSF и IL-4). Полученные незрелые ДК подвер-
гали воздействию различными смесями для стимуляции 
созревания:

• TNFα;
• «коктейль» TNFα + IL-1 + IL-6 + PGE2;
• poly I:C;
• липополисахарид (LPS)
• лизат опухолевых клеток SK-MEL-2.
Экспрессию рецепторов ДК определяли методом про-

точной цитофлуориметрии. Уровень секреции цитокинов 
определяли методом ИФА.

При использовании разных смесей отмечены суще-
ственные различия в уровне экспрессии ДК поверхност-
ных рецепторов (данные не представлены), хотя, в целом, 
их иммунофенотип соответствовал зрелым ДК (CD14– 
CD11c++ HLA-DR++ CD86++ CD40+ CD83+).

Уровень секреции IL-12 при использовании лигандов 
TLRs (polyI:C, LPS), а также лизата клеток, содержащего 
DAMPs, достоверно не отличался от контроля (ДК без 
стимуляции созревания), несмотря на то, что связыва-
ние TLRs с лигандами должно активировать сигнальные 
пути, усиливающие транскрипцию генов, кодирующих IL-
12. ДК, подвергшиеся воздействию TNFα, также демон-
стрировали невысокий уровень секреции IL-12, несмотря 
на то, что TNFα является активатором nF-κB сигнально-
го пути, усиливающего экспрессию генов, кодирующих 
IL-12. Максимальный уровень секреции IL-12 (20,67 ± 
12,06 пг / мл) отмечен при использовании «коктейля», 
что можно объяснить сочетанным действием входящих 
в его состав компонентов. Примечательно, что, содержа-
щийся в его составе PGE2, по данным литературы, инги-
бирует синтез IL-12.

Таким образом, использование «коктейля» из TNFα 
+ IL-1 + IL-6 + PGE2 для стимуляции созревания ДК обе-
спечивает наиболее высокий уровень секреции IL-12. 
Полученные с его использованием ДК также имеют мак-
симальный уровень экспрессии рецепторов, обеспечи-
вающих миграцию ДК в лимфоузлы, в частности, CCR7 
(данные не представлены). На этом основании можно 
сделать вывод, что «коктейль» является наиболее под-
ходящим компонентом для стимуляции созревания ДК, 
получаемых in vitro для использования в противоопухо-
левой терапии.
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АКТИВНОСТЬЮ
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Увеличение количества реконструктивных и пласти-
ческих операций обуславливает потребность в расши-
рении производства биоматериалов для регенеративной 
медицины. Наиболее распространенным и доступным 
является сырье ксеногенного происхождения. Удаление 
клеток методами ферментативной или химической 
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обработки позволяет снизить иммуногенность биомате-
риала и получить децеллюляризованный коллагеновый 
скаффолд, пригодный для имплантации реципиенту [1]. 
Такие материалы находят применение в тканевой инже-
нерии [2]. Перспективным направлением является раз-
работка протоколов модификации биоматериалов с це-
лью придания им антимикробной активности [3].

В настоящем исследовании были получены образ-
цы децеллюляризованных коллагеновых скаффолдов 
на основе телячьего перикарда, отличающиеся ле-
карственным препаратом, сорбированном на поверх-
ности: ванкомицином, амикацином и рифампицином. 
Эффективность процесса децеллюляризации оценивали 
путем количественного определения ДНК. Наличие анти-
микробной активности по отношению к Staphylococcus 
aureus и Escherichia coli определяли диско-диффузион-
ным методом.

Гетеротопическая имплантация образцов белым бес-
породным крысам показала отсутствие реакции отторже-
ния. Децеллюляризованные коллагеновые скаффолды 
с антимикробной активностью полностью интегрирова-
лись в организм реципиента в течение 4–6 месяцев без 
усиления воспалительной реакции в ответ на импланта-
цию и появления дистрофических изменений по сравне-
нию с контролем без антимикробной активности.

Полученные результаты могут быть прим. мы при раз-
работке имплантируемых медицинских изделий на осно-
ве ксеноматериалов, предназначенных для направлен-
ной тканевой регенерации.
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Оценка биологической совместимости импланти-
руемых биоматериалов должна включать анализ мор-
фометрических характеристик и клеточного состава 
периимплантной соединительнотканной капсулы. К кон-
сервативным клеточным элементам капсулы относят ги-
гантские многоядерные клетки инородных тел, фибробла-
сты и сосуды. Соотношение этих компонентов меняется 
со временем и оказывает влияние на исход имплантации, 
включая резорбцию и фибротическую трансформацию 
окружающих имплантат тканей. Последние достижения 
в области искусственного интеллекта и цифровой пато-
логии позволяют автоматизировать детекцию клеток, 
имеющих типичные морфологические особенности, 
на скан-изображениях гистологических препаратов. 

Нами была разработана математическая модель для 
детекции гигантских многоядерных клеток инородных 
тел на скан-изображениях участков имплантаций. Для 
искусственной нейронной сети в рамках задач детекции 
и сегментации была использована архитектура сверточ-
ной нейронной сети U-Net, известная в области сегмен-
тации медицинских изображений своей скоростью и эф-
фективностью в работе с ограниченным количеством 
данных. Характерной особенностью применения полно-
сверточной нейронной сети является возможность сег-
ментировать объекты на скан-изображении по классам, 
что позволяет повысить точность детекции клеток ино-
родных тел. Модель была обучена на клетках с 20 скан-
изображений гистологических препаратов имплантаций 
полилактидных скаффолдов. Валидация была прове-
дена на 30 скан-изображениях. Ошибка модели на ва-
лидации составила 0,17. Детекция клеток морфотипов 
клеток инородных тел, фибробластов и эндотелия сосу-
дов позволит с высокой точностью характеризовать со-
единительнотканные капсулы и описывать локализацию 
хромогенных меток в изображениях гистологических 
препаратов, окрашенных гематоксилином и эозином. 
Проект поддержан грантом РНФ 22-15-00467.
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Суперпарамагнитные наночастицы оксида железа 
(superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs)) об-
ладают рядом уникальных свойств, позволяющих их ис-
пользовать для МРТ-диагностики и таргетной доставки 
лекарств. С целью повышения коллоидной устойчивости, 
биосовместимости, а также для осуществления поверх-
ностной модификации ядра SPIONs покрывают различ-
ными полимерами [1].

Целью работы было создание панели мишенных 
коньюгатов на основе SPIONs для прижизненной диа-
гностики туберкулёза (Тб) и опухолей головного мозга. 
SPIONs были синтезированы методом соосаждения 
из раствора солей железа, покрыты карбоксиметилдек-
страном и функционализированы путем ковалентной 
сшивки с антителами anti-CD11b (Abcam, США) и anti-
LAM (GRP, Германия), распознающими микобактерии. 
Для диагностики опухолей мозга использовали антитела 
anti-GD2, специфически взаимодействующие с гангли-
озидом GD2 и TKD-пептид, специфичный к мембран-
но-связанной форме белка теплового шока mHsp70 
(Thermo Fisher, США) на поверхности клеток глиобласто-
мы. В качестве контроля использовали конъюгат изоти-
пическими антителами IgG1. Для характеристики конъю-
гатов были использованы методы аналитической химии, 
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динамического светорассеяния и ЯМР-спектрометрии. 
Оценку взаимодействия конъюгатов с микобактериями 
и опухолевыми клетками в условиях in vitro выполня-
ли с помощью методов конфокальной и электронной 
микроскопии.

Гидродинамический размер полученных мишенных 
конъюгатов составлял от 114 ± 1,7 до 130 ± 3 нм, кон-
центрация железа — 2,63–3,01 ± 0,09 мг/мл. Наличие 
отрицательного заряда способствовало сохранению 
коллоидной стабильности растворов. Было показано 
специфическое взаимодействие коньюгатов с соответ-
ствующими антигенами на поверхности микобактерий 
и опухолевых клеток. Таким образом, полученная панель 
мишенных коньюгатов может быть рекомендована для 
использования в прижизненной диагностике Тб и опухо-
лей головного мозга. Исследование выполнено при под-
держке гранта РНФ № 22-15-00240.

Литература:
1. Neuberger, T. J. Magn. Magn. Mater. 2005. V 293. P. 483.

РАЗРАБОТКА РЕПОРТЕРНОЙ КЛЕТОЧНОЙ 
ЛИНИИ ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ ИНСУЛИНОВОЙ 
СИГНАЛИЗАЦИИ В РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ

А.П. Федоровский1, М.Н. Карагяур2, 
К.Ю. Кулебякин1, 2

1  Кафедра биохимии и молекулярной медицины, 
Факультет фундаментальной медицины ФГБОУ 
МГУ им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

2  Институт Регенеративной Медицины, 
Медицинский научно-образовательный центр МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

e-mail: fedorovskyap@mail.ru

Ключевые слова: инсулиновая сигнализация, мезенхим-
ные стромальные клетки.

Согласно данным ВОЗ за последние 40 лет заболе-
ваемость сахарным диабетом (СД) возросла в 4 раза. 
В 2019 году СД стал девятой причиной смерти в мире, 
в этом году из-за данного заболевания умерло при-
близительно 1,5 миллиона человек. СД является одной 
из самых распространённых причин почечной недо-
статочности, инсульта, атеросклероза, артериальной 
гипертонии, ишемической болезни сердца, слепоты. 
Инсулинорезистентность (ИР), являющаяся риск-
фактором развития СД 2 типа, также способствует кан-
церогенезу, ожирению, различным сердечно-сосудистым 
патологиям. На данный момент механизмы возникнове-
ния ИР полностью не выяснены. Учитывая фундамен-
тальное значение ИР в этиологии многих заболеваний, 
задача раскрытия механизмов возникновения ИР имеет 
важное значение для медицины.

Целью исследования является создание модели для 
изучения инсулиновой чувствительности клеток в реаль-
ном времени.

Тирозинкиназа Брутона (BTK) — нерецепторная 
тирозинкиназа, принимающая участие в созревании 
и функционировании B-лимфоцитов. В состав BTK вхо-
дит домен плекстриновой гомологии (PH-домен), име-
ющий сродство к фосфатидилинозитол (3,4,5)-трис-
фосфату (PIP3). PIP3, продуцируемый PI3K, является 
важным интермедиатом инсулинового сигнального ка-
скада. BTK не влияет на чувствительность клеток к ин-
сулину и на дифференцировочный потенциал мезен-
химных стромальных клеток (МСК). Это обстоятельство 

позволяет использовать BTK в качестве сенсора инсу-
линовой сигнализации для МСК.

С помощью генно-инженерных методов мы созда-
ли плазмиду, содержащую ген BTK-GFP. Правильность 
нуклеотидной последовательности плазмиды была под-
тверждена секвенированием. Затем была проведена 
трансдукция иммортализованных МСК (hTERT МСК) 
с помощью лентивирусных частиц, содержащих целе-
вую плазмиду. В «состоянии покоя» наблюдается равно-
мерное свечение цитоплазмы клетки. При развитии ин-
сулинового сигнального каскада BTK-GFP связывается 
с образующимся PIP3, заякориваясь в примембранном 
пространстве. Вследствие этого после стимуляции кле-
ток инсулином флуоресценция в реальном времени на-
блюдается преимущественно в области, прилежащей 
к клеточной мембране. Видимые различия во флуорес-
центной картине между «состоянием покоя» и состоя-
нием стимуляции инсулином позволяют говорить о том, 
что BTK-GFP является перспективным сенсором инсу-
линовой чувствительности. Подобная модель является 
незаменимым инструментом для изучения механизмов 
развития ИР и поисков способов её коррекции. Работа 
выполнена при поддержке РФФИ (Грант № 20-015-
00508, Клеточные механизмы регуляции гормональной 
чувствительности и дифференцировки стволовых кле-
ток, роль регуляторных субпопуляций).
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Одним из заболеваний сосудистой системы, связан-
ным со значительной нагрузкой на систему здравоохра-
нения, является варикозная болезнь нижних конечностей. 
Ее распространенность очень высока, среди взрослого 
населения в Российской Федерации она достигает 30%. 
При отсутствии своевременной помощи или недоста-
точной медицинской активности населения варикозная 
болезнь приводит к развитию тяжелых инвалидизирую-
щих осложнений, включая трофические язвы и тромбо-
флебит. В основе развития варикозной трансформации 
подкожных вен лежит ремоделирование венозной стенки 
в результате так называемого веноспецифического вос-
паления. Под последним понимают комплекс молекуляр-
но-клеточных взаимодействий, приводящих к структурной 
перестройке гладкомышечных клеток и внеклеточного 
матрикса. В патологическом процессе активное участие 
принимает эндотелий венозных сосудов, продуцирую-
щий целый ряд субстанций, обеспечивающих рекрутинг 
лейкоцитов в венозную стенку. Изучение веноспеци-
фического воспаления в настоящее время затруднено, 
поскольку требует проведения экспериментальных ис-
следований на животных или клинических исследований 
с участием пациентов, что сложно в административном, 
этическом и финансово-экономическом аспектах. Одним 
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из решений может стать создание модели венозного эн-
дотелия in vitro с помощью микрофлюидных устройств.

Работа направлена на создание прототипа микро-
флюидного устройства для изучения процессов, лежащих 
в основе веноспецифического воспаления. Получены 
первые образцы микрофлюидных многоканальных 
устройств. Микрочип включает 5 каналов, которые могут 
быть в разных сочетаниях использованы для заселения 
клетками эндотелия. Каналы, в которые заселяют клетки, 
заполняют раствором коллагена или фибрином, а затем 
промывают. Тем самым создается поверхность, на ко-
торой клетки распластываются. Затем смежные каналы 
заполняются коллагеном или фибрином, после полиме-
ризации которых в оставшиеся каналы заселяют клетки 
и заполняют питательной средой. Ее циркуляция осу-
ществляется с помощью системы микронасосов. Для за-
селения использовали культуру эндотелиальных клеток 
пуповины человека. После серии экспериментов удалось 
добиться размножения и распространения клеток в ка-
нале с выстилкой поверхности канала по типу эндотелия. 
Длительность периода сохранения клеток жизнеспособ-
ными к настоящему времени составляет до 7 суток и мо-
жет быть увеличена. Данное микрофлюидное устройство 
позволяет моделировать выстланный эндотелием сосуд. 
Устройство может быть использовано для анализа экс-
прессии молекул, участвующих в процессе ремоделиро-
вания при варикозной болезни. Доступ к электронной 
базе данных научных публикаций получен в рамках госу-
дарственного задания № 075-00746-19-00.
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В последние десятилетия активно развивается об-
ласть материаловедения, связанная с разработкой 
и применением материалов медико-биологического на-
значения. Такие материалы могут быть использованы 
как основа имплантатов, шовные материалы, компо-
зиты и пр. Данная работа посвящена созданию новых 
материалов на основе биосовместимого полисахарида 
альгината натрия для замещения и регенерации кожных 
покровов. Альгинат натрия обладает рядом характери-
стик, которые позволяют использовать его для тканевой 
инженерии: биологическая совместимость с организмом 
человека [1, 2], биорезорбирование, возможность фор-
мирования прочных пористых каркасов [3], отсутствие 
риска передачи инфекций от животных [4].

Для эффективного замещения кожных покровов 
требуется модель, которая будет способна имити-
ровать функции кожи. По этой причине в данной ра-
боте был разработан подход по созданию двухслой-
ных тканевых эквивалентов. В таком случае нижний 
пористый слой воспроизводит функции дермы, верхний 
плёночный — эпидермиса.

В лечении трофических и диабетических поражений 
кожных покровов существует ряд сложностей, связанных 

с тем, что организм человека имеет низкий регенера-
тивный потенциал. Это ведёт к высокой вероятности от-
торжения используемых материалов и острой потреб-
ности использования антибактериальных препаратов. 
Для решения этих проблем в данном исследовании 
шла работа в двух направлениях: разработка подходов 
функционализации нижнего пористого слоя матрикса 
антибактериальными препаратами и факторами роста. 
В качестве антибактериальных препаратов были исполь-
зованы ванкомицин, цефотаксим, гентамицин и линко-
мицин в концентрациях 50 мг/мл. Как факторы роста 
была использована плазма крови обогащённая и обе-
днённая тромбоцитами в концентрациях от 5 до 25% 
масс. Работа выполнена в рамках реализации гранта 
Президента РФ МК-4573.2022.1.3.
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Мембранные везикулы, индуцированные цитохалази-
ном В (иМВ), представляют собой мембраносвязанные 
структуры различного размера, содержащие белки, ли-
пиды, ядерные и митохондриальные компоненты. иМВ 
способны сливаться с реципиентными клетками посред-
ством эндоцитоза. Следовательно, иМВ из опухолевых 
клеток можно использовать для представления опухоль-
специфических антигенов клеткам иммунной системы. 
Целью настоящей работы был анализ взаимодействия 
иМВ, выделенных из клеток меланомы и карциномы тол-
стой кишки человека, с мононуклеарными клетками пе-
риферической крови человека (МКПК) in vitro.

Генетическая модификация клеток меланомы челове-
ка М14 и колоректального рака человека HCT-116 были 
проведены с использованием рекомбинантных лентиви-
русов второго поколения LV-IL-2 для получения стабиль-
ных клеточных линий со сверхэкспрессией IL-2. иМВ 
были получены из нативных и генетически модифици-
рованных опухолевых клеток человека. МКПК выделя-
ли центрифугированием в градиенте фиколла (1077 г/
см3). После этого иМВ добавляли к МКПК в концентра-
ции 200 мкг/мл и инкубировали в течение 3 суток. МКПК 
без добавления иМВ использовали в качестве контроля. 
После чего МКПК окрашивали следующими антителами 
к CD3, CD4, CD8a, CD38, CD25, CD56, CD107a, CD127, 
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HLA-DR, CCR6, CXCR3, содержащими флуоресцентную 
метку. Результаты анализировали методом проточной 
цитометрии. Взаимодействие иМВ и МКПК исследовали 
с помощью лазерной конфокальной микроскопии и про-
точной цитометрии.

Нами показано, что иМВ нативных клеток M14 и HCT-
116, окрашенных флуоресцентным красителем, спо-
собны сливаться с Т-лимфоцитами в ко-культуре, что 
приводит к их активному взаимодействию и обмену ком-
понентами цитоплазматической мембраны. Отмечена 
разница между контрольными Т-клетками без добав-
ления иМВ и Т-клетками, культивируемыми с иМВ, 
на 4%. Но разница в популяции гранулоцитов была 
выше — 32%. Это можно объяснить способностью ней-
трофилов к фагоцитозу. Также с помощью проточной 
цитометрии показано, что добавление иМВ клеток НСТ-
116 и M14 в концентрации 200 мкг/мл увеличивает ко-
личество Т-киллеров на 12% и 9,6% по сравнению с кон-
тролем. Также отмечено увеличение Т-хелперов 2 на 7% 
и 10%, соответственно.

Таким образом, благодаря способности презентиро-
вать опухоль-специфические антигены клеткам иммун-
ной системы и возможности активации противоопухоле-
вого иммунного ответа, иМВ опухолевых клеток являются 
перспективным объектом для разработки терапевтиче-
ских противоопухолевых вакцин. Однако необходимы 
дальнейшие исследования в этой области для изучения 
механизмов взаимодействия иМВ с иммунными клет-
ками и возможных путей модуляции иммунного ответа. 
Данное исследование выполнено в рамках Программы 
стратегического академического лидерства Казанского 
федерального университета (ПРИОРИТЕТ-2030) и фи-
нансируется за счет гранта Российского научного фонда 
22-24-20018.
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Ишемический инсульт является одним из наиболее 
тяжелых многофакторных заболеваний мозга. Широкий 
спектр высокопроизводительных геномных и постгеном-
ных технологий, а также модельных систем дает воз-
можность уже сегодня получать данные, позволяющие 
формировать эффективные подходы к преодолению про-
блем, связанных с инсультом.

В течение длительного времени считалось, что фо-
кальный инсульт может вызывать повреждения ткани 
мозга только в границах ипсилатерального полушария 
(ИП), в котором локализован очаг ишемии. Однако было 
показано, что в мозге также имеют место процессы (рас-
пространяющаяся депрессия/деполяризация, транс-
полушарный диашиз), обеспечивающие протекание 
латентных реакций в контралатеральном полушарии 
(КП) [1–3]. Характер изменений в КП после фокального 
инсульта в настоящее время активно изучается. В част-
ности, значительный интерес представляют исследова-
ния особенностей геномных реакций в клетках этой зоны 
мозга, в том числе, для понимания возможного регене-
ративного потенциала мозговой ткани в преодолении по-
следствий инсульта.

В данной работе в условиях экспериментальной мо-
дели обратимой церебральной ишемии (tMCAO), вы-
полненной под контролем магнитно-резонансной томо-
графии (МРТ), был проведен полногеномный RNA-Seq 
анализ профилей 17367 генов (мРНК) и 765 микроРНК 
в симметричных участках мозга крыс ИП и КП через 
24 часа после tMCAO. Нами была выявлена значитель-
ная модуляция активности генома не только в ИП, содер-
жащем гиперинтенсивный МРТ-сигнал ишемического 
поражения, но и в КП, в котором подобные МРТ-сигналы 
не детектировались. Были охарактеризованы связанные 
с активностью мРНК и микроРНК метаболические си-
стемы, презентирующие процессы повреждения и вос-
становления неврологических функций, в том числе, 
в КП мозга. В результате мы выявили транскриптомные 
сигналы биполушарных изменений в головном мозге 
у модельных животных после фокальной церебральной 
ишемии-реперфузии. Мы полагает, что установление 
функциональных взаимодействий на уровне кодирующих 
и регуляторных РНК может обеспечить следующий уро-
вень понимания процессов повреждения и регенерации 
при инсульте. Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ и Правительства Москвы в рамках на-
учного проекта № 21-34-70048.
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Гидрогели, как класс материалов, зарекомендовали 
себя еще в 60-х годах прошлого века в качестве пер-
спективных изделий биомедицинского назначения. Такие 
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коллоидные системы содержат большое количество воды 
в качестве дисперсионной среды, а их основой является 
трехмерная матрица высокомолекулярного соединения. 
Применение в качестве такой матрицы биоразлагаемых 
и биосовместимых амфифильных блок-сополимеров по-
лилактида (PLA) и полиэтиленгликоля (PEG) открывает 
возможности в использовании гидрогелей в области тка-
невой инженерии и адресной доставки лекарств. За счет 
амфифильной природы гидрогелевой сетки возможно им-
прегнировать лекарственные препараты внутрь матрицы 
с целью использования материалов в качестве средств 
доставки пролонгированного действия. В то же время 
биосовместимость и механическая схожесть гидрогелей 
с нативными тканями, позволяет рассматривать их как 
перспективные материалы в области регенеративной ме-
дицины. Однако известные из литературы модули упруго-
сти таких систем, как правило, невысоки (1–10 кПа) [1], 
что сужает круг их возможного применения.

В работе была синтезирована серия тройных блок 
сополимеров P(D,L)LA-PEG-P(D,L)LA с различным соот-
ношением гидрофильного и гидрофобного блоков (1:1,5, 
1:1, 1:0,5), на основе которых были получены гидроге-
левые материалы. гидрогели были получены заменой 
растворителя: блок-сополимеры растворяли в «хоро-
шем» для обоих блоков растворителе (1,4 — диоксан), 
а далее постепенно заменяли на «плохой» растворитель 
для полилактидного блока (воду). Вследствие агрегации 
гидрофобного блока и за счет образования проходных 
цепей полиэтиленгликоля проходило гелеобразование. 
Наноструктура гидрогелей была исследована методом 
малоуглового рентгеновского рассеяния. На основе по-
лученных зависимостей были рассчитаны межплоскост-
ные расстояния. Установлено, что с уменьшением длины 
гидрофобного блока происходит уменьшение межпло-
скостных расстояний. Физико-механические характери-
стики материалов были изучены методом механического 
анализа. Для полученных гидрогелей были достигнуты 
модули упругости до 45 кПа, о чем ранее не сообщалось 
в научной литературе для данных систем. Работа выпол-
нена при финансовой поддержке Министерства науки 
и высшего образования Российской Федерации в рам-
ках соглашения № 075-15-2021-1357.
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Повреждения спинного мозга являются причиной хро-
нической травмы и формирования кисты, которая сдав-
ливает спинной мозг, препятствуя проведению нервных 
импульсов и нейрорегенерации. Клеточная терапия — 
перспективная стратегия для лечения посттравматиче-
ских кист спинного мозга. Важную роль в регенерации 
нервной ткани после повреждения играют нейротрофи-
ческие факторы. Так в ряде исследований была показана 
роль ростового фактора головного мозга (BDNF) в тера-
пии травм спинного мозга [1]. Наиболее простым явля-
ется введение BDNF в сочетании с клетками. Однако, эк-
зогенные ростовые факторы быстро деградируют после 
введения в область травмы, поэтому исследуется спосо-
бы доставки нейротрофинов с помощью аденовекторов, 
которые будут секретировать факторы в области повреж-
дения [2]. Целью данной работы является изучение при-
менение нейротрофического фактора мозга для улучше-
ния подвижности задних конечностей крыс при травмах 
спинного мозга.

Для создания клеточной культуры из образцов тка-
ни крысы и человека использовали протоколы, разра-
ботанные ранее в нашем отделе [3]. При приготовле-
нии трансплантата 750 тысяч клеток комбинировали 
с 500 нг BDNF. Для доставки BDNF с помощью аде-
новекторов, ранее полученные клетки в количестве 
750 тысяч или 1,5 миллиона, трансдуцировали аде-
новектором, содержащим зрелую форму ростового 
фактора головного мозга по ранее разработанному 
протоколу [4]. Образование кисты подтверждали ме-
тодом МРТ через 4 недели после экспериментальной 
травмы спинного мозга крыс. Трансплантацию препа-
рата проводили животным через 4 недели после трав-
мы в полость 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.

В результате было показано, что введение клеток 
в сочетании с нейротрофическим фактором мозга 
усиливает терапевтическую эффективность обкла-
дочных клеток при хронической травме спинного 
мозга с несформированной кистой. При использова-
нии аденовектора секретирующего BDNF, было по-
казано, что трансдукция обкладочных клеток не уси-
ливает эффект от их трансплантации. Возможно, 
BDNF является не лучшей терапевтической молеку-
лой для лечения травм спинного мозга. Именно об-
кладочные клетки, показавшие свою эффективность 
в терапии повреждений спинного мозга, являются 
аутологичными и могут быть в дальнейшем исполь-
зованы в персонализированной медицине. Работа 
выполнена при поддержке государственного задания 
№ 056-00017-20-00 от 25.12.2019 г.
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Белок p53 представляет собой транскрипционный 
фактор, который сохраняет целостность генома, акти-
вируя нижестоящие гены, белковые продукты которых 
участвуют в остановке клеточного цикла, апоптозе 
и репарации ДНК. Ген TP53 является одним из наи-
более часто мутированных генов при онкологических 
заболеваниях человека [1]. Наличие мутации приво-
дит к дестабилизации третичной структуры р53 и, как 
следствие, потере его транскрипционной активности. 
Реактивация мутантного р53 с помощью низкомолеку-
лярных соединений имеет хорошие перспективы в ка-
честве терапевтической стратегии для лечения боль-
шого числа опухолей человека [2].

В данной работе мы оценили цитотоксическое дей-
ствие производных аминобензотиазола на клеточную 
линию фибробластов кожи человека (HSF) и клеточ-
ные линии аденокарциномы человека с различным 
статусом p53 (дикий тип: A549р53(wt); мутантный: 
MIAPaCa-2p53(R248W) и OVCAR-3p53(R248Q); нокаут: 
MCF7 p53(-/-)) при концентрациях 2,5–120 мкМ в тече-
ние 48 часов методом MTS-теста. Далее мы идентифи-
цировали изменения экспрессии генов сигнального пути 
р53, индуцированные производными аминобензотиазо-
ла, с помощью методов ПЦР в реальном времени и ве-
стерн блот анализа.

Было продемонстрировано наличие дозозависи-
мого цитотоксического эффекта соединений на всех 
клеточных линиях. Однако действие соединений было 
более выражено по отношению к опухолевым клеткам 
в сравнении с нормальными клетками. Также опухоле-
вые клетки с р53 дикого типа и с нокаутом р53 были 
менее чувствительны, чем клетки с мутантным р53. 
Кроме того, соединения повышали уровень экспрес-
сии генов-мишеней белка р53 в опухолевых клетках 
с мутантным р53, в то время как в клеточной линии 
с р53 дикого типа существенных модулирующих эф-
фектов не наблюдалось.

Полученные в рамках исследования результаты по-
зволят более детально понять молекулярные механиз-
мы реактивации различных форм мутантного p53, что, 
в свою очередь, имеет решающее значение для обе-
спечения эффективного внедрения низкомолекуляр-
ных активаторов мутантного р53 в клиническую прак-
тику. Работа выполнена при поддержке гранта РНФ 
22-24-20034.
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Считается, что в ряде органов и тканей есть зоны, 
в которых клеточного обновления не происходит. К клет-
кам таких зон относят, напр., нейроны головного мозга, 
фолликулы яичников и др. Поэтому полагают, что и есте-
ственная убыль нейронов, и их возрастные изменения по-
вышают уязвимость организма и вносят вклад в старе-
ние. А то и являются его основной причиной. Возрастные 
же изменения «дремлющих» в фолликулах яйцеклеток 
и истощение их пула, заложенного в раннем онтогенезе, 
считается основной причиной снижения фертильности 
с возрастом.

Однако у нейронов головного мозга и у фолликулов 
яичников есть стволовые клетки-предшественники [1, 2]. 
Они, как и все стволовые клетки, не имеют ограничений 
на размножение (лимита Хейфлика) и способны эффек-
тивно обновлять эти, как считается, необновляемые ком-
партменты. А возрастное снижение их клеточности никак 
не связано с их «необновляемостью». Потому что анало-
гичное сокращение клеточного состава (цитопения) про-
исходит и в постоянно обновляемых компартментах ор-
ганизма — эпидермисе, костном мозге и др. Причем эти 
изменения оказываются обратимыми [3].

Данные результаты и некоторые другие свидетельства 
показывают, что первопричина подобной системной воз-
растной цитопении не связана с принципиальной неспо-
собностью клеточных компартментов организма к само-
поддержанию и самовосстановлению. Скорее всего, она 
является следствием дисрегуляции ряда процессов в ус-
ловиях жизнедеятельности стареющего организма [4].

Именно поэтому наблюдается возрастное угасание 
потенциала физиологической и репаративной регенера-
ции. Ряд данных свидетельствует о том, что это угасание 
регулируемо и поддается корректировке [3, 4].
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Дефицит донорских аутологичных трансплантатов по-
родил интерес к разработке сосудистых протезов. Одним 
из факторов несостоятельности сосудистых протезов 
малого диаметра является их острая критичная тромбо-
генность [1]. Создание протеза с готовым к моменту им-
плантации эндотелиальным монослоем может повысить 
его тромборезистентные свойства [2].

Методом электроспиннинга были изготовлены труб-
чатые каркасы из смеси биодеградируемых полиме-
ров — поли(3-гидроксибутирата-ко-3-гидроксивалерата) 
и поли(ε-капролактона). Фибриновое покрытие на вну-
тренней поверхности протеза выполнено с примене-
нием тромбина и CaCl2. Культуру аутологичных коло-
ниеформирующих эндотелиальных клеток получали 
от пациентов с ишемической болезнью сердца и заселя-
ли в количестве 700 тыс/мл в полной питательной сре-
де EGM-2MV. Клеточнозаселенный сосудистый протез 
подключали к системе пульсирующего биореактора с на-
пряжением сдвига 2,85 дин/см2 в течение 5 суток. Для 
контроля аналогичные образцы культивировали в стати-
ческих условиях. Эффективность эндотелизации анали-
зировали с помощью иммунофлуоресцентной и сканиру-
ющей электронной микроскопии. Для количественного 
анализа снимков использовали ImageJ.

Анализ жизнеспособности эндотелиоцитов проде-
монстрировал полную ее сохранность независимо от ус-
ловий культивирования клеток. Плотность клеточной по-
пуляции также статистически значимо не различалась 
(р>0,05), что свидетельствует об отсутствии пагубного 
влиянии выбранного режима на целостность эндоте-
лиальной выстилки. В условиях пульсирующего потока 
в 1,5 раза увеличилась продукция эндотелиальными 
клетками структурного белка F-актина и белка точечнотй 
адгезии Талина (р<0,05). Хаотичная ориентация микро-
филаментов цитоскелета под влиянием потока смени-
лась на преимущественную ориентацию в направлении 
потока. В условиях пульсирующего потока выявлено 
увеличение экспрессии специфических эндотелиальных 
маркеров CD31, CD309 — в 1,5 раза, синтеза внутрикле-
точного vWF — в 3 раза (р<0,05).

Работа выполнена при поддержке комплексной 
программы фундаментальных научных исследований 
СО РАН в рамках фундаментальной темы НИИ КПССЗ 
№ 0419-2022-0001 «Молекулярные, клеточные и био-
механические механизмы патогенеза сердечно-сосуди-
стых заболеваний в разработке новых методов лечения 
заболеваний сердечно-сосудистой системы на основе 
персонифицированной фармакотерапии, внедрения 
малоинвазивных медицинских изделий, биоматериалов 
и тканеинженерных имплантатов».
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В настоящее время существует острая необходимость 
в разработке инновационных технологий, способствующих 
повышению эффективности методов восстановительного 
лечения пациентов. Перспективным направлением являет-
ся конструирование и выращивание вне организма функци-
ональных тканей на основе биосовместимых, биодегради-
руемых матриц в сочетании с мезенхимными стволовыми 
клетками (МСК) [1, 2]. Особый интерес представляет изуче-
ние влияния статического магнитного поля (СМП) и скаф-
фолдов, обладающих магнитными свойствами [3, 4], на про-
цессы формирования тканеинженерных конструкций.

Цель работы: изучение особенностей изменения ме-
таболической активности МСК при культивировании 
на различных субстратах в условиях действия постоянно-
го магнитного поля.

В качестве скаффолдов использовали хитозановые 
волокна, изготовленные методом мокрого прядения [5], 
имеющие в своем составе суперпарамагнитные нано-
частицы оксида железа, и волокна из хитозана, не об-
ладающие магнитными свойствами. Культивирование 
МСК на скаффолдах осуществляли в течение 72 часов 
в условиях CO2-инкубатора в присутствие и в отсутствие 
постоянного магнитного поля умеренной интенсивности 
(80 мТл). По окончании времени инкубации выполняли 
исследование метаболической активности МСК с ис-
пользованием МТТ-теста.

Выявлено, что включение в состав матриц суперпа-
рамагнитных материалов не оказывает значимого вли-
яния на метаболическую активность МСК по сравнению 
с клетками, культивированными на матрицах из соответ-
ствующего материала без наночастиц оксида железа.

Установлено, что постоянное магнитное поле умерен-
ной интенсивности опосредует стимуляцию метаболиче-
ской активности МСК независимо от субстрата, использу-
емого для культивирования клеток, о чем свидетельствует 
повышение жизнеспособности МСК на 32% при культи-
вировании на хитозановых волокнах, на 40% при исполь-
зовании в качестве матрицы хитозановых волокон с су-
перпарамагнитными наночастицами оксида железа.
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Общепринятые представления о передаче сигнала 
и эндоцитозе рецептора эпидермального фактора роста 
(EGFR) получены при исследовании постоянных линий 
трансформированных клеток эпителиального проис-
хождения (например, линий HeLa и A549), обладающих 
повышенной экспрессией рецептора. Однако, по нашим 
данным, повышенная экспрессия EGFR наблюдается 
также и в эндометриальных мезенхимных стромальных 
клетках (энМСК) человека, а также в МСК других ти-
пов. Поскольку МСК можно рассматривать как модель 
нормальных клеток в культуре, актуальной задачей яв-
ляется изучение роли сигнальной системы, опосредуе-
мой EGFR, в регуляции функционирования этих клеток. 
Известно, что сигналы EGFR стимулируются его лиган-
дами, различающимися, в частности, по аффинности 
к рецептору. Так, в отличие от EGF и TGF-α, низкоаффин-
ный лиганд амфирегулин (AREG) не вызывает интерна-
лизацию EGFR как в энМСК, так и в HeLa. Также обна-
ружено, что AREG не влияет на пролиферацию в энМСК, 
тогда как EGF и TGF-α ее ускоряют. Опухолевые клетки, 
напротив, быстрее пролиферируют в присутствии AREG. 
Методом проточной цитометрии мы оценили концен-
трацию пероксида водорода в цитоплазме клеток HeLa 
и энМСК, которые были трансфекцированы лентиви-
русами, несущими ген сенсора к H2O2 — белка Hyper. 
Образование H2O2 в ходе эндоцитоза связано с акти-
вацией NADPH-оксидазы на мембранах эндосом и ли-
зосом. Повышение цитоплазматической концентрации 
H2O2 приводит к увеличению интенсивности эмиссии 
Hyper при его возбуждении монохроматическим излуче-
нием 488 нм и к уменьшению — при возбуждении све-
товой волной 405 нм. Hyper-ratio (F488/F405) прямо 
пропорционально концентрации H2O2. Так, в суспензи-
онных пробах клеток линии HeLa, к которым был добав-
лен EGF, Hyper ratio оказался выше, чем в контрольных, 
уже через 10 мин после добавления фактора роста и про-
должает увеличиваться, выходя на плато после 30 мин. 
В то же время, добавление EGF в энМСК не отразилось 
на Hyper ratio. Инкубация энМСК с 8-Br-cAMP и проге-
стероном приводила к стимуляции децидуальной диффе-
ренцировки клеток. Однако, добавление EGF и TGF-α од-
новременно с 8-Br-cAMP и прогестероном препятствует 
стимуляции децидуальной дифференцировки, причем 
этот эффект опосредуется EGFR-зависимыми сигналь-
ными путями, поскольку блокируется AG1478 — ингиби-
тором тирозинкиназной активности EGFR. Кроме того, 
AG1478 значительно повышает секрецию IGFBP1 даже 
при дифференцировке в отсутствие лигандов EGFR. В от-
личие от первых двух лигандов, AREG не препятствовал 
дифференцировке. Мы предполагаем, что эффект EGF 
и TGF-α регулируется на уровне эндоцитоза лиганд-ре-
цепторных комплексов, подавляя дифференцировку 

на пролиферативной стадии цикла, в то время как AREG 
функционирует на секреторной стадии. Работа поддер-
жана грантом РФФИ № 20-04-00927.
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Эндотелий, выстилающий стенки сосудов и капилля-
ров, играет ключевую роль в функционировании сердеч-
но-сосудистой системы и передачи сигналов из кровото-
ка в подлежащие ткани. Нарушения функции эндотелия, 
эндотелиальная дисфункция, связана с широким спек-
тром заболеваний и восстановление функции эндоте-
лия — это перспективная терапевтическая мишень [1].

Известно, что поддержание базового уровня акти-
вации сигнального пути Notch в эндотелии необходимо 
для поддержания эндотелиального фенотипа, а дисре-
гуляция Notch связана с эндотелиальной дисфункци-
ей [2]. Сигнальный путь Notch имеет дозозависимый 
эффект [3], и мы предполагаем, что длительная гиперак-
тивация этого сигнального пути может приводить к на-
коплению эпигенетических изменений, которые значи-
тельно повышают риски развития сердечно-сосудистых 
заболеваний.

Чтобы проверить эту гипотезу, мы провели анализ 
пост-трансляционных модификаций гистонов и измене-
ний секретомного профиля эндотелиальных клеток в от-
вет на активацию сигнального пути Notch. Активацию 
Notch проводили при помощи лентивирусной трансдук-
ции эндотелиальных клеток пупочного канатика челове-
ка (HUVEC) конструкцией для сверхэкспрессии внутри-
клеточного домена NOTCH1 (N1ICD). После трансдукции 
N1ICD или контрольной конструкцией, проводили сбор 
секретома и выделение гистонов, после чего образцы 
анализировали при помощи протеомики-дробовика 
на платформе TimsToF Pro (Bruker).

Активация сигнального пути Notch приводила к по-
нижению уровнях PTX3, SERPINE1 и THBS1 в секретоме 
эндотелиальных клеток. Секреция этих белков эндотели-
ем играет важное значение в поддержании гомеостаза, 
и снижение их экспрессии под действием Notch хорошо 
согласуется с литературными данными о том, что дисре-
гуляция этого сигнального пути приводит к эндотелиаль-
ной дисфункции.

При анализе гистонов мы не нашли статистически 
достоверных различий в пост-трансляционных моди-
фикациях гистонов 2 и 3, однако выявили существен-
ное изменение экспрессии нескольких гистонов 1 (H1). 
Активация сигнального пути Notch приводит к повыше-
нию экспрессии N-ацетилированных форм H1-0, H1-3, 
H1-4, H1-5, H1-10. Гистон 1 изучен меньше других ги-
стонов, однако мы предполагаем, что как и в случае дру-
гих гистонов, изменение репертуара гистонов 1 может 
быть связано с эпигенетической регуляцией экспрессии 
генов. Исследование выполнено при поддержке гранта 
РНФ № 18-14-00152.
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Разработка трехмерных (3D) конструкций на основе 
биорезорбируемых полимеров с внедренными в них ну-
клеиновыми кислотами, кодирующими факторы роста, 
является наиболее перспективной стратегией для обе-
спечения эффективной регенерации пораженных участ-
ков ткани [1]. Ранее нами продемонстрирована прин-
ципиальная возможность формирования методом 3D 
криопечати универсальных систем на основе альгината 
натрия для локализованной доставки генетических кон-
струкций в область дефекта [2].

В настоящей работе методами флуоресцентной ми-
кроскопии, проточной цитометрии и ПЦР в реальном вре-
мени исследована кинетика трансфекции HEK293 при 
их инкубации с ген-активированными альгинатными 
матриксами разной степени сшивки и содержащими 
плазмиду с геном усиленного зеленого флуоресцентного 
белка (EGFP).

Показано, что гидрогелевые матриксы способству-
ют эффективной трансфекции целевых клеток, обеспе-
чивая сохранность и целостность высвобождающейся 
плазмидной конструкции. Увеличение степени сшивки 
приводит к уменьшению скорости трансфекции клеток. 
На 7 сутки плазмиды, высвободившиеся из матрикса, 
сшитого 2% раствором ионов кальция (Ca2+), проникли 
в 30 ± 5 тыс. клеток, в то время как плазмиды из альги-
натного матрикса, сшитого 10% раствором ионов каль-
ция, проникли в 21 ± 5 тыс. клеток. Это оказало непо-
средственное влияние на уровень экспрессии гена EGFP 
(для 2% Ca2+ он выше в 1,7 раз). Однако от степени 
сшивки также зависит полное время воздействия ген-
активированных матриксов на клетки. Учитывая, что ма-
триксы, сшитые 10% Ca2+, способствовали трансфек-
ции клеток в течение более продолжительного времени 
(17 суток), по сравнению с матриксами, сшитыми 2% 
Ca2+ (7 суток) суммарное количество трансфицирован-
ных составило 53 ± 6 тыс.кл. и 30 ± 5 тыс. клеток, а уро-
вень экспрессии гена закономерно увеличился в 2 раза 
при увеличении степени сшивки.

Таким образом, контролируя процесс полимериза-
ции альгинатных матриксов, возможно влиять на ки-
нетику трансфекции клеток, подбирая тем самым 
необходимые условия для более эффективной регене-
рации различных типов тканей. Работа выполнена при 

поддержке Министерства науки и высшего образования 
в рамках работ по Государственному заданию ФНИЦ 
«Кристаллография и фотоника» РАН в части разработки 
процесса 3D криопечати гидрогелевых матриксов и ра-
бот по Государственному заданию ФГБНУ «МГНЦ» в ча-
сти получения и характеристики плазмид.
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Технология AWT («Artificial womb technology») актив-
но разрабатывается в ряде научных центров [1]. Данная 
технология относится к эктогенезу, а жизнеспособный 
и развивающийся в искусственной утробе (экзомбе/ 
exowomb) человеческий эмбрион/плод получил назва-
ние «эктогенетический субъект». При этом выделяют ча-
стичный (если эмбрион/плод развивался какое-то время 
в материнской/женской утробе, а затем был помещен 
в искусственную матку) и полный (развитие только в эк-
зомбе) разновидности эктогенеза. Если первый из на-
званных видов применяется в неонатологии уже сегод-
ня (например, создание кувезов для недоношенных или 
заболевших новорожденных), то второй — в настоящее 
время находится еще на стадии научных исследований. 
Технология AWT в случае полного эктогенеза способна 
породить существенные изменения в понимании чело-
веческой сущности, материнства, роли женщины в об-
ществе, поэтому решение такого рода проблем требует 
их философского осмысления и, соответственно, опре-
деленных философских оснований для правового регу-
лирования [2]. Перечислим некоторые из таких проблем:

1) уже сейчас технология AWT воспринимается в об-
ществе неоднозначно: с одной стороны, она несет в себе 
благо (например, существенно продвигает развитие пре-
натальной медицины), но, с другой стороны, порождает 
многочисленные риски (например, связанные с возмож-
ными отклонениями в развитии ребенка, выращенного 
в экзомбе) [3]. Поэтому применение технологии AWT 
должно быть разрешено только по медицинским показа-
ниям, а с правовой точки зрения ее использование мож-
но отнести к ситуациям крайней необходимости;

2) задачи правового регулирования — не только упо-
рядочить общественные отношения, связанные с AWT, 
но, в первую очередь, защитить права эмбриона/пло-
да — эктогенетического субъекта, который развивается 
вне утробы матери, самостоятельно, что требует повы-
шенных мер его правовой защиты. В связи с этим тре-
буют пересмотра философские основания правосубъ-
ектности эктогенетического субъекта как субъекта «sui 
generis», а также переосмысление понятий «рождение 
ребенка», «уголовно-правовая защита эмбриона/пло-
да». Необходимо ввести в правовое регулирование 
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дефиницию эктогенетического субъекта, закрепив его 
право на жизнь (презумпция его сохранения), а также ряд 
иных прав, например, на медицинскую помощь и пр.;

3) важно выстроить и систему ответственности 
за нормальное и стабильное развитие эмбриона/плода 
в экзомбе, закрепив права и обязанности родителей, ме-
дицинского учреждения. Требуется разработка правовой 
основы нахождения эмбриона/плода в экзомбе, особый 
режим защиты его прав. Развивающийся в экзомбе эм-
брион/плод — это субъект sui generis, право на жизнь 
и здоровье которого должно охраняться нормами права 
на всех этапах его развития.
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В наших предыдущих экспериментах было показа-
но, что раневое покрытие «Отваренная шелковая меди-
цинская марля» (ШММ) [1] обладает свойствами био-
совместимости, не имеет цитотоксического эффекта 
и не снижает пролиферативную активность культивиру-
емых дермальных фибробластов, что обуславливает пер-
спективность дальнейших исследований, направленных 
на разработку тканеинженерных конструкций (ТИК) для 
регенеративной медицины [2] на его основе.

Данное исследование посвящено изучению эф-
фективности заживления модельной раны размером 
1×1 см у экспериментальных животных с использовани-
ем разработанной нами ТИК на основе ШММ, заселен-
ной дермальными фибробластами новорожденных крыс. 
Моделирование раны у белых беспородных крыс прово-
дили по. Эффективность ТИК оценивали по значимым 
клиническим параметрам заживления раны.

Оценка эффективности параметров заживле-
ния раны в контроле показала полное заживление 
на 16-е сутки, тогда как в группе с использованием ТИК 
полное заживление раны происходило на 14-е сутки. 
Морфологические исследования не обнаружили отличий 
от нативной кожи как в экспериментальной, так и в кон-
трольной группах [3].

Таким образом, применение разработанной нами ТИК 
при лечении поверхностных дефектов кожи способствует 

восстановлению кожного покрова за счет натурального 
фиброина в составе ШММ, выполняющего механиче-
скую и поддерживающую функцию для дермальных фи-
бробластов, которые мигрируют в рану и ускоряют реге-
нерацию кожи.

Авторы подтверждают, что не имеют конфликта 
интересов.
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С развитием регенеративной медицины и ее актив-
ным практическим применением острее встает вопрос 
о методах, предоставляющих количественные данные 
об образцах без их разрушения. Одновременно с этим 
прогресс в области химии полимеров позволяет допол-
нительно модифицировать матриксы в процессе их из-
готовления для получения новых механических и морфо-
логических свойств у готового продукта. Ультразвуковая 
микроскопия имеет высокую чувствительность к измене-
нию этих параметров и обладает рядом преимуществ для 
проведения медико-биологических исследований: прове-
дение исследований в биологических средах, бесконтак-
ность и неивазивность, быстрое получение визуальных 
и количественных данных в режиме реального времени.

В работе представлен анализ прим. мости методов 
акустической микроскопии в регенеративной медицине 
для оценки тканеинженерных конструкций на разных эта-
пах их подготовки перед интеграцией в живой организм.

На этапе разработки новых матриксов и выбора ти-
пов их формования методами акустической микроскопии 
in vitro проведена первичная дефектоскопия образцов 
для выявления их однородности (массивные изделия, 
гидрогелевые и нетканые матриксы), сохранности задан-
ных морфологических свойств (направление, диаметр 
и интеркалированность пор губчатых матриксов, направ-
ленность волокон в нетканых матриксах) и изменение 
упругих свойств в зависимости от количества фотоини-
циатора гелях и состава композитных матриксов.

На этапе прекондиционирования в биологических 
средах показано влияние состава кондиционирующей 
среды на скорость набухания гидрогелевых и губча-
тых матриксов. Установлено, каким образом заселение 
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матриксов культурой клеток изменяет его геометрию 
и упругие свойства.

Исследования проведены на губчатых, нетканых, ги-
дрогелевых и монолитных матриксах, полученных из кол-
лагена, полиакриламида, полилактида, хитозана и его 
композитов. Работа выполнена на основе бюджетного фи-
нансирования в рамках темы № 1201253306, матриксы 
получены при поддержке НИЦ «Курчатовский институт».

РЕКОМБИНАНТНЫЙ БЕЛОК CDNF КАК 
ПОТЕНЦИАЛЬНОЕ СРЕДСТВО КОРРЕКЦИИ 
ПОВЕДЕНЧЕСКИХ НАРУШЕНИЙ ПРИ 
НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ

А.С. Цыбко, Д.В. Ерёмин, Н.В. Хоцкин, 
Т.В. Ильчибаева, В.С. Науменко

ФИЦ Институт цитологии и генетики СО РАН, 
Новосибирск, Россия

e-mail: antoncybko@mail.ru

Ключевые слова: дофаминовый нейротрофический фактор 
мозга (CDNF); рекомбинантный белок; внутрижелудочковая 
инъекция; серотонин; ассоциативное обучение; тревож-
ность; депрессивно-подобное поведение.

Дофаминовый нейротрофический фактор мозга 
(cerebral dopamine neurotrophic factor; CDNF) тради-
ционно считается защитным фактором для дофами-
нергических нейронов. В различных моделях болезни 
Паркинсона (БП) CDNF показал впечатляющие протек-
тивные и регенеративные свойства [1]. Однако всё ещё 
мало известно об участии CDNF в регуляции немоторно-
го поведения и модуляции других нейротрансмиттерных 
систем [2], например, серотониновой (5-НТ). Мы счита-
ем, что CDNF имеет большой потенциал для коррекции 
различных поведенческих нарушений при нейродегене-
ративных расстройствах. Чтобы подтвердить это пред-
положение, самцы мышей линии C57Bl/6J получили 
инъекцию рекомбинантного белка CDNF человека (3, 
10, 30 мкг в левый боковой желудочек мозга) или PBS. 
Поведение в домашней клетке было оценено в течение 
трёх дней после инъекции в установке PhenoMaster. 
Тревожность, исследовательское и депрессивно-подоб-
ное поведение были оценены после центральной инъек-
ции CDNF в дополнительном эксперименте.

CDNF во всех использованных дозах не повлиял 
на двигательную активность, потребление воды и пищи. 
Продолжительность сна в первые 24 часа тестирования 
была снижена после инъекции 3 мкг CDNF. С помощью 
модуля «оперантная стенка» было выявлено существен-
ное улучшение ассоциативного обучения у животных, 
получивших CDNF во всех дозах. Инъекция 10 и 30 мкг 
CDNF оказала выраженный анксиолитический и антиде-
прессантный эффекты и усилила исследовательскую ак-
тивность животных. CDNF во всех дозах существенно уси-
лил обмен 5-НТ в головном мозге мышей. Одновременно 
с этим, нами выявлены увеличение уровня мРНК генов, 
ответственных за рецепцию (Htr1a, Htr7) и катаболизм 
(Maoa) 5-НТ, во фронтальной коре, гиппокампе и гипота-
ламусе животных, получивших инъекцию CDNF.

Таким образом, мы впервые показали, что централь-
ная инъекция белка CDNF оказывает прокогнитивный, 
анксиолитический и антидепрессантный эффекты, кото-
рые могут быть связаны с усилением обмена 5-НТ и уве-
личением экспрессии 5-НТ рецепторов. Спектр вы-
явленных эффектов делает CDNF привлекательным 
для коррекции поведенческих нарушений при таких 

нейродегенеративных заболеваниях, как БП и болезнь 
Альцгеймера. Содержание животных было поддержа-
но фундаментальным исследовательским проектом 
#FWNR-2022-0023. Исследование было поддержано 
Российским научным фондом, грант № 22-15-00011.
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Поли-ɛ-капролактон (ПКЛ) является перспективным 
материалом для применения в регенеративной медици-
не, однако ввиду его гидрофобности и отсутствия поверх-
ностных функциональных групп, полимеру требуются 
дополнительные модификации, так как указанные свой-
ства препятствуют адгезии клеток [1].

Успешным методом модификации ПКЛ считается хи-
мическое введение аминогруппы путем взаимодействия 
с аргинином, так как одна аминогруппа будет обеспечи-
вать связывание с поверхностью матрицы, а вторая соз-
давать положительный поверхностный заряд [1].

Введение активных групп может происходить 
и за счет физического смешивания основного полимера 
и модифицирующего агента, например, создание компо-
зитных матриц на основе смеси ПКЛ с полиэтиленгли-
кольдиамином (ПЭГ-2NH2) [2].

Таким образом, целью нашей работы стало изуче-
ние влияния различных способов модификации матриц 
на основе ПКЛ на поведение мезенхимальных стромаль-
ных клеток (МСК).

В работе были использованы матрицы, полученные 
методом полива, а также композитные матрицы из смеси 
двух полимеров (70% ПКЛ и 30% ПЭГ-2NH2). Для моди-
фикации матриц на основе ПКЛ их инкубировали в 0,5М 
водном и 0,25М водно-спиртовом растворах аргинина 
при Т=40°С (1 час) и Т=25°С (24 часа), а композитные 
матрицы инкубировали в воде в течение суток для рас-
творения фазы ПЭГ-2NH2.

С помощью СЭМ, АСМ и оптической микроскопии 
было выявлено, что для ПКЛ матриц характерна кристал-
лическая структура, форма и размер которой зависят 
от условий формирования матриц, и, что после инкуби-
рования композитных матриц происходит формирование 
порок или лунок на поверхности ПКЛ. Методом сидячей 
капли было доказано увеличение гидрофильности ма-
триц после их модификации. Также было изучено рас-
пределение аминогрупп на поверхности матриц за счет 
химически пришитой метки FITS.

Влияние модификаций на адгезию и пролиферацию 
оценивали с помощью конфокальной микроскопии. 
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Было выявлено, что любая модификация оказывает по-
ложительное влияние на культивирование МСК, однако 
наибольшее влияние на культивируемые клетки оказы-
вает модификация ПКЛ матриц в течение 24 часов 0,5М 
водным и 0,25М водно-спиртовым растворами аргини-
на, а для композитных матриц — ПКЛ/ПЭГ-2NH2 после 
инкубации. Это подтверждается подсчетом количества 
клеток после культивирования в течении 2, 4 и 24 ча-
сов. Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
№ 20-03-00400 А.
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Современная стоматология, одним из решений про-
блемы потери зубов, предлагает дентальную импланта-
цию. В связи с этим возрос интерес врачей-стоматоло-
гов хирургов и ученных к техническим характеристикам 
дентальных имплантатов. Сплавы титана давно при-
меняются в медицине для производства различных ви-
дов имплантатов. Это связано с биосовместимостью 
титана и процессом остеоинтеграции, открытым П.-И. 
Бранемарком в 1960-х годах

Успех остеоинтеграции зависит от ряда факторов: 
общесоматического состояние организма пациента, 
соблюдение протоколов оперативного вмешательства 
и, конечно от поверхности имплантата [1, 2]. Таким об-
разом, модификация поверхности имплантатов может 
значительно влиять на процессы остеоинтеграции, тем 
самым способствовать достижению прогнозируемых 
результатов [3].

Цель исследования. Получение и исследование ми-
кроструктуры и шероховатости пленок диоксида титана, 
полученных методом ALD

Материалы и методы исследования. На 10 образ-
цах прототипов дентальных имплантатов, изготов-
ленных из титанового сплава ВТ6, были получены 
пленки диоксида титана (TiO2). Изготовлено 10 об-
разцов с различной толщиной. Погрешность ±2 нм. 
Способ получения — метод плазмоактивированного 
атомно-слоевого осаждения (ALD). Нанесение по-
крытие происходило на установке TFS 200 (Beneq, 
Финляндия) с источником ёмкостно-связанной плаз-
мы. Полученные покрытия исследовали с помощью 
микроскопов и спектрометров.

Результаты исследований. Осаждение пленок ди-
оксида титана производилось на прототипы титановых 
имплантатов.

После нанесения пленки из диоксида титана прово-
дили исследование микроструктуры и шероховатости на-
несенных пленок.

Исследование элементного состава поверхностного 
слоя образца пленки показало, что с увеличением ее тол-
щины, уменьшается концентрация алюминия и ванадия.

Заключение. Уменьшения массовой доли алюминия 
в поверхностных слоях свидетельствует об эффективно-
сти использования покрытий диоксида титана, выращи-
ваемых методом ALD, в качестве барьерных слоев для 
снижения выхода примесей на поверхности титановых 
имплантатов и их негативного влияния на ткани живого 
организма.
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Наследственные интеллектуальные нарушения 
встречаются у 2–3% родившихся детей. Показано, что 
до 25% этих патологий связаны с вариабельностью 
числа копии генов. Одним из ярких примеров являет-
ся ген CNTN6 [1]. Большинство описанных мутаций 
в гене представлены CNV крупных размеров, вызыва-
ющие нарушения умственного развития человека, од-
нако точечная мутация была обнаружена только в од-
ном клиническом случае.

По этой причине было выдвинуто предположение 
о наличии регуляторных элементов в локусе CNTN6, уда-
ление которых может приводить к нарушениям ранних 
этапов нейрогенеза человека. С помощью биоинформа-
ционного анализа в данном локусе были выявлены две 
зоны ускоренного развития человека — HAR (Human 
Accelerated Regions) [2], которые могут выполнять энхан-
серную функцию. Целью данной работы является иссле-
дование роли HAR в локусе CNTN6. С помощью системы 
редактирования генома CRISPR/Cas9 были получены 
линии индуцированных плюрипотентных стволовых кле-
ток с делециями районов, содержащих HAR. Полученные 
линии были дифференцированы в церебральные органо-
иды [3], для которых проведен морфологический анализ 
особенностей ранних этапов нейрогенеза.

Работа выполнена при поддержке РФФИ (проект 
№ 19-29-04067 мк) и Министерства науки и высше-
го образования РФ (проект № 075-15-2021-1063). 
Культивирование линий ИПСК проводили на базе ЦКП 
«Коллекция плюрипотентных культур клеток человека 
и млекопитающих общебиологического и биомедицин-
ского направления» ИЦиГ СО РАН. Микроскопический 
анализ проведен на базе ЦКП микроскопического ана-
лиза биологических объектов ИЦиГ СО РАН.
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Спонтанная регенерация повреждений хряща невоз-
можна в силу анатомо-физиологических особенностей 
ткани, терапевтические методики восстановления де-
фектов малоэффективны, хирургические технологии 
проводятся в нескольких этапов и показывают кратко-
срочную эффективность. Тканеинженерные продукты 
из биоматериалов в настоящее время привлекают осо-
бое внимание специалистов.

В нашей лаборатории изготовлен и запатентован тка-
неинженерный гидрогель из Вартонова студня. Целью 
исследования было показать эффективность гидрогеля 
из пуповины человека в восстановлении дефекта гиали-
нового хряща в эксперименте.

Формирование дефекта хряща мыщелка бедренной 
кости у 31 кролика производили фрезой диаметром 
и глубиной 3 мм. Животным контрольной группы (n=16), 
на 14, 21, 28 дни после операции внутрисуставно вво-
дили 0,4 мл физиологического раствора, кроликам опыт-
ной группы (n=15) — 0,4 мл гидрогеля из пуповины. С по-
мощью МРТ измеряли глубину и диаметр повреждения 
на 60-е и 90-е сутки наблюдения.

В группе контроля диаметр дефекта, в соответствии 
с явлениями вторичной альтерации, к 60-м суткам уве-
личивался, достигая 3,2 мм; в опытной группе составил 
2,6 мм. К 90-м суткам размеры повреждения состав-
ляли 4,8 и 2,1 мм соответственно. Глубина дефектов 
на 60-е сутки составила 3,0 и 2,7 мм, на 90-е сут-
ки — 2,2 и 1,7 мм в контрольной и опытной группах. 
Зарегистрировано достоверное уменьшение размеров 
дефекта у кроликов, леченных гидрогелем пуповины 
(р<0,05).

Разработанный нами тканеинженерный гидрогель, 
уже к 60-м суткам после моделирования дефектов 
способствует частичному уменьшению размеров де-
фекта хряща, а к 90-м суткам формирует гиалинопо-
добную ткань.
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Одним из осложнений хронической венозной недо-
статочности (ХВН) нижних конечностей является образо-
вание трофических язв [1, 2]. Целью исследования было 
изучение структурно-функционального состояния тело-
цитов (ТЦ) в зоне язвенного дефект.

Обследовано 36 больных, страдающих венозными 
трофическими язвами, из них 25 женщин и 11 муж-
чин. Средний возраст пациентов составил 66 ± 2,5 лет. 
Длительность ХВН в среднем составила 18 ± 1,7 лет, 
длительность трофической язвы 29 ± 3,4 месяцев.

ТЦ представляют собой особый тип интерстициаль-
ных клеток, характеризующийся небольшим клеточным 
телом и чрезвычайно длинными (десятки-сотни мкм) 
и тонкими цитоплазматическими отростками (менее 
100 нм) — телоподиями. Функционально ТЦ образуют 
трехмерную интерстициальную сеть за счет гомокле-
точных и гетероклеточных взаимодействий. ТЦ обычно 
выстилают коллагеновые и эластичные волокна, на-
ходятся рядом с тучными клетками, фибробластами, 
адипоцитами, кровеносными сосудами, нервами и при-
даточными структурами кожи. ТЦ объединяют клетки 
в единую систему и обеспечивают поддержание гоме-
остаза кожи.

В зоне трофических язв нарушена ауторегуля-
ция воспалительных и репаративных процессов. 
Десинхронизация фаз воспаления и регенерации про-
является в ослаблении макрофагальной реакции, рас-
стройстве системы микроциркуляции, нарушении меж-
клеточных взаимодействий. Происходит формирование 
избыточной грануляционной ткани с развитием фибро-
за, процесс репарации тормозится. Большая часть ка-
пилляров была «замурована» в фиброзную ткань. Нет 
контактов между ТЦ и перицитами, эндотелиальными 
клетками, нервными волокнами. ТЦ деструктивно изме-
нены, на что указывала цитоплазматическая вакуоли-
зация, потеря органелл, резкое укорочение цитоплаз-
матических отростков.

Заключение. Поскольку ТЦ могут участвовать в не-
скольких процессах, таких как механическая поддержка, 
нейротрансмиссия, межклеточная передача сигналов 
и регенерация соединительной ткани, потеря и деструк-
ция этих клеток в зоне венозных трофических язв может 
иметь важные патогенетические последствия для про-
цесса заживления.
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Телоциты (ТЦ) представляют собой уникальный тип 
интерстициальных клеток со специфическими, чрез-
вычайно длинными (45–125 нм) и тонкими цитоплаз-
матическими отростками называемыми телоподиями, 
которые состоят из тонких сегментов — подомеров и рас-
ширенных — подомов, в которых находятся митохондрии 
и фрагменты эндоплазматической сети. ТЦ экспрессиру-
ют c-kit / CD117, CD34 и виментин. ТЦ в последнее вре-
мя привлекают все больше внимания, поскольку могут 
играть потенциальную роль в регенеративной медицине.

Целью настоящего исследования было изучение 
ТЦ в процессе заживления асептических кожных ран 
в эксперименте. Исследования проведены на 40 сам-
цах белых беспородных крыс весом 150–200 граммов. 
У животных моделировали раны с асептическим вос-
палением. Для определения структурно-функциональ-
ного состояния клеток грануляционной ткани на 1, 2, 3, 
4 и 7 сутки лечения ран было проведено электронно-ми-
кроскопическое исследование биоптатов.

На 1–2 сутки раневого процесса в области дна раны 
находили фибробласты, капилляры, адипоциты и еди-
ничные ТЦ с характерными длинными телоподиями, 
с помощью которых они контактировали друг с другом, 
а также с эозинофильными лейкоцитами, лимфоцита-
ми, фибробластами, макрофагами и мезенхимальными 
стволовыми клетками. Возможно, контактируя с иммуно-
компетентными клетками, ТЦ выступали в качестве ак-
тивных участников воспалительного и иммунного ответа. 
На 3–4 сутки увеличилось количество ТЦ в области дна 
раны среди новообразованных капилляров, фибробла-
стов. Посредством телоподий ТЦ контактировали с эндо-
телиоцитами, перицитами. В основном это были простые 
межклеточные контакты. Дистанционное взаимодей-
ствие происходило посредством микровезикул, которые 
образовывались в результате отрыва от плазматиче-
ской мембраны. Ранее было показано, что микровези-
кулы содержат микро-РНК, ангиогенные факторы [1] по-
средством которых возможно влияние на неоангиогенез 
в ране. На 7 сутки раневые дефекты были заполнены 
зрелой грануляционной тканью с большим количеством 
фибробластов и коллагеновых волокон среди которых от-
мечали отростки ТЦ.

Проведенное исследование показало наличие 
ТЦ в асептической ране всех сроках заживления, коли-
чество и распространение ТЦ в грануляционной ткани 
в процессе заживления ран увеличивалось, увеличива-
лось количество гетеро- и гомоклеточных контактов, что 
позволяет предположить активную роль ТЦ в процессе 
репаративной регенерации. В зрелой грануляционной 
ткани ТЦ выступали в качестве поддерживающих кле-
ток. Дальнейшие исследования биологических функций 
ТЦ послужат основой для получения нового представле-
ния о потенциальной терапевтической роли ТЦ в регене-
ративной медицине.
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Возможности офтальмоскопии позволяют при-
жизненно изучать новообразованные сосуды (НС) при 
пролиферативной диабетической ретинопатии (ПДР) 
вследствие: 1. прозрачности сред, 2. легкости диффе-
ренцировки НС в результате их экстраретинального ро-
ста; 3. возможности изучения удаленных в ходе операций 
НС. Несмотря на важность изучения неоангиогенеза при 
ПДР, систематизированного исследования НС предпри-
нято не было, что может быть объяснено сложностью по-
лучения клинического материала и отсутствием экспери-
ментальной модели. Тем не менее, общепризнанно, что 
НС при ПДР берут начало от венул.

Наше ангиографическое и патоморфологическое 
исследования, выполненные с 1997 по 2019 годы, 
показали, что в жизненном цикле НС основную роль 
играет наличие или отсутствие их перфузии кровью. 
Характеристикой, определяющей направление эволю-
ции ПДР — прогрессирование, стабилизация или ре-
гресс — является наличие коммуникации эпицентров ан-
гиогенеза (ЭА) с ретинальными артериолами.

На всех стадиях развития ЭА демонстрируют воспро-
изводимую конструкцию. Ее архитектоника уникальна. 
На развитых стадиях в ЭА выявлены все отделы, при-
сущие классической системе региональной гемоцир-
куляции. НС при ПДР развиваются таким образом, что 
ее «зона роста» постепенно мигрирует от точки враста-
ния ЭА. Следствием подобного механизма является фор-
мирование зональной конструкции сосудистой системы. 
При ультраструктурном и иммуногистохимическом ис-
следовании во всех таких случаях были выявлены НС, 
имеющие строение типичное для артерий.

Таким образом, при прогрессировании ПДР гемо-
динамический фактор является определяющим, в его 
основе лежит наличие коммуникации ЭА с ретиналь-
ными артериолами. Результатом этой коммуникации 
является преобразование новообразованных экс-
траретинальных капилляров в артериальные сосуды. 
В настоящем исследовании впервые представлено 
патоморфологическое доказательство возможности 
артериогенеза при ПДР de novo.
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Дефицит донорских аллографтов для замещения 
пораженных клапанов сердца и кровеносных сосудов 
малого диаметра порождает необходимость разработ-
ки и создания тканеинженерных протезов на основе 
соединительнотканных матриксов животного проис-
хождения [1]. Децеллюляризированные биологические 
матриксы обеспечивают механическую анизотропию 
и повторяют строение стенки нативных клапанов, могут 
замещать соединительнотканный каркас пораженных 
тканей и способствовать их рецеллюляризации клетками 
реципиента в дальнейшем [2]. Оптимизация методов де-
целлюляризации направлена на сохранение биомехани-
ческих свойств тканей, снижение остаточных количеств 
донорского клеточного материала и компонентов децел-
люляризирующих растворов.

В качестве экспериментального материала исполь-
зовали фрагменты дуги аорты и легочного ствола свиней 
породы Ландрас. Для децеллюляризации использовали 
растворы из комбинации дезоксихолата натрия и доде-
цилсульфата натрия в соотношениях 0,5% / 0,5% и 0,5% 
/ 0,1% соответственно, а также раствор из смеси 0,1% 
дезоксихолата натрия и 1% Тритона Х100. Отмывку 
производили в стерильном фосфатном буферном рас-
творе (pH=7,4). Прочностные характеристики материа-
ла оценивали при одноосном растяжении в продольном 
и поперечном направлениях, структуру соединительнот-
канного матрикса оценивали с помощью стандартных ги-
стологических и иммуноцитохимических исследований. 
Исследование цитотоксичности материала для опреде-
ления оптимальной продолжительности отмывки было 
проведено при сокультивировании образцов с фибро-
бластами линии L-929 и последующим ХТТ-тестом.

Установлено, что наиболее эффективным составом 
для удаления клеточных элементов из стенки аорты или 
легочного ствола свиней с высоким уровнем сохранения 
структуры и механических свойств матрикса является 
раствор из 0,5% додецилсульфата и 0,5% дезоксихо-
лата натрия. Для децеллюляризации стенки легочного 
ствола также может использоваться раствор из 1% 
Тритона Х100 и 0,1% дезоксихолата натрия. Для пол-
ного удаления клеточного материала из стенки аорты 
свиньи требуется 24 часа, для легочного ствола — 16 ча-
сов. Исследование остаточной токсичности материа-
лов in vitro показало, что число циклов отмывок после 
децеллюляризации должно быть не менее 8, длитель-
ностью не менее 12 часов каждый. Работа выполнена 
в рамках государственного задания Минздрава России 
№ 121031300224-1.
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Активация ключевых сигнальных каскадов, регулиру-
ющих морфогенетический потенциал клеток дермальной 
папиллы (ДП) и дермальных фибробластов (Фб), была 
проанализирована на модели дермального эквивален-
та кожи. Для исследования состояния каждого сигналь-
ного пути (BMP, Wnt, TGF-β) коллагеновые гидрогели 
плотностью 5 мг/мл, содержащие клетки ДП или Фб, 
обрабатывали специализированными ингибиторами 
или активаторами данных каскадов (Bmp4, CHIR 99021, 
LDN-193189, Y-27632, SB-431542, SU6656).

При исследовании морфологии клеток и их отростков 
было обнаружено, что ингибирование каскадов TGF-β/
BMP (LDN-193189) и активация Wnt-пути (CHIR 99021) 
препятствуют распластыванию клеток и формированию 
их отростков. Культивирование клеток с добавлением 
Rock-ингибитора (Y-27632), наоборот, усиливало рас-
пластанность клеток. Остальные вещества не оказывали 
значительного влияния, по сравнению с контролем. При по-
мощи иммуногистохимического исследования была иссле-
дована экспрессия MKL1, NF-kB и SMAD4. Была выявлена 
повышенная экспрессия MKL1, NF-kB и SMAD4 в Фб, что 
может говорить об их склонности к фибротическим изме-
нениям, к которым эти клетки склонны и в условиях in vivo. 
Экспрессия MKL1 в клетках ДП была ниже, чем в Фб, что 
свидетельствует об их меньшей склонности к фиброзу.

Для изучения механизмов наблюдаемых эффек-
тов требуются дальнейшие углубленные исследования. 
Исследование выполнено при финансовой поддержке 
РФФИ в рамках научного проекта № 19-29-04060.
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В данной работе моделировалась гиперлипидемия 
у кроликов и изучалось изменение адипогенного потен-
циала их жировой ткани в культуре, с использованием 
аутологичных гиперлипидных сывороток взрослых жи-
вотных с целью выявить значимость воздействия си-
стемных организменных факторов на адипогенез.

Забор материала производили с соблюдением биоэ-
тических норм. Кроликам делали внутривенные инъекции 
липидсодержащей эмульсии 21 день по 1 мл/кг, послед-
ний забор сыворотки проводили спустя 1,5 месяца после 
формирования гиперлипидемии. Культивирование экс-
плантов проводили в среде DMEM с высоким содержа-
нием глюкозы и добавлением аутологичных сывороток 
кроликов на разных сроках гиперлипидемии. Оценивали 
миграцию и пролиферацию адипоцитов из эксплантов, 
а также способность к накоплению липидов под действи-
ем инсулина.

Клетки от экспериментального животного при куль-
тивировании с аутологичной сывороткой, полученной 
до гиперлипидемии, отвечали на стимуляцию инсулином 
ускорением пролиферации клеток и в малой степени — 
накоплением жировых капель. Если использовалась сы-
воротка, полученная в ходе эксперимента с этим же жи-
вотным, накопление липидов становилось быстрым 
и выраженным.

Клетки интактного кролика пролиферируют сильнее 
в сравнении с клетками животного, которое уже побы-
вало в эксперименте, однако самая активная пролифе-
рация отмечалась при культивировании с аутологичной 
сывороткой, собранной спустя 1,5 месяца от формиро-
вания экспериментальной гиперлипидемии. В данном 
эксперименте отмечались самый плотный застил клеток 
с потерей контактного торможения и наибольшее коли-
чество делящихся клеток.

Гиперлипидемическая модель животного в данной 
работе показала, что ответ жировой ткани меняется 
не только в ходе гиперлипидемии, но и сохраняется после 
нормализации транспорта липидов в такой клеточной по-
пуляции. Также и плазма крови, нормальная по содержа-
нию липидов, сохраняет системные факторы адипоге-
неза и остается способной стимулировать его в клетках 
нормальной ткани в культуральных условиях.
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Одно из самых распространенных нейродегенератив-
ных заболеваний — болезнь Альцгеймера (БА), является 
самой частой причиной развития деменции. По одной 
из гипотез патогенеза БА причиной заболевания может 

служить продуцируемый в нейронах токсичный бета-ами-
лоид. По другой гипотезе к гибели нейронов приводит не-
правильная регуляция ионов кальция [1]. Нейроны очень 
чувствительны к внутриклеточному Ca2+ гомеостазу, по-
этому даже самые малые аномалии в Са2+ сигнализации 
могут привести к разрушительным последствия в тече-
ние длительного периода времени.

Последние исследования показали, что экспрессия 
белков семейства Bcl-2 ингибирует активность IP3R1 [2] 
и RyR2 [3], которые являются основными каналами выхо-
да Ca2+ из эндоплазматического ретикулума (ЭР) во вну-
триклеточное пространство. Таким образом, мы предпо-
ложили, что гиперэкспрессия белков Bcl-2 может оказать 
положительный эффект на дисрегуляцию Ca2+ гомеоста-
за при патологии БА. Чтобы проверить данную теорию 
in vivo мы использовали аденоассоциированные вирусы 
для экспрессии белков Bcl-2 в СА1 область гиппокампа 
5FAD мышиной модели БА на ранних стадиях развития 
болезни. Для того, чтобы оценить важность специфич-
ной ассоциации с IP3R1 или RyR2, экспрессировалась 
также и мутантная форма Bcl-2K17D. Мы произвели 
проверку взаимодействия белков Bcl-2 и Bcl-2K17D 
с IP3R1 и RyR2 в гиппокампе 5FAD мышей при помощи 
метода ко-иммунопреципитации. Результаты подтвер-
дили, что белок Bcl-2 взаимодействует с IP3R1 и RyR2, 
а Bcl-2K17D связывается только с RyR2. Далее был про-
анализирован эффект двух форм Bcl-2 на число амило-
идных бляшек в мозге 5FAD мышей. Данные показали, 
что гиперэкспрессия белка Bcl-2 не снижает числа ами-
лоидных бляшек в мозге 5FAD мышей, в то время как Bcl-
2K17D значительно сокращает число бляшек.

Резюмируя, мы можем сделать предположение, что 
на 5FAD мышиной модели БА ингибирование только 
RyR2-зависимого кальциевого выхода из ЭР приводит 
к большему терапевтическому эффекту, нежели блоки-
ровка и RyR2, и IP3R1 каналов. Обнаруженные нами осо-
бенности сигнального Ca2+ пути в нейронах при патологии 
БА являются перспективной мишенью для дальнейшего 
поиска терапии БА. Поддержано РНФ № 20-45-01004
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Развитие головного мозга человека представляет собой 
последовательный многоэтапный процесс, в котором лю-
бые отклонения могут приводить к расстройству интеллек-
туальных функций. Нарушения нейрогенеза представляют 
разнородную группу заболеваний. Одной из встречающих-
ся патологий является умственная отсталость, ассоцииро-
ванная с мутациями в гене CNTN6 [1]. У млекопитающих 
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белок Contactin 6 отвечает за рост аксонов, детритогенез 
и формирование синапсов. Однако его роль в нейрогенезе 
человека до сих пор остается мало изученной.

Одной из главных проблем изучения патологий, про-
являющихся в нарушении умственного развития, явля-
ется отсутствие модели для реконструкции заболевания. 
Несмотря на консервативность ранних этапов нейроге-
неза у млекопитающих, многие аспекты и клинические 
проявления невозможно воспроизвести на лабораторных 
животных. К настоящему моменту, разработаны техноло-
гии получения пациент-специфических индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) и их направ-
ленной дифференцировки в церебральные органоиды [2], 
которые позволяют преодолеть подобные ограничения.

Для изучения ранних этапов нейрогенеза были полу-
чены церебральные органоиды человека из линий ИПСК, 
мутантных по гену CNTN6. В AAVS локус этих линий ИПСК 
внесена генетическая конструкция, позволяющая акти-
вировать оверэкспрессию Contactin 6. Обнаружено, что 
оверэкспрессия белка Contactin 6 в нокаутных по гену 
CNTN6 органоидах обеспечивает частичное восстанов-
ление фенотипа, которое проявляется в виде увеличения 
количества нейроэпителиальных структур. Работа вы-
полнена при финансовой поддержке Российского фон-
да фундаментальных исследований (проект № 19-29-
04067 мк) и Министерства науки и высшего образования 
Российской Федерации (проект № 075-15-2021-1063). 
Культивирование линий ИПСК проводили на базе ЦКП 
«Коллекция плюрипотентных культур клеток человека 
и млекопитающих общебиологического и биомедицинско-
го направления» ИЦиГ СО РАН. Микроскопический анализ 
проведен на базе ЦКП микроскопического анализа биоло-
гических объектов ИЦиГ СО РАН.
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379 (2013).
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Артериальная гипертензия является одним из самых 
распространенных сердечно-сосудистых заболеваний 
в мире и выступает в качестве фактора риска развития мно-
жества заболеваний. При этом порядка 60–70% случаев 
артериальной гипертензии ассоциировано с ожирением. 
Ожирение приводит к усилению симпатической иннерва-
ции, что приводит к повышению артериального давления. 
Однако не все случаи ожирения приводят к развитию арте-
риальной гипертензии. Контроль функций жировой ткани 
и ее сосудов осуществляют мультипотентные мезенхимные 
стромальные клетки (МСК), популяция которых включа-
ет перициты. В качестве модели усиления симпатической 

стимуляции мы использовали двукратное добавление но-
радреналина с интервалом в 6 часов. Ранее мы показали, 
что стимуляция МСК в этих условиях приводит к усилению 
чувствительности клеток к норадреналину. В данной работе 
мы изучали, как влияет норадреналин на функциональную 
активность МСК и их способность к контракции.

Используя иммуногистохимическое окрашивание 
жировой ткани, мы определили, что α1А-АР локализу-
ются не в ГМК и не в эндотелии, а в МСК, располагаю-
щихся рядом с симпатическими нервными волокнами. 
Далее мы показали, что способность к повышению в от-
вет на действие норадреналина чувствительности клеток 
к контрактильным сигналам коррелирует с уровнем арте-
риального давления у пациентов с ожирением. Используя 
анализ транскриптома одиночных клеток, мы показали, 
что после двукратной стимуляции норадреналином про-
исходит увеличение количества муральных и фибробла-
стоподобных клеток. Функциональность наблюдаемых из-
менений клеток проверяли с помощью модели контракции 
коллагеновых дисков. При двукратном действии норадре-
налина происходит значительное усиление контракции 
МСК коллагеновых дисков. Используя вестерн-блоттинг, 
мы установили, что через 6 часов после стимуляции 
норадреналином в МСК повышается уровень α1А-АР. 
Используя ПЦР и ингибиторы трансляции и транскрип-
ции, мы показали, что при действии норадреналина проис-
ходит увеличение трансляции α1А-АР, но не изменяется 
уровень мРНК данного белка. Используя ингибиторный 
анализ, мы показали, что норадреналин повышает α1А-
АР через каскад β3-АР/аденилатциклаза/цАМФ/PKA. 
При этом иммуноферментный анализ показал, что PKA 
при действии норадреналина не входит в ядро клетки, а, 
вероятно, действует на цитоплазматические мишени.

Таким образом, сенситизация α1А-АР в МСК при дей-
ствии норадреналина запускается сигнальным каскадом 
β3-АР/аденилатциклаза/цАМФ/PKA и активацией 
трансляции, но не транскрипции. При двукратном воз-
действии норадреналином в МСК увеличивается доля 
контрактильных муральных и фибробластоподобных кле-
ток. Финансирование: Исследование выполнено при под-
держке РНФ в рамках проекта № 21-15-00311.
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Болезнь Альцгеймера (БА) представляет собой са-
мую распространенную форму деменции. Несмотря 
на широкую распространенность данного заболевания, 
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в настоящее время не существует эффективного лече-
ния БА. Одним из характерных патологических призна-
ков является нарушение регуляции Ca2+ в нейронах [1], 
которое приводит к сокращению синаптических контак-
тов в нейронах гиппокампа.

Белки Bcl-2 являются важными модуляторами ди-
намики внутриклеточного Са2+. Bcl-2 ингибирует 
высвобождение Ca2+ из эндоплазматического ре-
тикулума (ЭР) посредством ингибирования инозитол-
1,4,5-трифосфатного (IP3Rs) и рианодинового (RyR2) 
рецепторов. Связывание Bcl-2 с IP3R подавляет проа-
поптотическую передачу сигналов Ca2+, указывая на то, 
что комплекс Bcl-2-IP3R может представлять собой по-
тенциальную терапевтическую мишень при лечении 
БА и некоторых видов рака.

В данном проекте мы оценили синаптопротекторные 
свойства белка Bcl-2 в 5FAD мышиной модели БА. Для 
этого мыши были проинжектированы аденоассоции-
рованными вирусами, кодирующими белки Bcl-2 и Bcl-
2K17D, в котором мутация K17D нарушает функцию 
связывания с IP3R1. Результаты показали, что гиперэк-
спрессия Bcl-2 способствует предотвращению синап-
тотоксического эффекта на нейроны, гиперэкспрессия 
Bcl-2K17D также уменьшает потерю синаптических кон-
тактов, но в меньшей степени, чем Bcl-2.

Так же была оценена ко-локализация Bcl-2 и IP3R в гип-
покампальных нейронах. Было обнаружено, что оба белка 
находятся в соме нейронов, преимущественно в виде кла-
стеров, при этом окрашивание срезов мозга на митохон-
дриальный маркер Tom20 показал, что белок Bcl-2 пре-
имущественно локализуется в митохондриях. Результаты 
исследований показали, что Bcl-2 и IP3R характеризуются 
низким уровнем совместной локализации как в нейронах 
гиппокампа дикого типа, так и в линии 5xFAD. С помощью 
экспансионной микроскопии [2], было показано, что не-
которые кластеры Bcl-2 контактируют с кластерами IP3R, 
таким образом, контактируя с кластерами IP3R1. Это под-
тверждает предположение о том, что эти белки расположе-
ны в разных клеточных органеллах, IP3R1 — в ЭР, а Bcl-2 — 
в митохондриях, где он кластеризуется в местах контакта 
с ЭР, в так называемых митохондриально-ассоциирован-
ных мембранах. Поддержано РНФ № 20-45-01004.
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Миофибробласты участвуют в репарации/ремодели-
ровании поврежденной ткани путём синтеза внутрикле-
точного матрикса. Однако, при нарушении репаративного 

процесса, избыточная продукция матрикса персистирую-
щими миофибробластами может привести к развитию фи-
броза. Миофибробласты имеют множественное происхож-
дение и включают резидентные фибробласты, фиброциты, 
эпителиальные клетки, подвергающиеся эпителиально-ме-
зенхимальному переходу (ЭМП) [1]. Известно, что сигналь-
ный путь Notch, представленный у млекопитающих четырь-
мя типами рецепторов (Notch1-4), участвует в регуляции 
дифференцировки миофибробластов в развитии фиброза 
различных органов и тканей [2, 3, 4]. В ряде исследований 
было показано, что Notch1 и Notch3 опосредуют миофи-
бробластную дифференцировку клеток легких [2, 3].

Цель исследования — оценить влияние активации 
4-х рецепторов Notch на резидентные лёгочные фибро-
бласты человека.

В работе использовали культуру лёгочных фибро-
бластов человека, полученную в результате частичной 
резекции лёгкого. Notch-зависимую активацию клеток 
осуществляли путем введения лентивирусного век-
тора, несущего внутренний домен Notch-рецепторов 
(NICD1-4). После трансдукции культивирование клеток 
проводили в течении 8 дней. С помощью методов ПЦР 
в реальном времени и иммуноцитохимии анализирова-
ли изменения экспрессии маркеров ЭПМ (SNAIL, SLUG) 
и миофибробластов (α-SMA).

Нами было установлено, что активация NICD1-4 при-
водит к усилению экспрессии маркеров ЭМП SNAIL, 
SLUG, и α-SMA. Интересно, что в нашем случае наиболее 
выраженный эффект наблюдался в легочных фибробла-
стах, трансдуцированных конструкцией NICD4. Участие 
этого рецептора раннее не было показано в профиброти-
ческих процессах как в легких, так и в других тканях.

Таким образом, NICD2/NICD4-зависимая активация 
способствует дифференцировке фибробластов в мио-
фибробласты, наряду с NICD1/NICD3, являющимися 
одними из ключевых факторов, участвующих в разви-
тии фиброза. Исследование выполнено при финансо-
вой поддержке Министерства науки и высшего образо-
вания Российской Федерации (грантовое соглашение 
№ 075-15-2021-1075).
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Почти все клетки человека выделяют внеклеточные 
везикулы (ВВ), которые способны переносить содержи-
мое цитоплазмы родительских клеток и участвуют в меж-
клеточной коммуникации. ВВ мезенхимных стволовых 
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клеток (МСК) представляют интерес как терапевтиче-
ский инструмент для бесклеточной терапии онкологиче-
ских заболеваний, поскольку описана иммуномодулиру-
ющая активность генетически модифицированных МСК, 
синтезирующих различные цитокины.

МСК были выделены из жировой ткани человека 
и генетически модифицированы лентивирусом, кодиру-
ющим ген интерлейкина 2 (IL2). Для получения индуци-
рованных мембранных везикул (иМВ) МСК обрабатыва-
ли цитохалазином B. Для оценки иммуномодулирующих 
свойств иМВ МСК мононуклеарные клетки перифериче-
ской крови (МКПК) выделяли из периферической крови 
человека и культивировали совместно с иМВ (50 мкг/
мл) в течение 72 часов. Активацию МКПК определяли 
путем окрашивания антителами, специфичными для 
поверхностных маркеров различных популяций иммун-
ных клеток человека. Для анализа противоопухолевой 
активности МКПК активированные иммунные клетки 
добавляли к клеткам трижды негативного рака молоч-
ной железы MDA-MB-231. Пролиферативную актив-
ность опухолевых клеток оценивали с помощью RTCA 
xCelligence (ACEA Biosciences, США) в течение 72 часов. 
Жизнеспособность опухолевых клеток оценивали через 
24 часа после культивирования с МКПК с использова-
нием Annexin V Apoptosis Detection Kit (Biolegend, США).

Количество активированных Т-киллеров было 
в 2 раза увеличено после инкубации с иМВ-IL2 по срав-
нению с нативными МКПК и МКПК, инкубировавшими-
ся с нативными иМВ. Через 24 часа после добавления 
активированных иМВ-IL2 МКПК пролиферация клеток 
MDA-MB-231 снизилась в 4 раза по сравнению с на-
тивными MDA-MB-231 и MDA-MB-231 инкубировав-
шихся с нативными МКПК и МКПК после нативных 
иМВ. Такое снижение пролиферации, вероятно, связано 
с тем, что часть опухолевых клеток подверглась апоп-
тозу, что подтверждается анализом жизнеспособности 
клеток MDA-MB-231 после 24 часов культивирования 
с МКПК, активированных иМВ-IL2.

Использование иМВ-IL2 может быть эффективным 
для лечения трижды негативного рака молочной железы, 
поскольку иМВ-IL2 способны активировать и стимулиро-
вать пролиферацию Т-киллеров, которые, в свою очередь, 
способны индуцировать апоптоз клеток рака молочной 
железы. Однако необходимы дальнейшие исследования 
эффективности иМВ на моделях опухолей in vivo. Работа 
выполнена за счет средств программы стратегического 
академического лидерства КФУ (ПРИОРИТЕТ-2030).
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рат, иммуногистохимия.Нарушение сращения переломов, 
особенно на фоне дефекта костной ткани, остаётся суще-
ственной проблемой травматологии и ортопедии. Среди 
факторов, влияющих на темпы консолидации, можно на-
звать состояние микроциркуляторного русла, а также нали-
чие таких веществ, как костные морфогенетические белки 
(ВМР), остеопонтин и остеокальцин.

Перспективным методом заживления кости выступа-
ет использование костного ауторегенерата — организу-
ющейся гематомы из области искусственно созданного 
перелома, богатой необходимыми для регенерации био-
логически активными веществами.

Целью исследования была оценка экспрессии спец-
ифических маркеров костной ткани в процессе консоли-
дации перелома с применением ауторегенерата.

Модель травмы создавали на 12 баранах. В экспери-
ментальной группе (n=7) для консолидации перелома ис-
пользовали остеосинтез и ауторегенерат. В контрольной 
группе (n=5) ауторегенерат не применяли. Приготовили 
гистологические препараты из фрагмента регенериро-
вавшей кости. Провели иммуногистохимическую реак-
цию с антителами к остеокальцину, остеопонтину, ВМР-
7 и макросиалину (CD68).

Гистологические препараты из экспериментальной 
группы характеризовались эффективным репаративным 
остеогенезом. Было выявлено большое количество кост-
ных трабекул с выраженным клеточным компонентом. 
Аналогичные препараты контрольной группы отлича-
лись тонкими трабекулами с малым количеством клеток. 
Существенных различий в строении и плотности микро-
циркуляторного русла не выявлено.

Подавляющее большинство клеток в препаратах 
из экспериментальной группы демонстрировало осте-
огенную дифференцировку. Об этом говорила резко по-
ложительная реакция на остеокальцин (85% всех кле-
ток) и остеопонтин (80% клеток). ВМР-7 был выявлен 
в костной ткани и в прилегающей надкостнице и окру-
жающих мягких тканях. В то же время, темпы остеокла-
стической резорбции новообразованной кости были 
невысокими, о чем говорит низкое количество CD68-
позитивных клеток. В препаратах контрольной группы 
экспрессия остеокальцина отмечалась в 60%, а осте-
опонтин — в 50% клеток. Экспрессия ВМР-7 отмечена 
на границе зоны репарации.

Морфологическая картина репаративного остеогене-
за существенно различается в зависимости от примене-
ния костного ауторегенерата. Полноценное восстановле-
ние костной ткани, о котором свидетельствуют высокие 
уровни экспрессии специфических маркеров кости, мож-
но связать с действием ростовых факторов и других био-
логически активных веществ, привнесённых в область 
регенерации.
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GM2-ганглиозидозы представляют собой группу ау-
тосомно-рецессивных лизосомных болезней накопле-
ния. Эти заболевания возникают в результате дефицита 
лизосомного фермента β-гексозаминидазы А (HexA). 
Дефицит HexA вызывает накопление GM2-ганглиозидов 
преимущественно в клетках нервной системы, что при-
водит к тяжелой нейродегенерации и нейровоспалению. 
В настоящем исследовании была оценена способность 
генетически модифицированных мезенхимных стволо-
вых клеток (МСК) восстанавливать дефицит HexA в клет-
ках пациента с болезнью Тея-Сакса (БТС) in vitro, а также 
показана функциональность полученных клеток in vivo.

МСК были генетически модифицированы рекомби-
нантными аденоассоциированными вирусами, кодирую-
щими кодон-оптимизированные гены α- и β-субъединиц 
фермента HexA (МСК-HEXA-HEXB). МСК-HEXA-HEXB 
культивировали с МСК пациента с БТС (мутМСК) в си-
стеме Трансвелл, после чего изучали эффективность пе-
рекрестной коррекции дефицита HexA. Крысам внутри-
венно вводили 4 × 106 МСК-HEXA-HEXB, контрольным 
группам вводили нативные МСК или физраствор.

После доставки HexA путем перекрестной коррекции 
в системе Трансвелл мутМСК содержали кодон-оптими-
зированные копии генов HEXA и HEXB. Как α-, так и β-
субъединицы HexA были обнаружены в мутМСК после 
перекрестной коррекции. Показано, что после введения 
МСК-HEXA-HEXB активность HexA значительно повы-
шалась в плазме и органах крыс. В органах крыс обна-
ружены кодон-оптимизированные копии генов HEXA 
и HEXB. Введение МСК-HEXA-HEXB не влияло на про-
цент живых клеток в органах иммунной системы, лейко-
формулу и уровень воспалительных цитокинов по срав-
нению с контрольными группами. Гистопатологический 
анализ не выявил существенных различий между опыт-
ной и контрольными группами.

Таким образом, эффективность кросс-коррекции 
дефицита HexA была показана в мутМСК после взаи-
модействии с МСК-HEXA-HEXB. Показано, что МСК-
HEXA-HEXB экспрессируют функционально активный 
фермент HexA, выявляемый in vivo, а внутривенное вве-
дение клеток не вызывает иммунного ответа у живот-
ных. Эти данные позволяют предположить безопасность 
и функциональность разработанного способа клеточно-
опосредованной генной терапии. Работа выполнена при 
поддержке Программы стратегического академическо-
го лидерства Казанского (Приволжского) федерально-
го университета (ПРИОРИТЕТ-2030) и за счет средств 
субсидии, выделенной Казанскому федеральному уни-
верситету для выполнения государственного задания 
№ 0671-2020-0058 в сфере научной деятельности.
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Метахроматическая лейкодистрофия (МЛД) — ауто-
сомно-рецессивное наследственное нейродегенератив-
ное заболевание, характеризующееся поражением мие-
линовой оболочки, покрывающей большинство нервных 
волокон центральной (ЦНС) и периферической нервной 
системы (ПНС). МЛД возникает вследствие дефицита 
лизосомного фермента арилсульфатазы A (ARSA), из-
за различных мутаций в гене ARSA. Клинически МЛД 
проявляется прогрессирующей двигательной и когни-
тивной недостаточностью у пациентов. Цель исследова-
ния — проанализировать эффект последовательных вну-
тривенных и интратекальных инъекций AAВ9-coARSA 
или AAВrh.10-coARSA и оценить их функциональную ак-
тивность и биобезопасность. Мы разработали 9 и 10 се-
ротипы AAВ, кодирующих ген ARSA. Мини-пигам внутри-
венно вводили ААВ9. Через 2 месяца животные были 
разделены на 2 группы. Первой группе интратекально 
вводили AAB9-ARSA, второй — AAB10-ARSA. Через ме-
сяц мы проанализировали эффективность трансдукции 
с помощью иммуногистохимического анализа (ИГХ), 
количественной полимеразной цепной реакции (кПЦР), 
анализа ферментативной активности ARSA и биохими-
ческого анализа крови свиней.

мРНК кодон-оптимизированного гена ARSA была об-
наружена в затылочной доле коры головного мозга, моз-
жечке, шейном, спинном и поясничном отделах спинного 
мозга и ганглиях тех же отделов свиней после введения 
вирусов. Достоверных изменений биохимических по-
казателей после введения препаратов не наблюдалось. 
При исследовании тканей ЦНС с помощью ИГХ выявле-
на сверхэкспрессия ARSA. После повторного введения 
AAB10-ARSA, количество трансдуцированных нейронов 
в мозжечке, спинном мозге и спинномозговых гангли-
ях было значительно выше, чем после введения AAВ9-
ARSA. Тем не менее, способность AAВ10-ARSA транс-
дуцировать нейроны спинного мозга на уровне шейного 
утолщения и спинномозговых ганглиев шейного и по-
ясничного отделов спинного мозга значительно выше 
по сравнению с AAВ9-ARSA. Повторное введение AAВ9-
ARSA приводит к наиболее эффективной трансдукции 
нейронов мозжечка и серого вещества спинного мозга 
на уровне поясничного утолщения. Работа выполнена 
при поддержке Программы стратегического академиче-
ского лидерства Казанского (Приволжского) федераль-
ного университета (ПРИОРИТЕТ-2030) и за счет средств 
субсидии, выделенной Казанскому федеральному уни-
верситету для выполнения государственного задания 
№ 0671-2020-0058 в сфере научной деятельности.
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Целью исследования было изучение при-
сутствия макрофагов (М) в тканях модельной 
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кожной ишемизированной раны на этапах заживле-
ния после трансплантации дермального эквивалента 
с фибробластами.

В работе использовали 56 мышей линии С57/В1 в воз-
расте 5–7 месяцев. Операционным путем формировали 
ишемизированную рану [1]. Из кожи ферментативным пу-
тем выделяли фибробласты в условиях стерильного бокса. 
Их соединяли с коллагеном I типа для формирования дер-
мального эквивалента [2]. Присутствие М определяли им-
муногистохимическим методом в парафиновых срезах био-
птатов на 4, 7, 10, 12, 15, 19, 23 и 26 сутки после операции 
по наличию в клетках антигена CD68. Первичными антите-
лами были CD68 фирмы Gene Tex Inc (США) в разведении 
1:100. Обзорные срезы биоптатов окрашивали гематокси-
лином и эозином. Статистическую обработку цифровых дан-
ных проводили с использованием аналитического пакета 
приложения STATISTICA Enterprise (StatSoft Inc., США).

На 4-е сутки в срезах биоптатов среди клеток грану-
ляционной ткани идентифицируются активные ткане-
вые М. Индекс CD68-положительных клеток составляет 
20,43 ± 0,08%. На 7-е сутки индекс клеток, имеющих ан-
тиген CD68, уменьшился на 8,37 ± 0,01% по сравнению 
с 4-ми сутками. На 10-е сутки репарации индекс макро-
фагов (ИМ) составляет 13,25 ± 0,01% (сократился ста-
тистически достоверно на 29,22 ± 0,04% по отношению 
к 7-м суткам). На 12-е сутки прослеживается увеличение 
индекса CD68-положительных клеток статистически до-
стоверно на 11,19 ± 0,01% по отношению к 10-му дню 
регенерации. В последующие изученные периоды за-
живления ишемизированной модельной раны на 15-е, 
19-е, 23-и и 26-е сутки ИМ последовательно статистиче-
ски достоверно снижается на 32,17 ± 0,03%, 38,93±%, 
36,41 ± 0,02% и 43,23 ± 0,01% соответственно.

Таким образом, ИМ был самым высоким на 4-е сутки 
заживления раны. В последующие до 26-х суток сроки 
индекс CD68+ клеток неуклонно снижается, за исклю-
чением периода времени от 10-х до 12-х суток, когда 
он увеличивается, возможно, из-за способности М тор-
мозить активность фибробластов, выделяя медиаторы 
воспаления и другие протеазы [3].
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Энергетический метаболизм в опухолевых клетках из-
менен по сравнению с нормальными клетками и, следо-
вательно, может служить мишенью в противоопухолевой 
терапии. Биоэнергетический фенотип опухоли варьирует 
от гликолитического до окислительного и зависит от типа 
раковой опухоли, стадии рака и микроокружения опухо-
левых клеток. Наиболее агрессивные опухолевые клетки, 
в их числе клетки глиобластомы, характеризуются выра-
женным окислительно-восстановительным дисбалансом 
из-за повышенного гликолитического и митохондриаль-
ного окислительного метаболизма. Окислительная актив-
ность раковых клеток и тканей обусловлена аномально 
высокими уровнями свободных радикалов [1]. Поэтому 
антиоксиданты могут играть ведущую роль в противоопу-
холевой терапии, подавляя трансдукцию сигналов, зави-
сящую от свободных радикалов. В своей работе мы про-
анализировали энергетические профили 8 различных 
клеточных линий глиом, используя технологию Seahorse. 
Исследованные клеточные линии глиом проявляли 
энергетическую гетерогенность и имели разные уровни 
OXPHOS и гликолиза. Нами были отобраны две клеточные 
линии с различными энергетическими профилями — гли-
областома A172 (высокие уровни OXPHOS и гликолиза) 
и астроцитома U251 (низкий уровень OXPHOS и высокий 
уровень гликолиза). Изучено действие водорастворимого 
производного фуллерена С60 — полиолметанофуллерена 
C60[C9H10O4(OH)4]6 на выживаемость клеток этих ли-
ний (Crystal Violet method). Ранее нами было установлено, 
что полиолметанофуллерен проявляет свойства мягкого 
разобщителя OXPHOS [2] и избирательно снижает мито-
хондриальный потенциал в клетках с гиперполяризован-
ными митохондриями, включая опухолевые [3]. Кроме 
того, мы показали впервые, что это производное сохра-
няет антирадикальные свойства исходного фуллерена 
С60 (в реакции Фентона), то есть может быть ловушкой 
для свободных радикалов в клетке. Инкубация клеточных 
линий глиом с полиолметанофуллереном (100 и 200 μM) 
в течение 72 часов снижала выживаемость клеток гли-
областомы в среднем на 38%, в то время как снижение 
выживаемости клеток астроцитомы не превышала 10%. 
Полученные результаты обосновывают дальнейшее из-
учение полиолметанофуллерена как перспективного анти-
оксиданта при опухолях с повышенным уровнем OXPHOS.
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Нетканые полимерные материалы активно приме-
няются в качестве укрывных, фильтрующих элементов 
в различных сферах деятельности. В медицине они ак-
тивно используются в качестве повязок для лечения ран 
и ожогов, в том числе на основе синтетических полиме-
ров. Однако большой интерес представляют природные 
полимеры на основе полисахаридов и белков, которые 
обладают уникальными биологическими и физико-ме-
ханическими характеристиками [1]. На данный момент 
получение нетканых материалов из природных полиме-
ров с регулируемой структурой и свойствами является 
по-прежнему актуальной задачей.

Одними из наиболее перспективных природных 
полимеров для получения материалов для биомеди-
цины являются рекомбинантные белки спидроины [2]. 
Известно, что паутина обладает уникальными свой-
ствами. Регулирование пауком аминокислотного со-
става спидроина позволяет изменять в большом диапа-
зоне механические характеристики волокна, адгезию 
при сохранении биосовместимости [3]. Использование 
биохимических методов позволяет менять состав ре-
комбинантных белков спидроинов и регулировать 
не только физико-механические свойства, но и срод-
ство, и их пролиферативную активность к различным 
клеткам. Исследование вторичной структуры белка 
в материалах играет важную роль, так как его конфор-
мация непосредственно влияет на конечные свойства 
материала[4].

В данной работе были исследованы нетканые матери-
алы, полученные методом электроформования из рас-
творов рекомбинантных спидроинов rS1/9 и rS2/12 
(аналоги белков шелка паука MaSp1 и MaSp2 соот-
ветственно) [5]. Определение механических характери-
стик отдельных нановолокон методом атомно-силовой 
микроскопии показало, что с увеличением диаметра 
волокна происходит резкое падение модуля упругости 
с последующим выходом на плато (с 80 до 10 ГПа). 
Причем регулирование параметров формования спо-
собно также приводить к изменению механических ха-
рактеристик. Уменьшение механической прочности во-
локон с ростом диаметра связано с преобразованием 
надмолекулярной организации белков в толще волокон. 
Таким образом, регулируя параметры, можно добиться 
получения материала с заданными свойствами под кон-
кретные задачи биомедицины. Работа выполнена при 
финансовой поддержке Министерства науки и высшего 
образования Российской Федерации в рамках соглаше-
ния № 075-15-2021-1357.
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С развитием тканевой инженерии меняются требо-
вания, применяемые к биоматериалам. Новое поколе-
ние материалов должно не только выступать в качестве 
матрикса для клеточной адгезии, но также ускорять про-
цесс пролиферации клеток [1].

В настоящее время в литературе природные поли-
меры (хитозан, желатин, целлюлоза) являются широко 
используемыми для изготовления матриксов, благода-
ря таким свойствам как биосовместимость, биоразла-
гаемость и биоадекватность. Предполагается, что такие 
материалы выполняют роль временной подложки при 
естественном восстановлении тканей, не оказывая сти-
мулирующего действия на пролиферацию и дифферен-
цировку клеток [2].

Одним из наиболее перспективных методов, улуч-
шающих регенерацию тканей, является электрости-
муляция. Использование данного метода с электро-
проводящими матриксами позволяет контролировать 
внешний параметры сигнала (продолжительность, ин-
тервал, интенсивность), а также совмещать с другими 
физическими и химическими методами стимуляции кле-
ток [3]. Электростимуляция в сочетании с электропрово-
дящими матриксами способствует усилению клеточной 
адгезии и пролиферации клеток эпидермиса, остеоци-
тов, нейрональных, мышечных клеток [2].

В данной работе представляется технология созда-
ния композиционных нетканых материалов методом 
электроформования на основе полимера ацетат цел-
люлозы. В качестве проводящих компонентов исполь-
зуются технический углерод (ТУ) и полимер PEDOT:PSS. 
ТУ непосредственно добавляли в полимерный раствор 
(концентрация до 10 масс.%), тогда как PEDOT: PSS вво-
дили посредством пропитывания нетканых материалов.

Морфология полученных композитов была исследо-
вана методом сканирующей электронной микроскопии. 
Анализ физико-механических характеристик проводил-
ся на универсальной машине для испытаний на растяже-
ние, а электропроводящие свойства измеряли четырех-
контактным методом.

В работе показана оптимальная степень наполнения 
композитов (5 масс.%), при которой достигаются необхо-
димая электропроводность (3,1 ± 0,1 мСм) и прочност-
ные свойства. Таким образом, полученные материалы 
пригодны для использования в качестве матриксов при 
электростимуляции. Работа выполнена при финансо-
вой поддержке Министерства науки и высшего обра-
зования Российской Федерации в рамках соглашения 
№ 075-15-2021-1357.
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Макрофаги — важнейшие клетки врожденного им-
мунитета, участвующие в формировании воспалитель-
ного и иммунного ответа, репарации ткани и поддер-
жании гомеостаза. Они присутствуют во всех тканях 
организма и представляют собой привлекательную 
мишень для терапии различных заболеваний. Одной 
из важных задач клеточной терапии в настоящее вре-
мя является получение генетически модифицирован-
ных макрофагов. Основная сложность в модификации 
макрофагов заключается в их невосприимчивости к ге-
нетическим манипуляциям и невозможности получения 
их из моноцитов периферической крови в достаточном 
количестве. По этой причине перспективным является 
подход, при котором модифицированные макрофаги 
(мод-МФ) получают in vitro из модифицированных ин-
дуцированных плюрипотентных стволовых клеток (мод-
иПСК). Целью настоящего исследования было получе-
ние мод-МФ из иПСК с управляемой экспрессией гена 
TNFAIP3, кодирующего белок А20, который принимает 
участие в ограничении воспалительного ответа и сни-
жении клеточной гибели.

На первом этапе были получены мод-иПСК суправля-
емой доксициклином экспрессией TNFAIP3. За основу 
была взята линия иПСК, полученная из моноцитов крови 
в ИЦиГ СО РАН. Генетическая модификация осущест-
влялась электропорацией с применением CRISPR-Cas9. 
Полученные мод-иПСК.А20 были охарактеризованы 
по основным критериям плюрипотентных клеток: экс-
прессии щелочной фосфатазы и основных маркеров 
плюрипотентных клеток (OCT4, SOX2, NANOG) и способ-
ности к дифференцировке в производные трех зароды-
шевых листков.

На втором этапе был отработан протокол получения 
из мод-иПСК.А20 мод-МФ.А20. Мод-МФ.А20 имели ха-
рактерный фенотип, сходный с немодифицированными 
макрофагами (экспрессировали маркеры CD14, CD45, 
CD163, HLA-DR и др.), обладали фагоцитарной актив-
ностью и увеличивали экспрессию TNFAIP3 в 2–7 раз 
в присутствии доксициклина, что было подтверждено 
методом ПЦР в реальном времени, вестерн-блоттингом 
и транскриптомным анализом.

Таким образом, в данной работе предложен эффек-
тивный и воспроизводимый протокол получения мод-
МФ с управляемой экспрессией TNFAIP3, который ис-
пользован нами для оценки противовоспалительной 
активности мод-МФ.А20, полезен для дальнейшего 
анализа роли TNFAIP3 в регуляции функции макрофа-
гов, а также создает основу для получения других гене-
тически модифицированных МФ человека. Работа осу-
ществлялась при поддержке Минобрнауки РФ, проект 
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При исследовании трофобластных стволовых клеток 
полёвки и эмбриональных стволовых клеток человека 
обнаружено, что в процессе инактивации в ответ на экс-
прессию РНК гена Xist/XIST модификации из районов 
конститутивного гетерохроматина распространяются 
по инактивируемой Х-хромосоме, формируя на ней до-
мены, обогащенные триметилированым гистоном H3K9, 
белками HP1-гамма и KAP1, а также гистонметилтрас-
феразой SETDB1.

Распространение меток конститутивного гетерохро-
матина может сопровождаться утратой модификаций 
активного хроматина, инактивацией транскрпипции 
Х-сцепленных генов и подержанием их транскрипцион-
ного сайленсинга. Мы предполагаем, что индуцируемое 
некодирующей РНК распространение репрессивных ме-
ток из районов конститутивного гетерохроматина может 
являться эволюционно исходным механизмом процес-
са инактивации у млекопитающих. Работа поддержана 
Бюджетным проектом ИЦиГ СО РАН FWNR-2022–0015.
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Болезнь Паркинсона (БП) — одно из наиболее 
распространенных неизлечимых нейродегенератив-
ных заболеваний. Основными характерными черта-
ми патогенеза заболевания являются прогрессиру-
ющая гибель дофаминергических нейронов черной 
субстанции [1]. Важную роль в функционировании 
центральной нервной системы (ЦНС) играет нейро-
глия. Данная популяция клеток принимает участие 
в обмене нейротрансмиттеров, формировании и со-
зревании синапсов, регуляции рН, водного и ионного 
гомеостаза и формировании гематоэнцефалическо-
го барьера. При патологических состояниях функция 
глии нарушается, астроциты активируют экспрес-
сию воспалительных генов, участвуя в поддержании 
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нейровоспаления [2]. Для получения нейронов и гли-
альных клеток в настоящее время используют индуци-
рованные плюрипотентные клетки (ИПСК) человека. 
Уникальность этого подхода состоит в том, что клеточ-
ный материал, полученный от пациентов с генетиче-
скими нарушениями, для получения ИПСК будет транс-
лировать эти нарушения во все дифференцированные 
производные. Таким образом, можно изучать влияние 
определенной генетической мутации в разных клеточ-
ных популяциях, дифференцированных из одной и той 
же уникальной линии ИПСК.

Ранее нами был показан ряд изменений в профиле 
экспрессии большого количества генов в дофаминерги-
ческих нейронах дифференцированных из индуцирован-
ных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) пациен-
тов с разными мутациями, приводящими к БП [3].

В настоящей работе были получены глиальные культу-
ры, дифференцированные из ИПСК пациентов с мутаци-
ями в генах GBA (глюкоцереброзидаза), PARK2 (паркин) 
и LRRK2 (дардарин), приводящих к БП, и здоровых доно-
ров. Полученные культуры клеток были охарактеризова-
ны с помощью иммуноцитохимического анализа и ПЦР 
в реальном времени. Была обнаружена дифференциаль-
ная экспрессия ряда генов у здоровых доноров и у па-
циентов с БП. Показано, что в ответ на воспалительные 
стимулы глиальные клетки меняют экспрессию генов 
и секреторный профиль, тем самым проявляя свойства 
иммунокомпетентных клеток.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Министерства науки и высшего образования Российской 
Федерации в рамках соглашения № 075-15-2021-1357.
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Кроветворные микроокружение костного мозга 
(КМ) — это некроветворные клетки, необходимые для 
успешного функционирования стволовых клеток кро-
ви в течение всей жизни организма. Большую часть 
кроветворного микроокружения составляют стро-
мальные клетки — потомки мезенхимной стволовой 
клетки (МСК). Иерархия стромальных предшествен-
ников охарактеризована скудно, in vivo выделяют 
мультипотентные мезенхимные стромальные клетки 

(ММСК) и колониеобразующие единицы фибробла-
стов (КОЕф). МСК не имеют уникального сочетания 
поверхностных антигенов, что затрудняет их выделе-
ние в виде чистой популяции. Показано, что экспрес-
сия нестина, изначально выявленная в нейральных 
предшественниках, характерна и для МСК. Часто экс-
прессия гена нестина (NES) используется в качестве 
маркера этих стромальных предшественников. Целью 
работы было оценить уровень экспрессии гена NES 
в ММСК и их потомках — КОЕф, а также выяснить, как 
изменяется этот показатель при переходе от олигопо-
тентных клеток-предшественниц, способных к осте-
огенной и адипогенной дифференцировкам, к моно-
потентным клеткам-предшественницам, способным 
осуществлять дифференцировку только в одну из ука-
занных линий.

Из КМ 19 доноров (11 мужчин, 8 женщин, 
29,5 ± 2,7 лет) получали ММСК и КОЕф по стандарт-
ным методикам. Из ММСК и КОЕф выделяли РНК. 
Из тех же образцов КМ были получены индивидуаль-
ные клоны КОЕф. Для этого по 15 000 клеток КМ куль-
тивировали в лунках 96-луночной платы. Клетки из лу-
нок, где был выявлен рост одного клона, по достижении 
конфлуентности пересаживали в ячейки 6-луночной 
платы. Затем, конфлуентную ячейку рассаживали 
на 3 и через 2–3 дня в 2 ячейки добавляли стандарт-
ные смеси индукторов костной и жировой дифферен-
цировок. В 1 ячейке контрольные клетки культивиро-
вали в стандартной среде. Через 14 дней из клеток 
выделяли РНК. Ответ на индукторы дифференциров-
ки определяли по изменению относительного уровня 
экспрессии (ОУЭ) маркерных генов (ALPL и PTHR для 
остео- и FABP4 и PPARG для адипо- дифференцировок). 
ОУЭ маркерных генов и гена NES анализировали при 
помощи ПЦР в реальном времени. Было проанализиро-
вано 299 индивидуальных клонов КОЕф.

Оказалось, что средний ОУЭ NES достоверно не от-
личается в ММСК (0,41 ± 0,13) и в суммарной попу-
ляции КОЕф (0,24 ± 0,05). В индивидуальных клонах 
КОЕф ОУЭ был недостоверно выше, чем в суммарной 
популяции (0,31 ± 0,04). При анализе КОЕф, различаю-
щихся по дифференцировочному потенциалу, наивыс-
ший ОУЭ гена NES выявлен в группе монопотентных 
остеогенных предшественников, тогда как в олигопо-
тентных предшественниках его экспрессия была стати-
стически достоверно ниже.

Итак, экспрессия гена NES в мезенхимных стромаль-
ных предшественниках из костного мозга не является 
специфичной для МСК и не может быть использована 
в качестве уникального маркера этого типа клеток. Работа 
поддержана грантом Российского Научного Фонда (про-
ект № 22-15-00018).
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Многие причины осложнений беременности осно-
ваны на факторах иммунобиологического взаимодей-
ствия на границе матка — плодное яйцо (плацента). 
Расшифровка механизмов регуляции этих взаимоотно-
шений помогла бы решить проблемы в регенерационной 
медицине, в трансплантологии и в поиске методов лече-
ния преэклампсии.

Иммуногистохимичскими методами изучены особен-
ности локализации в плаценте биогенных аминов (кате-
холамины, гистамин и серотонин), послойная топогра-
фия макрофагов (CD-68) и тучных клеток (триптаза) при 
преэклампсии (ПЭ).

Исследованы 24 плаценты от родильниц, перенесших 
ПЭ. Контролем служили 8 плацент от женщин с физиоло-
гическим течением беременности и родов. Кусочки, вы-
резанные из материнского, среднего и плодного слоев 
плаценты, обработаны общепринятыми гистологически-
ми и иммуногистохимическими методами для выявления 
вышеназванных веществ и клеточных структур.

Установлено, что гистамин, серотонин и катехоламины 
выявляются диффузно в структурах плаценты и более от-
четливо в макрофагах (гранулярных люминесцирующих 
клетках). При ПЭ содержание биогенных аминов в пла-
центе превышает нормальные показатели в 1,6 раза. 
Одновременно выявляется дисбаланс содержания биоген-
ных аминов между клеточными структурами и стромой.

При легкой ПЭ экспрессия CD68 в материнской части 
плаценты достоверно не отличается от нормы, но в плод-
ной части и в среднем слое достоверно повышается, 
превышая нормальные показатели примерно в 1,5 раза. 
При тяжелом течении ПЭ экспрессия CD68 повышается 
3,5 раза во всех слоях плаценты.

При физиологическом течении беременности выявля-
ются единичные тучные клетки в строме и в межворсинча-
том пространстве. Триптаза в норме выявлялась в синци-
тиотрофобласте, эндотелии капилляров, в строме ворсин 
хориона. При этом в межворсинчатом пространстве обна-
руживались единичные триптазаположительные клетки.

При легком течении ПЭ экспрессия триптазы в струк-
турах плаценты повышается и превышает норму бо-
лее чем в 2 раза, а при тяжелом течении — экспрессия 
триптазы резко снижается и достоверно не отличается 
от нормальных показателей, но сопровождается появ-
лением триптазы в межворсинчатом пространстве, что 
может свидетельствовать о срыве адаптационных воз-
можностей матери и плода.

Выявленные особенности иммуногистохимических 
показателей в плаценте могут дать дополнительную ин-
формацию для расшифровки механизмов патогенеза 
преэклампсии.
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Поиск путей предотвращения старения культиви-
руемых мезенхимных стволовых/стромальных клеток 
человека (МСК) имеет как фундаментальное, так и при-
кладное значение, поскольку старение культур МСК пре-
пятствует внедрению в медицинскую практику клеточных 
продуктов, создаваемых на основе этих клеток. В данный 
момент мировым научным сообществом тестируется не-
сколько стратегий замедления старения как на уровне 
клеток, так и на уровне организма в целом: модулиро-
вание сигнальных путей, ассоциированных с индукцией 
старения, элиминация стареющих клеток из популяции 
или из тканей организма с использованием сенолитиков, 
низкокалорийная диета и др. Однако, изучение процесса 
частичного репрограммирования клеток и возможно-
стей с помощью этой технологии омолодить (ревитали-
зировать) клетки и/или организм только начинается [1]. 
Примечательно, что наибольший успех в этой области 
был достигнут именно на моделях in vivo, тогда как клеточ-
ных работ в системе in vitro довольно мало, а полученные 
результаты иногда противоречивы. Настоящая работа 
направлена на изучение возможности ревитализировать 
постаревшие МСК эндометрия человека (эМСК) с при-
менением техники частичного репрограммирования.

В своем исследовании мы оценили изменения, кото-
рые произошли после индукции репрограммирования 
в культурах эМСК, постаревших в результате длитель-
ного культивирования (35–40 пассажей). Проведенные 
тесты показали, что спустя 3–5 дней после начала ре-
программирования с помощью Сендай вирусов, кодиру-
ющих факторы Яманаки (OSKM), эМСК сохраняли свой 
фенотип и характеризовались экспрессией поверхност-
ных маркеров, типичных для МСК. В то же время, ре-
программируемые клетки утратили черты постаревших: 
они изменили морфологию, утратили распластанность 
и уменьшились в размере; уменьшился сигнал автоф-
луоресценции, связанный c накоплением в постарев-
ших клетках липофусцина; в ядрах исчезли разрывы 
ДНК; сократилось количество клеток, экспрессирующих 
галактозидазу, ассоциированную со старением; акти-
визировались системы тиол-дисульфидного обмена, 
контролирующие клеточный редокс-метаболизм. В реви-
тализированных клетках изменилась активность маркер-
ных генов клеточного старения: снизилась экспрессия 
p21, ингибитора циклин-зависимых киназ, опосредую-
щего блокирование пролиферации постаревших клеток; 
увеличилась экспрессия генов-участников ответа на по-
вреждение ДНК (Chk1 и ATM), чья сниженная активность 
обеспечивает толерантность стареющих клеток к перси-
стирующим разрывам ДНК; повысилась экспрессия ге-
нов, отвечающих за активизацию редокс-метаболизма 
клеток (TXN и PRDX1).

Таким образом, проведенные нами тесты выявили 
признаки ревитализации эМСК, наблюдаемые через 
3–5 дней после индукции репрограммирования клеток. 
Работа поддержана грантом РНФ № 22-24-20122.
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Ишемический инсульт (ИИ) — одно из наиболее тя-
желых заболеваний мозга. При изучении механизмов 
патогенеза ИИ и нейропротекции используют модели 
ишемии лабораторных животных. Показано, что приме-
нение наркоза может влиять на формирование очага 
ишемического повреждения мозга. Однако характер во-
влеченности генов и их активности при этом остается не-
достаточно изученным.

В работе была рассмотрена модель временной ок-
клюзии правой средней мозговой артерии (tMCAO) 
у крыс в 2 вариантах, отличающихся длительностью 
пребывания животных под наркозом. Был использован 
изофлуран (3%-индукция; 1,5%-поддержание), кото-
рый часто применяется для ингаляционного наркоза 
и обладает нейропротективным эффектом. При tMCAO 
с «длинным» наркозом крысы находились под анесте-
зией в течение операции и всего времени окклюзии 
(90 мин), а при tMCAO с «коротким» наркозом — только 
в течение операции по окклюзии сосуда и восстанов-
лению кровотока. Через 24 ч после tMCAO по данным 
магнитно-резонансной томографии при «длинном» нар-
козе ишемический очаг затрагивал преимущественно 
область подкорковых структур мозга, тогда как при «ко-
ротком» наркозе очаг был более объемным и распро-
странялся на прилежащую кору.

С помощью RNA-Seq мы сравнили профили экспрес-
сии 17368 генов (мРНК) в подкорковых структурах мозга 
крыс, содержащих очаг ишемического повреждения, че-
рез 24 ч после tMCAO с «длинным» и «коротким» нарко-
зами. Были выявлены 1245 общих генов (Hspa1a, Ptx3, 
Atf3, Socs3 и др.), изменивших экспрессию (>1,5; Padj 
< 0,05) относительно соответствующих образцов мозга 
ложнооперированных крыс. Причем большинство общих 
генов сонаправленно изменили (преимущественно по-
высили) экспрессию в условиях обоих вариантов моде-
ли tMCAO. Также были найдены 694 (S100a9, Slc5a3, 
Shbg, Egr4 и др.) и 1557 генов (Kcnq3, Neurod2, Dok6, 
Wnk3 и др.), изменивших экспрессию через 24 ч после 
tMCAO только при «длинном» и «коротком» наркозах 
соответственно.

С помощью David 2021 было установлено 126 пере-
крывающихся метаболических путей (MAPK, TNF, cAMP 
и др.). Они характеризовали транскриптомный ответ 
в мозге крыс на ишемию вне зависимости от длительно-
сти наркоза. Более того, гены, повысившие экспрессию, 
были связаны с системами иммунного и воспалительного 

ответов, в то время как понизившие — с нейросигнализа-
цией. При этом большинству уникальных генов в модели 
tMCAO с «коротким» наркозом соответствовали сигналь-
ные пути, относящиеся к нейротрансмиссии (Serotonergic 
synapse, GABA receptor activation, Axon regeneration 
и др.), а в варианте с «длинным» наркозом — воспали-
тельному ответу (Cytokine, Interleukins, IL-5 и др.). Таким 
образом, были выявлены гены и сигнальные пути, кото-
рые отражают как общий эффект церебральной ишемии, 
так и воздействие изофлурана на формирование очага 
ишемического повреждения мозга. Исследование вы-
полнено при финансовой поддержке гранта Российского 
научного фонда № 19-14-00268-П.
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Цель исследования — выявить динамику репаратив-
ных процессов на этапах заживления эксперименталь-
ной компрессионной травмы скелетных мышц.

Экспериментальными животными служили поло-
возрелые крысы линии Вистар (n=38) массой 230–
250 г и возрастом 3,5–3,6 мес. Все животные были рас-
пределены на основную группу (n=28), которым после 
обезболивания наносили компрессионную травму (КТ) 
задней конечности (сила компрессии — 10–12 кг/см2, 
длительность сдавливания — 7 ч) и группу сравнения 
(n=10), в которую входили интактные (здоровые) крысы. 
Выведение животных из эксперимента проводилось пу-
тем декапитации. Забор материала производили на 3, 7, 
14, 28 сут после нанесения КТ. Подготовку материала 
осуществляли в морфологической лаборатории, препа-
раты окрашивали гематоксилином с эозином. Оценивали 
выраженность некроза, воспалительного процесса, гра-
нуляций, фиброза полуколичественным морфометриче-
ским методом при Ув. 400), где сильно выраженный при-
знак обозначали (+++), слабо выраженный (+), отсутствие 
признака (0).

На 3-и сут после прекращения компрессии в иссле-
дуемых скелетных мышцах зафиксированы реактивные 
изменения тканевых структур, свидетельствующие о на-
рушении микроциркуляции и развитии ишемического 
некроза. Наблюдались локальные разрушения крове-
носных сосудов, агрегация форменных элементов кро-
ви в их просвете. Морфометрические показатели 3 сут: 
некроз (++), воспаление (+), грануляции (0), фиброз (0). 
На 7-е сут определялась гибель мышечных волокон 
и фибробластов, отмечалось формирование лейкоци-
тарного вала. На месте разрушенных мышечных воло-
кон происходило образование грануляционной ткани. 
Морфометрические показатели 7 сут: некроз (++), вос-
паление (+++), грануляции (+), фиброз (0). На 14-е сут 
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наблюдалось формирование мышечно-соединитель-
нотканного регенерата с единичными очагами некроза. 
Морфометрические показатели 14 сут: некроз (+), вос-
паление (+++), грануляции (+++), фиброз (+). На 28-е сут 
сохранялись очаги некроза мышечной ткани, но их пло-
щадь была существенно меньше, чем в предыдущем 
сроке наблюдения. В составе мышечно-соединитель-
нотканного регенерата выявлялось увеличение количе-
ства молодых новообразованных миосимпластических 
структур, среди которых преобладают мышечные трубки. 
Морфометрические показатели 28 сут: некроз (+), воспа-
ление (+), грануляции (+), фиброз (+++).

Таким образом, динамические процессы, происхо-
дящие в скелетной мышце после нанесения компрес-
сионной травмы, включают в себя не только некроз 
и воспалительную реакцию, но и пролиферацию кам-
биальных источников развития тканей, их дифферен-
цировку и адаптивные изменения тканевых структур, 
приводящие к формированию мышечно-соединитель-
нотканного регенерата. Динамика гистоморфологиче-
ских признаков раневого процесса характеризовалась 
активацией воспалительного процесса с последующим 
преобладанием регенаративной активности тканей 
и формированием рубца.

ВЛИЯНИЕ ФАКТОРА РОСТА ФИБРОБЛАСТОВ 
НА ИНТЕНСИВНОСТЬ АПОПТОЗА В КУЛЬТУРЕ 
ПЕРИТОНЕАЛЬНЫХ ФИБРОБЛАСТОВ
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Основной фактор роста фибробластов (bFGF) являет-
ся важным регулятором, влияющим на фазы воспаления, 
развитие фиброза [1–4]. Целью данной работы является 
изучение воздействия bFGF на культуру перитонеальных 
фибробластов крысы и содержание в клетках антиапоп-
тотического белка Bcl-2.

Получали культуру фибробластов из сальника взрос-
лой крысы линии Wistar. после третьего пассажа обра-
батывали bFGF в концентрации 133 пг/мл. Контролем 
служили клетки, не подвергавшиеся воздействию факто-
ра роста. Проводили флюоресцентное окрашивание с ис-
пользованием антител к Bcl-2 (Cat. 1017-S, Epitomics), 
вторичных антител Alexa fluor 488 goat anti-rabbit IgG 
(Invitrogen, Cat. A-11034). Для визуализации использо-
вали BioStation CT 4.1, Nikon.

При воздействии bFGF на культуру перитонеальных 
фибробластов наблюдалось интенсивное разрушение 
коллагена, округление и открепление фибробластов 
от субстрата и образование крупных конгломератов, со-
стоящих из нескольких десятков клеток, соединенных 
коллагеновыми волокнами. Иммунофлуоресцентный 
анализ содержания в исследуемых клетках белка Bcl-2, 
модулирующего чувствительность клеток к проапоптоти-
ческим сигналам и, соответственно, влияющего на спо-
собность клеток выживать в изменяющихся условиях [5], 
показал более интенсивную, структурированную окраску 
Bcl-2 в контрольной группе, тогда как клетки, подвергну-
тые воздействию bFGF, характеризовались более блед-
ной и неравномерной окраской. Статистический анализ 

полученных данных также подтвердил достоверное сни-
жение средней интенсивности флуоресценции после 
воздействия фактором роста на фибробласты, что может 
быть связано как с регуляцией апоптоза под действием 
bFGF. В исследовании использовали оборудование цен-
тра коллективного пользования «Диагностические изо-
бражения в хирургии».
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Послеоперационный эпидуральный фиброз является 
важной причиной неудовлетворительных результатов хи-
рургического лечения патологии позвоночника [1]. Цель 
исследования: оценить репаративные процессы в зоне 
ламинэктомии в различных анатомических зонах.

Изучен материал 24 крыс Wistar на 3-7-14-28-
106 сутки после ламинэктомии на уровне LVI [2]. 
Образцы костной ткани декальцинированы оригиналь-
ным способом [3]. Топографоанатомически в ране вы-
делены два отдела: эпидуральный, обнажённый после 
ламинэктомии, и культи дуги и оснований задних сустав-
ных отростков LVI. На 3 сутки в эпидуральном отделе 
при воспалении с преобладанием фибрина в экссудате 
развивается грануляцонная ткань. В области резециро-
ванной дуги и суставных отростков на 3 сутки с их внеш-
ней стороны на костной ткани периост формирует неми-
нерализованный костный матрикс– остеоид и участки 
хондроида с последующим энхондральным окостене-
нием. Формируются первичные костные мозоли путём 
прямого и энхондрального остеогенеза. Рост мозолей 
распространяется на торцы резекции костей, формируя 
культи из губчатой костной ткани. На 28 сутки новооб-
разованная соединительная ткань в виде единого блока 
занимает эпидуральное пространство и дозальные отде-
лы сформированных культей. Эти структуры прослежены 
до 106 суток.

Таким образом, соединительная ткань в процессе 
заживления операционной раны в зоне ламинэктомии 
LVI объединяет два отдела, связанных с твердой моз-
говой оболочкой и резецированными дугами и задних 
суставных отростков. Процесс формирования соедини-
тельной ткани имеет свои особенности [4, 5]. В данной 
анатомической области совокупность репаративных 
процессов представляет единый комплекс и расширяет 
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морфологическое (анатомическое и гистологическое) 
представление об эпидуральном фиброзе. В иссле-
довании использовали оборудование центра коллек-
тивного пользования «Диагностические изображения 
в хирургии».
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Кавеолины — мембранные белки, участвующие 
в формировании липидных рафтов и кавеол плазмати-
ческой мембраны, структур, ответственных за процессы 
клатрин-независимого эндоцитоза, трансдукцию сигна-
лов и липидный обмен. Уровень экспрессии кавеолинов 
варьирует в разных тканях. Предполагается, что кавео-
лин-1 играет важную роль в регенерации тканей, однако 
по разным сообщениям эта роль может быть отрицатель-
ной или положительной в зависимости от типа ткани и ха-
рактера процесса восстановления.

Цель исследования: изучить изменение экспрессии 
кавеолина 1 в клетках эпидермиса в условиях моделиро-
вания кожно-мышечной раны.

Материалы и методы: Кожно-мышечную рану модели-
ровали с использованием крыс линии Wistar. Выведение 
животных из эксперимента проводили в сроки от 2 часов 
до 30 суток. Иммуногистохимические исследования тка-
ней проводили по описанной ранее методике [1–3] с при-
менением первичных моноклональных антител, спец-
ифичных к кавеолину 1 (Caveolin 1 Monoclonal Antibody 
(7C8), Cat. No MA3-600, Invitrogen) и вторичные антите-
ла Alexa fluor 568 goat anti-mouse IgG (H+L) (Cat. No A11-
031, Invitrogen). Исследование одобрено комитетом 
по этике.

Результаты: Отмечено повышение уровня экспрес-
сии кавеолина в сроки от 1 до 7 суток, предшествующих 
и совпадающих с активным пролиферативным и регене-
ративным процессами в области раны. Снижение экс-
прессии к 14 сутках эксперимента, характеризующихся 
формированием рубцовой ткани, свидетельствует о том, 
что данный белок играет существенную роль в регуляции 
физиологических процессов заживления ткани после 
механическом повреждения. В исследовании использо-
вали оборудование центра коллективного пользования 
«Диагностические изображения в хирургии».
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Ожирение является широко распространённым забо-
леванием в мире. Индукция бежевой дифференцировки 
и изменение метаболизма белой жировой ткани могут 
иметь большой потенциал для лечения метаболических 
нарушений. Канонический механизм термогенеза в ади-
поцитах осуществляется за счет активности разобщаю-
щего белка митохондрий UCP1, рассеивающего энергию 
протонного градиента в виде тепла. Кроме активности 
UCP1, важную роль в термогенезе играют метаболиче-
ские пути, снабжающие митохондрии энергией. В нашей 
работе мы разрабатываем систему для изменения экс-
прессии генов, являющихся регуляторами липогенеза 
(SREBP1с, ChREBP1b), липолиза (ATGL, Ces1d, G0s2), 
окисления жирных кислот (PPARa, PGC1a), генов, чья 
экспрессия способствует бежевой дифференцировке 
и термогенезу (PGC1a, UCP1). Регуляция экспрессии 
указанных белков позволит разработать более эффек-
тивные подходы для получения термогенных адипоцитов 
и дальнейшего их использования в борьбе с ожирением.

В нашей работе мы использовали систему регу-
ляции транскрипции CRISPRa/i (CRISPR activation/
interference), которая состоит из деактивированной 
нуклеазы Cas9 (dCas9), гидовой РНК со шпильками, 
рекрутирующими комплекс активаторов транскрипции 
MCP-p65-HSF1 или комплекс ингибиторов транскрип-
ции Com-KRAB к промоторам целевых генов. Подбор 
гидовых РНК осуществляли с помощью интернет ресур-
са https:www.benchling.com. Для доставки генетических 
конструкций использовались бакуловирусные частицы. 
Полученные конструкции использовали для трансдукции 
зрелых адипоцитов 3T3-L1. Эффективность регуляции 
экспрессии целевых генов оценивали на 3 и 5 день после 
трансдукции методом ПЦР в реальном времени.

В результате были созданы бакуловирусные век-
тора для активации экспрессии генов UCP1, Ces1d, 
PPARa, PGC1a, ChREBP1b, SREBP1с, ATGL и для инги-
бирования G0s2 и Ces1d. После применения системы 
CRISPRa/i на адипоцитах 3T3-L1 наблюдалось увеличе-
ние экспрессии мРНК UCP1 более чем в 40 раз, а также 
2-кратное повышение экспрессии SREBP1c. В осталь-
ных случаях бакуловирусная трансдукция не оказывала 
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влияния на экспрессию целевых генов. При добавле-
нии в качестве контроля вектора, содержащего только 
dCas9 и домены активации или ингибирования транс-
крипции, наблюдалось незначительное снижение экс-
прессии генов, что вероятно связано с ингибирующим 
действием самого dCas9.

Таким образом, в результате применения систе-
мы CRISPRa/i возможна индукция UCP1-зависимого 
термогенеза в адипоцитах за счет ко-активации транс-
крипции генов UCP1 и SREBP1c. Увеличение экспрес-
сии разобщающего белка митохондрий UCP1 вероятно 
приведет к увеличению расхода энергии за счет ис-
пользования в качестве субстрата свободных жирных 
кислот. Регуляция липогенеза активированным транс-
крипционным фактором SREBP1c может способство-
вать восполнению запаса жирных кислот, используемых 
в термогенезе.
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ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ МЕЗЕНХИМНЫХ 
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Благодаря уникальным свойствам мезенхимные 
стволовые клетки (МСК) являются привлекательны-
ми в различных областях регенеративной медицины. 
Терапевтический потенциал МСК связан с антибакте-
риальной, иммуномодулирующей активностью клеток, 
способностью восстанавливать альвеолярный эпите-
лий и поврежденные ткани легких [1]. Терапевтические 
эффекты МСК связывают с паракринной активностью 
и секретомом, который состоит из внеклеточных вези-
кул (ВВ), белков, цитокинов и ростовых факторов [2]. 
Благодаря способности преодолевать большие рассто-
яния и биологические барьеры, ВВ играют важную роль 
при осуществлении бесклеточной терапии, позволяют 
решить проблемы клеточной терапии, такие как измен-
чивость, неконтролируемое деление и загрязнение онко-
генными клетками.

В работе оценивали терапевтическую эффективность 
ВВ в комплексной противотуберкулезной терапии (ПТТ) 
нефротуберкулеза (НТб) кролика. НТб моделировали 
в введением штамма M. tuberculosis H37Rv в корковый 
слой паренхимы почки. Контроль развития НТб подтверж-
дали результатами Диаскинтеста, данными биохимиче-
ского исследования и компьютерной томографии (КТ). 
Исследовали три группы животных: контроль заражения 
(без ПТТ); контроль лечения (ПТТ); экспериментальная 
группа (ПТТ+ВВ). ВВ вводили в краевую вену уха кро-
лика в объеме 1 мл с концентрацией белка 10 мкг/мл. 
Параметры и содержимое ВВ анализировали с помощью 

ТЭМ и протеомного анализа. Терапевтическую эффек-
тивность ВВ оценивали через 1 мес после введения с по-
мощью гистологического, биохимических методов и КТ.

Применение ВВ в комплексной ПТТ приводило 
к снижению активности и распространенности спец-
ифического воспаления в почках, уменьшению фиброз-
ных изменений и ускорению репаративной реакции 
организма с формированием зрелой соединительной 
ткани. Таким образом, бесклеточная терапия представ-
ляется перспективным направлением в комплексном 
лечении НТб. Работа выполнена при поддержке гранта 
РФФИ № 19-58-45012 и Государственного задания 
№ 0103-2019-0012.
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В отличие от большинства соматических органов 
и тканей, плацента стала объектом исследования специ-
алистов по клеточным технологиям и регенеративной ме-
дицине относительно недавно: трофобластный органоид 
был получен лишь в ноябре 2018 года [1]. Важность ис-
следований именно провизорных органоидов очевидна. 
В то же время, исследователи, работающие в данном 
направлении, будут сталкиваться с проблемой проявле-
ния геномного непостоянства органоидов, приводящего 
к появлению клеточных линий, характеризующихся анеу-
плоидным набором хромосом. Возможно, для специали-
стов данной области будет полезен опыт лабораторной 
диагностики и клинического наблюдения случаев пла-
центарной анеуплоидии (ограниченного плацентарного 
мозаицизма), выявленной по результатам геномных 
исследований.

В отделе геномной диагностики лаборатории «CL» 
исследовано 638 образцов крови беременных женщин 
в рамках проведения НИПТ — «неинвазивного прена-
тального тестирования», являющегося скрининговым 
методом выявления анеуплоидий плода на раннем сро-
ке беременности. В рамках теста анализируют количе-
ство фрагментов свободно циркулирующей внеклеточ-
ной ДНК (сцвДНК) плода относительно материнской 
сцвДНК, выделяемой из плазмы венозной крови бере-
менной женщины. Исследование сцвДНК NIPT SAGE 
(Yourgene Health) проводилось методом полупроводни-
кового секвенирования на платформе IonS5 со станци-
ей пробоподготовки IonChef (Thermo Fisher Scientific). 
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Количество сцвДНК по каждой хромосоме выражалась 
через статистический показатель «Z-score», отражаю-
щий риск анеуплоидии: чем больше его отклонение от ну-
левого значения, тем более выражена вероятность ане-
уплоидии. Референсный интервал значения Z-score для 
аутосом составляет от — 6,0 до 2,8.

Нами выявлены два случая, которые могут быть оха-
рактеризованы как ограниченный плацентарный моза-
ицизм. В обоих случаях при геномном анализе сцвДНК 
пациенток по результатам проведения НИПТ были по-
лучены значения показателя Z-score по 18-й хромосо-
ме, которые значительно превосходили референсные 
(15,31 и 27,61 соответственно), что свидетельствовало 
о высоком риске трисомии по 18-й хромосоме.

Следует учитывать, что исследуемая в рамках НИПТ 
сцвДНК поступает в кровоток матери не столько от тка-
ней самого плода, сколько из тканей плаценты. По этой 
причине результат анализа сцвДНК, полученный в рам-
ках НИПТ требует обязательного подтверждения соче-
танным анализом тканей плаценты и плода, полученных 
в результате инвазивного вмешательства. При проведе-
нии дополнительного инвазивного исследования амнио-
тической жидкости, пуповинной крови и ворсин хориона 
в обоих случаях была подтверждена анеуплоидия (три-
сомия по 18-й хромосоме) клеток ворсин хориона при 
отсутствии признаков анеуплоидии в пуповинной кро-
ви, полученной при кордоцентезе. При проведении УЗИ 
на сроках 13 и 20 недель врождённые пороки развития 
плода не были обнаружены у обеих пациенток.

Полученные результаты были расценены как проявле-
ние ограниченного плацентарного мозаицизма, который 
характеризуется наличием клеток с аномальным хромо-
сомным набором в плаценте при нормальном кариотипе 
плода [2–4]. Частота выявления такого состояния невели-
ка [5]. Однако трисомия клеток плаценты является риском 
потери беременности, поэтому ведение таких пациенток 
должно осуществляться по специальному протоколу, на-
правленному на сохранение беременности. В обоих случа-
ях женщин вели как беременных с трисомией по 18-й хро-
мосоме в плаценте. В результате в обоих описанных нами 
случаях родились в срок здоровые дети без клинических 
и лабораторных признаков анеуплоидий.

Возможно, предоставленная информация будет 
важна для специалистов, работающих в области геном-
ных и клеточных технологий, а также для разработчи-
ков аналитических систем геномного секвенирования. 
Динамический анализ внеклеточной ДНК в культураль-
ных жидкостях in vitro может использоваться как инстру-
мент в работе с клеточными линиями и при выращива-
нии органоидов (не только плаценты).

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке Кубанского научного фонда и ООО «СЛ МедикалГруп» 
в рамках научного проекта МФИ-П-20.1/10, а также при 
финансовой поддержке РФФИ и Краснодарского края 
в рамках научного проекта № 19-44-230040-р_а.
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В экспериментах in vitro на опухолевых сфероидах 
и in vivo — на модели ортотопической глиобластомы 
оценивали противоопухолевую эффективность опухоль-
инфильтрирующих лимфоцитов (TIL), NK-клеток из пупо-
винной крови и модифицированных/таргетированных 
NK клеток линии YT (VAV1+, CISH-/-, B2M-/-, EGFRvIII-
CAR, IL13-Her2-CAR). TILs получали из интраопераци-
онного опухолевого материала пациентов, получавших 
хирургическое лечение мультиформной глиобластомы 
в ФНКЦ ФМБА России. Для визуализации клеток в экс-
периментах in vitro и in vivo применяли бицистронные 
лентивирусные векторы для одновременной экспрес-
сии флюоресцентного белка mKate2 и люциферазы 
Luc2. В выделенных TILs с помощью проточной цито-
метрии определяли субпопуляционый состав: доли ци-
тотоксических CD8+ Т-клеток (CTL), CD4+ Т-хелперов, 
CD4+CD25+, FoхP3+ Т регуляторных клеток, CD56+ NK, 
CD56+CD3+ NKT, CD19+ В-клеток до и после активации. 
Взаимодействие иммунных клеток с опухолевыми клет-
ками в экспериментах in vitro и in vivo изучали с помощью 
интравитальной конфокальной микроскопии и метаболи-
ческого биоимджинга.

Было обнаружено, что исходные культуры TIL ха-
рактеризовались высоким уровнем экспрессии PD1, 
низким относительным содержанием CD8+ CTL и, на-
оборот, высоким содержанием CD4+CD25+CD127-
FOXP3+ иммуносупрессивных Т-регуляторных клеток. 
Разработанный нами модифицированный протокол ак-
тивации в среде, содержащей комбинации IL-2/IL-15/
IL-21/IL-7, анти-CD3, анти-CD28, анти-CD137 и анти-
PDL1-антитела позволяет получить клеточный препа-
рат, содержащий до 95% CD8+ PD1– активированных 
CTL в количестве, достаточном для проведения адоптив-
ной терапии (5×108 и более). В экспериментах in vitro 
активированные TIL так же, как пуповинные NK клетки 
и модифицированные YT клетки способны мигрировать 
внутрь сфероида глиобластомы человека, разрушая 
его, приводя к метаболическим нарушениям и апоптозу 
опухолевых клеток.

На сингенных ортотопических моделях GL-261 и ST-
2A глиобластомы мыши изучали межклеточное взаимо-
действие аутологичных мышиных TIL с клетками глиомы, 
а также особенности иммуносупрессивного опухолевого 
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микроокружения. C помощью интравитальной микроско-
пии показана миграция флюоресцентно-меченных TIL 
и опухоль-ассоциированных МСК в очаг солидной опухо-
ли. Полученные результаты могут лечь в основу новых тех-
нологий адоптивной иммунотерапии солидных опухолей, 
преодоления иммуносупрессивного микроокружения 
и дальнейших модификаций иммунных клеток, усилива-
ющих их противоопухолевую активность. Исследование 
выполнено при финансовой поддержке Российского на-
учного фонда № 21-74-20110 и № 22-64-00057.
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В последние годы все больше внимания привлека-
ет проблема взаимоотношения клеток-предшествен-
ниц с их микроокружением. Считается, что активность 
стволовых клеток подлежит неклеточно-автономной 
регуляции из локального микроокружения или «ниши». 
Вместе с тем, не только микроокружение влияет на про-
лиферацию и дифференцировку клеток, но и последние 
могут оказывать влияние на формирование нужного 
им микроокружения.

Физиологически ниша состоит из различных ткане-
вых компонентов, клеточных популяций (фибробласты, 
макрофаги, тучные клетки, Т-лимфоциты) и растворимых 
факторов, которые жестко регулируют поведение ство-
ловых клеток.

Исследования при экстремальных состояниях свиде-
тельствуют об изменении в экстрацеллюлярном матрик-
се соотношения между гликопротеидами и кислыми ГАГ. 
Последние выступают в качестве факторов, блокирую-
щих или запускающих механизмы митоза. При иммоби-
лизационном стрессе в экстрацеллюлярном матриксе 
костного мозга снижается концентрация глюкозы, что 
предотвращает репликативное старение, усиливает ми-
тохондриальное дыхание в мезенхимальных стволовых 
клетках человека. Кроме того, снижаются концентрации 
ЛДГ, щелочной и кислой фофатаз и возрастают концен-
трации холестерина, триглицеридов и фосфора, изменя-
ется характер образуемых таким матриксом кристаллов. 
При воспалении в межклеточной среде костного мозга 
повышается концентрация витаминов В1, В2, В12, РР, 
С и падает В6.

В результате перестройки микроокружения может 
исчезнуть «ниша» резидентной стволовой клетки, что 
дает основание ввести термин «мигрирующая ниша», 
который хорошо объясняет феномен «клональной сук-
цессии». Некоторые авторы считают предпочтительным 
использование термина «непрерывное высвобождение 
стволовых клеток для дифференцировки».

Патология взаимодействия может быть результа-
том поражения самих стволовых клеток или дефекта 
микроокружения. При этом нормальные ССК живот-
ных с врожденным дефектом микроокружения могут 

компенсировать дефект ССК, что показано на примере 
кроветворной ткани, сперматогенеза, развития молоч-
ной железы.

Признание нарушений микроокружения в патогенезе 
заболеваний требует разработки методов целенаправ-
ленной их коррекции путем модулирования микроокруже-
ния. В качестве примера можно привести направленную 
на фибробласты терапию при раке молочной железы, 
предлагаемую Ashleigh Unsworth et al.
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Дисферлинопатия — орфанное фенотипически ге-
терогенное заболевание, вызываемое патогенными ва-
риантами в гене DYSF, и нарушении синтеза трансмем-
бранного белка дисферлина, одной из главных функций 
которого является участие в репарации дефектов клеточ-
ных мембран мышечных волокон (МВ). Неуклонное раз-
витие дисферлинопатии приводит к тяжелой инвалид-
ности в трудоспособном возрасте. На сегодняшний день 
не существует одобренных методов этиопатогенетиче-
ского лечения дисферлинопатии.

Для реализации генотерапевтического подхода к ле-
чению дисферлинопатии был использован аденоассо-
циированный вирус (ААВ) 9 серотипа. Для доставки 
кодон-оптимизированного гена дисферлина, размер ко-
торого превышает лимит ёмкости ААВ, была использо-
вана двухвекторная система, в которой 2 вируса несли 
2 части кДНК дисферлина (AAV9.DYSF). Эксперимент 
проводился на трансгенных мышах B6.A-Dysfprmd/GeneJ 
Bla/J. В 1 группе 12 самцам линии Bla/J была выпол-
нена внутривенная инъекция вируса, забор биоматери-
ала на 3, 6 и 12 недель. Во 2 группе выполнялось вну-
тримышечное введение (в 3 дозировках) и внутривенное 
введение (в 1 дозировке), забор биоматериала через 
3 недели. Для оценки влияния трансгенного дисфер-
лина на состояние мышечной ткани были выполнены: 
ПЦР-РВ для количественной оценки копий ДНК и РНК, 
иммунофлюоресцентные реакции с диагностическими 
антителами, окраска гематоксилином и эозином для 
оценки морфометрических показателей. Во всех группах 
определен продукт иммунофлюоресцентной реакции, 
свидетельствуя о выработке дисферлина как минимум 
до 12 недели. В группе 2 количество дисферлин-позитив-
ных МВ зависело от количества введенного ААВ. Таким 
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образом, AAV9.DYSF обеспечивает продукцию дисфер-
лина de novo, характеризующегося мембранным и цито-
плазматическим расположением в инфицированных МВ, 
что соответствует локализации этого белка в МВ здоро-
вых мышей. Результаты морфометрического исследова-
ния в группе 1 показали, что введение AAV9.DYSF про-
является статистически значимым уменьшением доли 
некротизированных МВ и повышением регенераторной 
функции скелетных мышц (увеличением доли ЦЯМВ, 
снижением средней площади поперечного сечения).

AAV9.DYSF может рассматриваться как кандидат 
в препараты для лечения дисферлинопатии. Проводятся 
расширенные исследования для оценки влияния AAV9.
DYSF на физиологические показатели, оценки биобезо-
пасности препарата. Работа выполнена при финансовой 
поддержке Министерства науки и высшего образования 
РФ, Соглашение № 075-15-2021-1346.

СКАНИРУЮЩАЯ ЗОНДОВАЯ МИКРОСКОПИЯ 
В РЕШЕНИИ ЗАДАЧ РЕГЕНЕРАТИВНОЙ 
МЕДИЦИНЫ

И.В. Яминский1, 2

1  Физический и химический факультеты МГУ 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

2  Центр перспективных технологий, Москва, Россия

e-mail: yaminsky@nanoscopy.ru

Ключевые слова: атомно-силовая микроскопия, сканирую-
щая капиллярная микроскопия, опухолевые клетки, клетки 
крови, нейроны, 3D визуализация.

Методы сканирующей зондовой микроскопии — атом-
но-силовая микроскопия и сканирующая капиллярная 
микроскопия — превратились в информативный инстру-
мент, позволяющий получать трехмерные изображения 
клеток и клеточных структур с точностью до единиц на-
нометра и измерять локальные механические, физи-
ко-химические и электрофизиологические свойства 
клеток [1,2].

На примере наблюдений клеток крови, нейронов, 
эпителиальных клеток, опухолевых клеток продемон-
стрированы возможности атомно-силовой и капил-
лярной микроскопии при детальном исследовании 
морфологии и локальных свойств образцов. Показано, 
что сканирующая капиллярная микроскопия позволяет 
с помощью химически модифицированного капилляра 
реализовать биохимический наносенсор на активные 
формы кислорода и провести измерения их концен-
трации как вблизи мембраны клетки, так и внутри её. 
Рассмотрены возможные решения биосенсора на раз-
личные мишени при анализе единичных живых клеток. 
Представлен краткий обзор по использованию скани-
рующей капиллярной микроскопии для 3D печати био-
логическими молекулами.

Детально рассмотрены новые режимы сканирую-
щей зондовой микроскопии, позволяющие максимально 
уменьшить воздействие на клетку при измерениях, как 
на воздухе, так и в жидкости. Работа выполнена при фи-
нансовой поддержке РФФИ и Лондонского Королевского 
Общества (проект № 21-58-10005), Фонда содействия 
инноваций (проект № 71108).
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Врожденные дефекты развития представляют собой 
серьезную медицинскую проблему, которую современная 
медицина пытается решить хирургическими методами. 
Одним из ключевых элементов патогенеза врожденных 
дефектов является аномальное поведение стволовых (СК) 
и прогениторных (ПК) клеток, что приводит к дефектному 
гистогенезу и морфогенезу. В нормальном пренатальном 
онтогенезе зачатки органов содержат большое количество 
плюрипотентных СК, экспрессирующих Oct-4, Nanog и дру-
гие транскрипционные факторы, активно экспрессируемые 
эмбриональными стволовыми клетками (ЭСК), а также дру-
гие характерные для ЭСК белки, в частности, мембранный 
белок SSEA-4. Позже количество таких клеток сокраща-
ется и взрослая ткань состоит в основном из паренхимы, 
стромы и небольшого количества мультипотентных «ре-
гиональных», не экспрессирующих эмбриональные белки 
СК, находящихся в специальном тканевом компартменте, 
«стволовой нише», и обеспечивающих регенерацию ткани. 
Несколько исследовательских групп обнаружили во взрос-
лых тканях небольшое количество плюрипотентных клеток, 
экспрессирующих эти белки и способных к триплобласт-
ной дифференцировке, но эти результаты пока не полу-
чили единодушного признания. Логично предположить, 
что зачатки органов, обнаруживаемые при их врожденном 
недоразвитии, могут содержать клетки, остановившиеся 
на каком-то этапе их нормального онтогенеза, в частности, 
плюрипотентные клетки, экспрессирующие эмбриональ-
ные маркеры. Действительно, проведенное нами исследо-
вание биопсийного материала взрослых пациенток с не-
полной аплазией матки показало, что зачатки эндометрия 
и миометрия содержат большое количество таких клеток, 
значительно превосходящее их количество во взрослых 
тканях. При культивировании в обычных условиях эти клет-
ки вступали в дифференцировку с образованием клеток 
подобных клеткам эндометрия и миометрия. Ткань зачат-
ков матки содержала также уже полностью дифференци-
рованные клетки эндометрия и миометрия, причем в части 
биопсий клетки экспрессировали, а в части биопсий не экс-
прессировали рецепторы эстрогенов и рецепторы проге-
стерона. Таким образом, в зачатках матки мы наблюдали 
замедление или остановку дифференцировки клеток. Для 
лечения подобных состояний разрабатываются методы 
их ранней диагностики и in situ терапии путем местного вве-
дения стимулирующих дифференцировку и нормальный ги-
стогенез агентов. Работа выполнена в рамках Программы 
фундаментальных научных исследований в Российской 
Федерации на долгосрочный период (2021–2030 годы) 
(№ 122022800499-5).
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Тканевая инженерия — активно развивающееся на-
правление, целью которого в том числе является раз-
работка матриксов — каркасов для роста клеток, с по-
мощью которых возможно выращивать необходимые 
органы или их части. Одними из наиболее перспективных 
типов матриксов являются синтетические на основе био-
совместимых полимерных материалов.

Такие матриксы могут быть изготовлены с заданными 
физико-химическими и механическими свойствами [1]. 
Механические свойства внеклеточного матрикса играют 
важную роль в развитии и функционировании тканей [2]. 
Так, матрикс влияет на структуру ткани и оказывает под-
держивающую функцию для клеток, которые постоянно 
взаимодействуют с матриксом с целью сохранения так 
называемого механического гомеостаза [3], реагируют 
на механические импульсы (клеточная механотрансдук-
ция) и оказывают силы сжатия на матрикс [4]. Поэтому, 
для создания матриксов с требуемыми свойствами не-
обходим комплексный анализ формируемых образцов 
матриксов, в том числе визуализация морфологии само-
го матрикса и поведения клеточных культур при растяже-
нии и сжатии. [5].

В настоящей работе представлена установка для про-
ведения in situ испытаний внутри камеры растрового 
электронного микроскопа Versa 3D DualBeam, которая 
позволит проводить измерения механических характе-
ристик матриксов с одновременной визуализацией ми-
кроструктурных изменений, и результаты исследований 
полимерных матриксов различного типа с её помощью.

Работа была проведена при финансовой поддержке 
РНФ (грант № 21-13-00321 «Деформационное пове-
дение биоразлагаемых матриксов различного типа при 
механических нагрузках»).
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В настоящее время широко изучается терапевти-
ческое влияние мезенхимальных стволовых клеток 
(МСК) на процессы репарации различных органов, 
при этом остаются нерешенные вопросы, касающиеся 
межклеточных взаимодействий, окислительно-восста-
новительный баланс внутри и между МСК и иммунны-
ми клетками. Известно, что МСК, а также их кондици-
онированным средам (КС) характерно ингибирование 
продукции активных форм кислорода (АФК), которое 
может играть существенную роль в формировании им-
муносупрессивного микроокружения при трансплан-
тации МСК [1]. Целью работы стал анализ влияния 
концентрации кондиционной среды МСК на иммунные 
клетки — мишени.

У доноров было получено письменное доброволь-
ное согласие на участие в заборе костного мозга. 
Взвесь клеток МСК 5×106/10мл с сывороткой куль-
тивировали при 370С до достижения 80% конфлюент-
ного монослоя. В КС проводили иммуноферментатив-
ное измерение концентрации супероксиддисмутазы 
(SOD3), одного из механизмов МСК противовоспали-
тельного и стимулирующего регенеративные процес-
сы воздействия в поврежденных тканях [2]. В качестве 
клеток-мишеней использовали моно — и полиморф-
нонуклеары (МН) фагоцитов, полученные методом 
градиентного центрифугирования. Для определения 
продукции АФК в кюветы вносили 1×106 выделенных 
МН в 500 мкл среды Хэнкса, содержащей люминол, 
к взвеси добавляли КС разной концентрации 0; 12; 25; 
50 или 100% соответственно. Величину пика зимоза-
ниндуцированной люминолзависимой хемилюминес-
ценции (ХЛ) измеряли в (мВольтах/1×106 макрофа-
гов) в течение 40 минут на люминометре LKB-Wallac 
1251 (Финляндия).

В in vitro системе получено, что КС при конечной 
концентрации в диапазоне от 25 до 100% оказывают 
значимое (p≤0,05) дозозависимое угнетающее воздей-
ствие на уровень ХЛ-активности МН крови. При этом 
50% ингибирование (ИД50) продукции АФК макрофага-
ми наблюдали при 12–25% концентрации КС. Оценка 
количественного содержания SOD3 в культуральных 
средах: МН крови, МСК и МН+МСК показала очень низ-
кий уровень (М ± м): 2,6 ± 0,2; 1 ± 0,69 и 2,5 ± 0,46 нг/
мл соответственно, т. е. характерное свойство МСК про-
дуцировать SOD3 [2] в наших условиях не проявилось. 
Полученные нами данные подтверждают необходимость 
учитывать влияние межклеточных взаимодействий МСК 
или продуктов их секреции при использовании в терапев-
тических целях.
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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 
здраво охранения в области персонализированной и профилактической медицины.

иСКЧ принадлежит банк персонального хранения 
стволовых клеток пуповинной крови Гемабанк® — 
крупнейший в рФ 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 цент ров Genetico® для предоставления 

услуг гене тической диагностики и консультирова-
ния с целью раннего выявления и профилактики 
наследственных заболеваний, а также патологий 
с генетической составляющей (включая преимплан-
тационную генети ческую диагностику, неинвазив-
ное пренатальное тестирование, а также сервисы 
в области онкогенетики и биоинформатики на осно-
ве NGS /расшифровка генома человека и его ин-
терпретация, диагности ческие 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 россии, эмитент сектора рии Московской 
Биржи (тикер: ISKJ).

Проекты ИСКЧ охватывают следующие сегменты современных биомедицинских технологий:

генная терапия регенеративная 
медицина (клеточные 
сервисы и препараты, 

тканеинженерные 
продукты)

медицинская генетика, 
в т. ч. репродуктивная 

(генетическая 
диагностика 

и консультирование)

биострахование биофармацевтика 
(в рамках 

международного 
проекта «СинБио»)
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