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распределение клеток по верхнему слою матрицы  
в обеих группах. Морфологический анализ мазков 
выявил дифференцировку сперматогоний во 2-й 
группе. На 7 сут. сокультивирования сперматогоний 
и клеток Сертоли в метилцеллюлозе происходило 
объединение клеток в группы, формирование цепо-
чек и тяжей, а на 21 сут. формирование структур, 
подобных семенным канальцам in vivo. Клеточный 
состав образованных на 21 сут. семенных канальцев 
характеризовался гетерогенностью и был представ-
лен сперматогониями (5%), сперматоцитами 1-го 
и 2-го порядка (17%), округлыми сперматидами 
(33%), удлиненными сперматидами (6%) и клет-
ками Сертоли (39%). Клеточная популяция первой 
экспериментальной группы характеризовалась гомо-
генностью и отсутствием дифференцировки на 21 
сут. трехмерного культивирования. Оценка пролифе-
рации выявила увеличение численности спермато-
гоний в первой группе в 2,5 раза. Таким образом, 
совместное культивирование сперматогоний хряка  
и клеток Сертоли в 2,5% растворе метилцеллюло-
зы, способствует дифференцировке сперматогоний 
до стадии удлиненных сперматид на 21 сут и фор-
мированию семенных канальцев in vitro.
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Мезенхимные стромальные клетки 
плаценты человека поддерживают 
дифференцировку гемопоэтических 
CD34+ клеток пуповинной крови 
в гранулоцитарно-моноцитарном 
направлении
Разработка технологии получения ex vivo клеток 

гранулоцитарно-моноцитарного ряда из стволовых 
клеток пуповинной крови может быть востребована 
в трансфузиологии, где заготовка, хранение и ис-
пользование зрелых донорских гранулоцитов имеет 
ряд ограничений. Для поддержания жизнеспособ-
ности созревающих в культуре стволовых (CD34+) 
клеток и стимуляции пролиферации и дифферен-
цировки можно использовать сокультивирование  
с поддерживающими мезенхимными стромальными 
клетками (МСК) различного тканевого происхожде-
ния. Перспективным источником МСК являются тка-
ни пуповинно-плацентарного комплекса, вследствие 
безопасности их получения для донора и меньшего 
риска вирусной контаминации. 

Цель работы. Сравнить способность МСК пу-
повинно-плацентарного происхождения и МСК 
костного мозга (КМ) поддерживать гранулоцитарно-
моноцитарную дифференцировку CD34+ клеток пу-
повинной крови при сокультивировании in vitro. МСК 
КМ, пуповины либо плаценты получали стандартны-
ми методами из материала доноров с их информи-
рованного согласия. Плодовую принадлежность МСК 
плаценты подтверждали методом нестед-ПЦР гена 
амелогенина. В культуральной среде монослоя МСК 
определяли уровень секреции гранулоцитарного 
колониестимулирующего фактора (Г-КСФ) и грану-
лоцитарно-моноцитарного колониестимулирующего 

фактора (ГМ-КСФ) методом иммуноферментного 
анализа. CD34+ клетки пуповинной крови культи-
вировали в питательной среде IMDM с добавлени-
ем 2% сыворотки крови человека группы АВ (IV), 
Г-КСФ, фактора стволовых клеток, интерлейкина 
3 на монослое МСК КМ, пуповины или плаценты. 
Дифференцировку гемопоэтических клеток в гра-
нулоцитарно-моноцитарном направлении подтверж-
дали методом проточной цитометрии по наличию 
маркеров CD13, CD15, CD45. Каждое исследование 
проводилось в 3–4 повторностях. МСК плаценты ха-
рактеризовались наиболее высоким уровнем секре-
ции Г-КСФ (0,42±0,07 нг/мл против – 0,23±0,03 
нг/мл для МСК пуповины). Монослой МСК КМ се-
кретировал Г-КСФ ниже предела чувствительности 
тест-системы (менее 20 пг/мл). ГМ-КСФ секре-
тировался на уровне 5,0±2,5 пг/мл 1,7±0,4 пг/мл 
и 1,1±0,2 пг/мл МСК плаценты, МСК пуповины и 
МСК КМ соответственно. Повышенная секреция 
данных факторов позволяет предполагать больший 
потенциал МСК плаценты в поддержании предше-
ственников гранулоцитарного ростка. В результате 
7-дневного сокультивирования доля клеток с фено-
типом CD13+CD15+CD45+ составила 36,5±0,5% 
при использовании МСК плаценты, 33±3% в вариан-
те с МСК КМ и 23±4% с МСК пуповины. Наибольший 
прирост общего числа гемопоэтических клеток также 
достигнут на подложке МСК плаценты (106±20 раз), 
тогда как в присутствии МСК КМ – 63,7±0,8 раза  
и МСК пуповины – 20,5±3,5 раз. В результате при-
рост целевых CD13+CD15+CD45+ клеток составил 
38,8±8 раз, 21±1,6 раз и 4,6±0,1 раз для вари-
антов с МСК плаценты, МСК КМ и МСК пуповины 
соответственно. МСК плаценты способствуют наи-
большему приросту предшественников грануло-
цитарно-моноцитарного ростка дифференцировки  
с фенотипом CD13+CD15+CD45+, в сравнении  
с МСК КМ и пуповины в аналогичных условиях.
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Пульпа молочного зуба как источник 
мультипотентных мезенхимальных 
клеток для регенеративной медицины
Мезенхимальные стромальные клетки (МСК) 

пульпы молочного зуба представляют собой пер-
спективный материал для применения в регенера-
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тивной медицине, поскольку способы их получения 
не включают инвазивных процедур забора материала,  
а также не обременены этическими ограничения-
ми. Настоящая работа посвящена характеристике 
свойств первичных культур МСК пульпы молочного 
зуба, разработке технологий создания на их основе 
различных тканеинженерных конструкций, а также 
применению клеток данного типа в качестве экс-
периментальной модели для изучения процессов 
хоуминга и миграции мезенхимальных стволовых 
клеток при трансплантациях. Источником клеточ-
ных культур послужили молочные зубы, полученные 
в результате естественного выпадения. Выделение 
клеток осуществляли путем ферментативной обра-
ботки фрагментов пульпы. Анализ уровня экспрес-
сии поверхностных маркеров, проведенный методом 
проточной цитофлуориметрии, показал, что клетки 
обладали фенотипом CD29+, CD34-, CD44+, CD45, 
CD49b+, CD73+, CD90+, HLA-DR-. Далее была 
продемонстрирована способность клеток к диффе-
ренцировке в трех различных направлениях. После 
культивирования в остеогенной среде в культурах 
появлялись локусы окостенения c отложениями 
минерализованного матрикса, а также возраста-
ла активность щелочной фосфатазы. В результате 
хондрогенной дифференцировки в микросферах на-
блюдалась продукция кислых гликозаминогликанов, 
характерных для межклеточного вещества хрящевой 
ткани. Индукция адипогенеза приводила к накопле-
нию в клетках жировых вакуолей. Таким образом 
было показано, что клетки полученных культур об-
ладают всеми признаками мультипотентных мезен-
химальных клеток. На основе полученных культур 
МСК пульпы молочного зуба в комплексе с разно-
образными трехмерными скафффолдами были соз-
даны экспериментальные образцы тканеинженер-
ных конструкций. Исследование жизнеспособности 
и наблюдение за морфологией клеток в условиях 
продолжительного трёхмерного культивирования на 
скаффолдах осуществляли при помощи биохимиче-
ских тестов, а также с применением конфокальной и 
сканирующей электронной микроскопии. Результаты 
позволили сравнить матриксные свойства разраба-
тываемых клеточных носителей и оценить перспек-
тивность их использования в тканевой инженерии. 
Помимо вышеперечисленного, было проведено ис-
следование поведения МСК пульпы молочного зуба 
в условиях их трансплантации in vivo. Для этого был 
разработан оригинальный экспериментальный под-
ход, основанный на мечении клеток магнитными 
флуоресцентными частицами. Он дает возможность 
отслеживания введенных клеток как прижизненно 
(методом МРТ), так и на гистологических препа-
ратах (с помощью флуоресцентной микроскопии). 
Меченые МСК вводили в головной мозг крысам, по-
сле чего наблюдали их инкорпорацию в окружающие 
ткани. На основании полученных результатов мож-
но заключить, что пульпа молочного зуба является 
эффективным источником МСК как для терапевти-
ческого применения, так и для экспериментальных 
исследований.
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Изучение особенностей 
формирования ткани de novo 
на основе биодеградируемых 
сосудистых графтов малого диаметра 
различного полимерного состава, 
модифицированных RGD-пептидами
В настоящее время ведется активная разработ-

ка полимерных протезов сосудов малого диаметра. 
Модификация биологически активными пептидами 
может повысить биосовместимость и снизить тром-
богенность поверхности за счет селективного связы-
вания с эндотелиальными клетками, привлеченными 
из кровотока. 

Цель исследования. Оценить влияние моди-
фикации RGD-пептидами на морфологию и меха-
нические свойства биодеградируемых сосудистых 
графтов малого диаметра различного полимерного 
состава, а также особенности формирования на их 
основе новообразованной ткани после имплантации 
графтов в сосудистое русло мелких лабораторных 
животных.

Материал и методы. Графты (d = 2 мм) 
были изготовлены методом электроспиннинга из 
поликапролактона (PCL) и композиции полигидрок-
сибутирата/валерата (PHBV) и PCL. Поверхность 
части графтов модифицировали RGD-пептидами 
посредством карбодиимидного связывания с после-
дующей детекцией с помощью окраски оранжем II 
и нингидринового теста. Исследована морфология 
графтов сканирующей электронной микроскопией 
и механические свойства с использованием образ-
цов a. mammaria в качестве контроля. Графты PHBV/
PCL, PHBV/PCL/RGD, PCL, и PCL/RGD имплантирова-
ли в брюшную аорту крыс на 1, 3, 6, 9 мес. Экс-
плантированные образцы окрашивали гематоксили-
ном и эозином, проводили иммунофлуоресцентную 
окраску на фактор фон Виллебранда, CD31 и CD34, 
коллаген I и IV типа. Ядра клеток окрашивали DAPI. 
Результаты. Обработка оранжем II позволила обнару-
жить первичные амины на графтах с RGD-пептидами. 
Нингидриновый тест подтвердил повышение концен-
трации аминогрупп от немодифицированных к RGD-
модифицированным образцам. Немодифицированные 
графты и графты с RGD обладали однородной высо-
копористой структурой. Прочность модифицирован-
ных графтов была ниже, чем немодифицированных 
(р<0,05), но при этом приближалась к аналогичным 
показателям a. mammaria. Особенностью тканевой ре-
акции на имплантацию немодифицированных графтов 
PCL явилось развитие хронического гранулематоз-
ного воспаления в стенке графтов. В графтах PHBV/
PCL подобной картины не наблюдалось. Модифи-
кация поверхности PCL графтов RGD-пептидами в 
2 раза снизила частоту развития гранулематозного 
воспаления в стенке. Модификация RGD-пептидами 
графтов PHBV/PCL и PCL ускорила заселение граф-
тов эндотелиальными прогениторными клетками 
(EPC) и их дифференцировку в зрелые на ранних эта-
пах имплантации. Через 6 мес. наблюдения разница  




