
гены & клетки  Том XII, № 3, 2017

Материалы III Национального конгресса по регенеративной медицине 259

подобии со строением кожи человека. Первый блок 
исследований, выполненный нашим коллективом, 
включает в себя: – отработку протокола выделения 
раствора коллагена I типа, подбор условий полиме-
ризации раствора коллагена в гелевую матрицу; –  
оптимизацию условий культивирования имморта-
лизованных кератиноцитов кожи человека линии 
HaCaT на коллагеновых матрицах; – децеллюлиро-
вание трехмерной коллаген-ламининовой матрицы с 
получением готового продукта для ранозаживления.  
В ходе второго блока исследований с помощью гис
тологических и иммуногистохимических методов 
была проведена идентификация матриксных ком-
понентов и оценка эффективности ранозаживления 
in vivo на моделях раневого дефекта кожного покро-
ва у лабораторных животных (крысы-самцы линии  
Вистар). Полученные данные по восстановлению це-
лостности кожного покрова свидетельствуют о том, 
что созданная репаративная композиция обладает 
высокой эффективностью ранозаживления благо-
даря направленному росту регенерирующей ткани  
с поддержанием процессов васкуляризации. Полу-
ченный биосовместимый ранозаживляющий мате-
риал, основанный на комбинации полимерной под-
ложки и продукта синтеза кератиноцитов человека, 
при этом лишенный клеточной составляющей, отли-
чается сравнительной простотой изготовления, дли-
тельностью срока хранения, что позволяет рекомен-
довать конструкцию к внедрению.
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Использование автоматизированной 
системы для определения содержания 
бактериальных эндотоксинов  
при оценке качества биомедицинских 
клеточных продуктов
Бактериальный эндотоксин (БЭ) – структурный 

компонент клеточной стенки грамотрицательных 
бактерий, состоящий из блока О-антигена, олигоса-
харида сердцевины и липида А. Наряду с пирогенной 
активностью, эндотоксин также повышает проница-
емость клеточной мембраны. При парентеральном 
введении эндотоксин может вызывать следующие 
токсические эффекты – диарею, септический шок, 
активацию системы комплемента, некроз. Таким об-
разом, анализ всех средств медицинского примене-
ния, вводимых парентерально, на содержание БЭ, 
является важным тестом готового продукта, который 
должен быть обязательно включен в нормативную 
документацию. Максимальный уровень содержа-
ния эндотоксинов, допустимый FDA, составляет 5,0 
единиц эндотоксина (ЕЭ)/ кг массы пациента/ дозу, 
вводимую в течение часа. В настоящее время ис-
пользуются 2 основных типа методов определения 
БЭ – тест пирогенности на кроликах и LAL-тест, в ко-
тором используется лизат амебоцитов мечехвоста. 
Когда LAL-тест был предложен впервые (в 70-е годы 
прошлого века), существовал всего один его вариант 
– гель-тромб метод. в настоящее время к нему до-
бавились кинетические методы анализа (турбидиме-
трический и хромогенный), отличающиеся большей 

экспрессностью и меньшей трудоемкостью анализа. 
В связи с высокой чувствительностью LAL-теста, 
для его проведения необходимо использовать толь-
ко специально очищенные от БЭ воду и реактивы, 
а также соблюдать в работе крайнюю осторожность. 
Нарушение методики проведения, а также повтор 
испытания могут задержать выпуск и введение пре-
парата на 4 и более часов, что может сказаться на 
качестве продукта, а так же на самочувствии паци-
ента. Особенно важно время проведения анализа и 
его надежность для продуктов с очень ограниченным 
сроком годности, к которым относятся биомеди-
цинские клеточные продукты (БМКП) – продукты, 
содержащие живые клеточные линии человека.  
Таким образом, весьма актуальной является адап-
тация автоматизированных систем проведения 
ЛАЛ-теста для целей контроля качества БМКП –  
это позволит максимально ускорить процедуру ана-
лиза и значительно сократить влияние человече-
ского фактора. Для исследования на содержание 
эндотоксинов лабораторией клеточных технологий 
факультета фундаментальной медицины МГУ им. 
М.В. Ломоносова были любезно предоставлены 
образцы клеточных линий человека (фибробласты, 
мезенхимальные стволовые клетки (МСК) жировой 
ткани (ЖТ), МСК эндометрия) и питательных сред, 
в которых происходило культивирование клеток.  
Образцы биоматериала для выделения клеток были 
предоставлены донорами без хронических заболе-
ваний в возрасте от 20 до 65 лет. Всего было про-
анализировано 18 клеточных линий от 18 доноров –  
8 МСК ЖТ, 5 фибробластов и 5 МСК эндометрия. 
Рабочее разведение – 1:20. Для анализа была вы-
брана автоматизированная система EndosafePTS со 
средним временем анализа менее 15 мин. (в от-
личие от нескольких часов с использованием тра-
диционных методов). В качестве метода сравнения 
использовали гель-тромб тест. Результаты анализа 
показали хорошую сходимость для классической и 
исследуемой методики. Анализ с использованием 
автоматизированной системы дает правильные и 
воспроизводимые результаты. Таким образом, сис
тема EndosafePTS может быть рекомендована для 
контроля качества биомедицинских клеточных про-
дуктов.
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По литературным данным, частота неудовлетво-

рительных исходов в виде замедленной консолида-
ции и псевдоартрозов трубчатых костей человека 
варьируется в широком диапазоне и составляет от 
0,5 до 30%. Для пациентов с замедленной консо-
лидацией и псевдоартрозами трубчатых костей,  
у которых длительное время наблюдалось отсутствие 
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достоверных положительных результатов после при-
менения неоднократных оперативных пособий, нами 
была применена прямая генная терапия. Клиниче-
ский материал охватил период с 2015 по 2017 г. 
Мы применили прямую генную терапию двумя тера-
певтическими генами в составе мультицистронной 
плазмиды pBUB-VEGF165-BMP2 у 25 пациентов. 
Восстановление костной регенерации и перестрой-
ка в послеоперационном периоде оценивалась при 
визуальном осмотре пациента, по интенсивности 
болевого синдрома на визуально-аналоговой шкале, 
по опороспособности нижней конечности, по резуль-
татам рентгенологического исследования, а также по 
рентген-компьютерной томографии на сроках 3 мес.,  
6 мес., 12 мес. и результатам наблюдения в отдален-
ном периоде. После оперативного лечения с приме-
нением генной терапии у пациентов на сроке от 3 до  
6 мес. на контрольных рентгенограммах определялись 
признаки консолидации, отмечалась положительная 
клиническая картина – восстановление опороспособ-
ности конечности, уменьшение болевого синдрома 
до его полного купирования. Таким образом, резуль-
таты клинического исследования свидетельствуют  
о том, что функция конечности значимо улучши-
лась на сроке от 3 мес. до 1 года после примене-
ния генной либо клеточной терапии. Улучшение 
функционального состояния конечности выражалось  
в снижении болевого синдрома и улучшения опорной 
функции.

Финансирование исследования: 1. Гауз «Респу-
бликанская клиническая больница Министерства 
здравоохранения Республики Татарстан», г. Казань. 
2. Фгаоу Впо «Казанский (Приволжский) феде-
ральный университет».

Балашов В.А.1, Докучаева А.А.2, 
Коробейников А.А.2, Лепендин С.О.2,  
Павлова С.В.3, Слотвицкий М.М.1, 
Стрельников А.Г.2, Цвелая В.А.1,  
Чепелева Е.В.2, Сергеевичев Д.С.2

1 Фгоу во «Московский физико-технический 
институт (государственный университет)»
2 Фгбу «Национальный медицинский 
исследовательский центр им. акад.  
Е.Н. Мешалкина» Минздрава России
3 Фгбну «Федеральный исследовательский 
центр Институт цитологии и генетики» СО РАН
e_chepeleva@meshalkin.ru
Исследование биологической 
совместимости полимерных 
нановолоконных матриксов, 
заселенных кардиальной клеточной 
культурой, в эксперименте  
на мини-свиньях
На сегодняшний день использование синтетиче-

ских биодеградируемых полимеров на основе поли-
уретана, поликапролактона, полилактатной кислоты 
(PLA), полигликолевой кислоты (PGA) и их сополи-
меров является наиболее перспективным направле-
нием в тканевой инженерии. Оптимальным методом 
для создания нановолокон с различными механиче-
скими и биофизическими свойствами является элек-
троспиннинг. Указанная технология позволяет соз-
дать надежный матрикс, способный к биодеградации 
и обладающий хорошей биосовместимостью. Данная 
работа посвящена изучению полимерных нановоло-
кон, используемых в качестве носителя для клеток, 

применяющихся в терапии сердечно-сосудистых 
заболеваний с целью замещения функции прово-
дящей системы сердца. Полимерные нановолокон-
ные матриксы производились при помощи установки 
электроспиннинга. Диапазон диаметров полимерных 
волокон составлял от 300 нм до 2000 нм. Длина 
волокон: от 3 мм до 20 мм. Пространственная плот-
ность: от 5 до 1000 волокон на миллиметр. Степень 
параллельности для образцов с параллелизацией на-
новолокна: ±15–17°. Полученные матриксы заселя-
лись культурами клеток, полученными из предсердий 
мини-свиней методом механического измельчения 
и ферментативного гидролиза. Для маркирования 
кардиоваскулярной клеточной культуры конститутив-
ной экспрессией зеленого флуоресцентного белка 
(GFP) использовали плазмиду pGpur, несущую ген 
GFP под контролем промотора CMV. В эксперименте 
исследовали 2 группы животных по 3 мини-свиньи 
в каждой: первой группе в ходе экспериментальной 
операции имплантировали образцы матриксов, за-
селенные кардиальной клеточной культурой (в коли-
честве 100 000 клеток на один матрикс диаметром  
9 мм), второй группе – незаселенные матриксы. До-
ступ в грудную клетку осуществлялся парастерналь-
но, разрезались поверхностные и глубокие мышцы 
и фасции, обнажали сердце и убирали перикард. На 
верхушке сердца был сделан продольный разрез 
глубиной около 5 мм, внутрь помещали матрикс, 
затем разрез ушивали лигатурой диаметра 6.0. На 
грудные мышцы и кожу накладывали швы лигатурой 
диаметра 2.0. Через 7 дней после операции живот-
ных выводили из эксперимента и забирали участки 
миокарда с имплантированными матриксами. Оцен-
ка жизнеспособности трансплантированной клеточ-
ной культуры производилась с помощью ХТТ-теста. 
Состояние миокарда подопытного животного оце-
нивалось с помощью стандартного гистологическо-
го исследования, а также иммунофлюоресцентного 
окрашивания криосрезов сердца для выявления раз-
вития воспаления в зоне имплантации. По предвари-
тельным данным, через 7 дней после имплантации 
определялось 40±10% клеток относительно ис-
ходного количества. Это свидетельствует о хорошей 
приживляемости трансплантированных клеток. По-
лученные результаты могут способствовать разви-
тию разработки полимерных носителей для изучения 
биофизических и электрофизиологических свойств 
культивированных тканей сердца, что позволит рас-
ширить возможности регенеративной медицины и 
может стать стандартом развития аутологичной био-
логической терапии.
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