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

Оценка специфической 
активности кондиционированной 
среды, полученной в процессе 
дифференцировки МСК человека 
в остеогенном направлении

Светлана Алексеевна Александрова1, Юлия 
Александровна Нащекина1, Михаил Георгиевич 
Хотин1, Сергей Викторович Надеждин2, 
Екатерина Владимировна Зубарева2, Любовь 
Анатольевна Покровская3, Миральда Ивановна 
Блинова1, Наталья Аркадьевна Михайлова1

1 � Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург, Россия;
2 � Белгородский национальный исследовательский 

университет, Белгород, Россия;
3 � Национальный исследовательский Томский 

государственный университет, Томск, Россия

alekssvet2205@gmail.com

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

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

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

Таким образом, экспериментальный образец ККС, по-
лученный в процессе дифференцировки линии МСК че-
ловека в остеогенном направлении, обладает адгезион-
ной, пролиферативной и остеоиндуктивной активностью.
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Трансплантация стволовых и  дифференцирован-
ных клеток в организм человека с целью восстановле-
ния поврежденных тканей нашла широкое применение 
во  многих областях медицины. Однако ограничения, 
связанные с массовой гибелью и низкой выживаемо-
стью клеток при инъекционном введении, поставили 
новые задачи в этой области. Одним из решений стало 
применение клеточных пластов (КП) — многослойных 
конструкций из  клеток и  наработанного ими внекле-
точного матрикса. Клетки в  составе КП  характери-
зуются высокой жизнеспособностью, а  присутствие 
матрикса и заякоренных в нем растворимых факторов 
способствует большей эффективности при использо-
вании в терапии.

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

Трансплантация КП значительно ускорила заживле-
ние дефекта по сравнению с контролем и другими груп-
пами — к 21 дню в группе КП у 100% животных наблю-
далось полное закрытие дефекта. Морфометрический 
анализ гистологических срезов показал, что толщина 
ГТ  в  зоне дефекта значимо увеличена в  группе при-
менения КП  на  7  день наблюдения по  сравнению 
с  остальными группами. Кроме того, трансплантация 
КП  приводит к  ускорению процесса фиброзирования 
ткани  — уже на  14  день наблюдалось активное со-
зревание ГТ  с  образованием рубца, в  то  время как 
в остальных группах процесс был либо слабо выражен 
(суспензия МСК, кондиционированная среда), либо от-
сутствовал (группа без терапии).


