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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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


