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являются более чувствительными к факторам активации 
(Лохонина и соавт., 2019). Моноциты и клетки Купфера 
по данным NanoString имеют разный профиль экспрес-
сии генов, связанных с воспалением. Однако обнаружен-
ная разница не  позволяет отнести резидентные макро-
фаги печени к  М2-макрофагам, а  моноциты к  клеткам 
с М1-фенотипом. При этом у моноцитов обнаружена по-
вышенная экспрессия генов Toll-подобных рецепторов 
Tlr2, Tlr4, Tlr7, Tlr8, что согласуется с ранее установлен-
ным фактом большей чувствительности моноцитарных 
макрофагов к факторам активации.

Таким образом, учитывая легкость получения и  вы-
раженную фенотипическую пластичность, наиболее 
перспективными для использования в  регенеративной 
медицине являются макрофаги костномозгового (моно-
цитарного) происхождения.

Исследование выполнено при поддержке РНФ (но-
мер проекта 17-15-01419), а также Гранта Президента 
Российской Федерации для государственной поддержки 
молодых российских ученых — докторов наук (номер про-
екта 075-15-2019-1120).
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Наследственные миодистрофии  — группа заболе-
ваний, характеризующаяся прогрессирующим пора-
жением мышц, инвалидизацией и, в  большинстве слу-
чаев, гибелью больного в  трудоспособном возрасте. 
Потенциальным подходом к  лечению рассматривается 
генная терапия, в  которой в  качестве вектора будут ис-
пользоваться клетки миогенных линий с  отредактиро-
ванным геномом. Ключевым событием доставки те-
рапевтического гена в  поврежденные клетки является 
феномен клеточного слияния. Разработка методов ин-
дукции этого процесса может повысить эффективность 
самого лечения. Одним из  артифициальных индукторов 
слияния клеток является полиэтиленгликоль (ПЭГ).

Цель эксперимента — воссоздать дифференцировку 
клеточной линии C2C12 in vitro, используя индукционную 
среду, с предварительной обработкой клеток ПЭГ и без 
нее, оценить индекс клеточного слияния.

В  работе использовали линию иммортализованных 
миобластов мыши — C2C12. Изначально, клеточная ли-
ния культивировалась с  использованием стандартной 
ростовой среды DMEM F12, 20% телячьей сыворот-
ки (FBS) с  добавлением фактора роста фибробластов 
и  антибиотика. После достижения конфлюэнтности, 
клетки пересеивались на  12-луночный планшет в  ко-
личестве 8×104  на  лунку. Предварительную обработку 

ПЭГ 1450  производили путем ресуспендирования пре-
ципитата клеток в 1 мл 50% р-ра ПЭГ с DMEM F12 в те-
чении 90 с. с последующей очисткой от ПЭГ центрифу-
гированием. На  следующий день переводили культуры 
на  индукционную среду DMEM HG, 2% FBS со  сменой 
среды раз в  3  дня. Наблюдение и  фотофиксацию осу-
ществляли на увеличении ×200 с интервалом в 24 часа, 
с  помощью инвертированного фазово-контрастного 
микроскопа на протяжении 10 дней после внесения ин-
дукционной среды. После фиксации, в  образовавшихся 
многоядерных структурах была с  помощью РИФ детек-
тирована экспрессия Миогенина (MyoG), дисферлина, 
α-гладкомышечного актина, из  чего следует атрибути-
ровать многоядерные клеточные структуры как форми-
рующиеся мышечные трубочки (миотубы). Клетки, об-
работанные ПЭГом, погибали и откреплялись на 3 сутки 
эксперимента, снижая конфлюэнтность до 20–30%.

С  помощью оригинальной формулы (Рационализа-
торское предложение № 1393, РязГМУ) был рассчитан 
индекс клеточного слияния (I) в день внесения индукци-
онной среды, спустя 2  и  10  суток. Без обработки ПЭГ: 
5,94±2,87; 3,83±1,3; 37,23±14,33  соответственно. 
С обработкой ПЭГ: 28,56±11,49; 19,57±10,59; 0 соот-
ветственно. Можно сделать вывод, что полученные в ре-
зультате ПЭГ-опосредованного слияния многоядерные 
клетки имеют низкую выживаемость.
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Оценка элементов гистогенеза в  модельных систе-
мах in  vitro при культивировании индуцированных плю-
рипотентных стволовых клеток (иПСК) является новой 
актуальной задачей гистологии. Современным методом 
работы в этом направлении является 3D культивирова-
ние в составе сфероидов (флотирующих клеточных агре-
гатов), позволяющее воспроизводить объемные процес-
сы гистогенеза и моделировать условия, приближенные 
к состоянию in vivo.

иПСК были выделены как от здоровых доноров — до-
бровольцев, так и  от  доноров с  нейродегенеративными 
заболеваниями (Болезнь Хантингтона, спиноцеребел-
лярная атаксия). Культивирование иПСК и дифференци-
ровка в  органоиды проводилось по  протоколу (Еремеев 
и  др., 2019  г) в  лаборатории клеточной биологии 
Федерального научно-клинического центра физико-хи-
мической медицины (Москва, зав. М.А. Лагарькова). 
В работе применены рутинные гистологические методы 
(гематоксилин и эозин), иммуногистохимические и имму-
нофлюоресцентные методы, трансмиссионная электрон-
ная микросокпияю.
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Полученные нейросферы были разделены на  две 
группы: 1 (диаметр > 900 мкм), 2 (диаметр < 900 мкм). 
В  1  группе отмечена гибель клеток центральной ча-
сти сфероида и сохранение жизнеспособности клеток 
в  периферической зоне. Ki67+ клетки преобладали 
в  кортикальном отделе 1  группы, и  были распределе-
ны диффузно в образцах из 2 группы. Выявлено фор-
мирование примитивных нервных трубок — «розеток», 
сформированных медулобластами или эпендимопо-
добными клетками, между которыми выявлены плот-
ные межклеточные контакты.

Во  всех нейросферах детектированы клетки, со-
держащие нейронспецифические маркеры β-III-tubulin 
и  MAP2; ChAT (маркер холинергических нейронов); 
GFAP (маркер нейроглии); SOX1 (маркер ранних 
клеток-предшественниц).

Наибольшая плотность GFAP+ клеток отмечена в кор-
тикальном отделе (некоторые SOX1+), β-III-tubulin+  — 
в  субкортикальных отделах нейросфер. Для 2  группы 
характерно диффузное равномерное распределение пе-
речисленных маркеров, с  преобладанием GFAP+ клеток 
в периферической части.

Таким образом, в  модельных условиях 3D культиви-
рования in  vitro показана возможностей пролиферации 
и дивергентной нейро- и глиоциатрной дифференциров-
ки. Гибель клеток центральной части крупных сфероидов 
наиболее вероятно связана с  метаболическим дефици-
том в  этой области, что может являться объективным 
ограничением использованной модели.
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Сегодня в  регенеративной медицине используется 
широкий спектр клеточных продуктов, содержащих раз-
ные типы клеток, полученные из различных источников. 
При этом, каждый из  источников обладает своими пре-
имуществами и  недостатками. Сравнительные иссле-
дования клеток, выделенных из  различных источников, 
их концентраций и кратности введения на одной модели 
практически отсутствуют.

Цель работы — сравнительный анализ терапевтиче-
ской эффективности клеточных продуктов, содержащих 
различные клетки, в условиях одной экспериментальной 
модели.

В качестве модели нами была выбрана модель терми-
ческого ожога кожи крысы.

Животные (крысы Wistar, массой тела 200–250  г) 
были разделены на 16 групп по 12 животных в каждой. 
В  качестве клеточных продуктов были использованы: 
стромально-васкулярная фракция жировой ткани (СВФ), 

выделенная из  1  мл  жира, СВФ из  1  мл  жира, обога-
щенная культивированными аутологичными мезен-
химальными стромальными клетками жировой ткани 
(МСК ЖТ) (5  или 10  млн клеток), СВФ из  1  мл  жира, 
обогащенная аллогенными МСК ЖТ  (1, 5  или 10  млн 
клеток), аутологичные МСК ЖТ  (1, 5  или 10  млн кле-
ток), аллогенные МСК ЖТ  (5  млн клеток), аллогенные 
МСК, выделенные из  плаценты (однократная инъекция 
5 млн клеток или двукратная инъекция по 5 млн клеток 
с интервалом в неделю), аллогенные МСК, выделенные 
из слизистой оболочки полости рта (1 или 5 млн клеток). 
Исследуемый продукт ресуспендировали в  0,6  мл  фи-
зиологического раствора и  вводили равными порция-
ми подкожно в 24 точках по окружности и под дно раны 
через 8 проколов на третьи сутки после моделирования 
ожога и  на  10  сутки (в  случае двукратного введения). 
Животным в  контрольной группе вводили аналогичный 
объем физиологического раствора.

Основным критерием эффективности явля-
лось время до  полной эпителизации раны (в  сутках). 
Дополнительными критериями эффективности были  — 
уменьшение площади кожной раны на  21  и  30  сутки 
и  степень регенерации по  данным гистологического 
исследования.

В результате были получены данные, свидетельствую-
щие в пользу большей терапевтической эффективности 
аллогенных МСК, выделенных из плаценты по сравнению 
со  всеми другими видами клеток. При этом двукратное 
введение плацентарных МСК было более эффективным 
по сравнению с однократным. Таким образом, по резуль-
татам проведенного эксперимента, можно считать, что 
плацента является наиболее перспективным источником 
для получения аллогенных клеточных продуктов.

Исследование выполнено за счет гранта Российского 
научного фонда (проект № 17-75-30066).

Статус стромально-васкулярной 
фракции жировой ткани как 
клеточного продукта в современных 
реалиях отечественного правового 
поля

Илья Игоревич Еремин1, Ирина Ивановна 
Наделяева1, Вячеслав Сергеевич Васильев2

1 � НИЦ «Курчатовский институт», Москва, Россия;
2 � ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный 

медицинский университет» Минздрава России, 
Челябинск, Россия

cd105@mail.ru

Современная регенеративная медицина в числе сво-
их основных инструментов имеет значительное число 
клеточных продуктов. В условиях текущих реалий отече-
ственного правового поля, существует ситуация, когда 
часть продуктов для клеточной терапии не подпадает под 
правовое регулирование. Основная причина — отсутствие 
какой-либо классификации клеточных продуктов, закре-
пленной в нормативно-правовых актах. В результате су-
ществует целый класс продуктов, которые применяются 
в клинической практике без законодательно установлен-
ных правил обращения. Соответственно отсутствует и го-
сударственный контроль за  оборотом и  последствиями 
применения таких продуктов. К таким продуктам относят-
ся те, которые получают без использования этапа куль-
тивирования клеток, соответственно, в  терминологии 
Федерального закона № 180 «О  биомедицинских кле-
точных продуктах» от 23 июня 2016 г, они не являются 


