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клеток. Индекс пролиферации фибробластов составил 
65,14%±0,01  в  рубцовой ткани и  27,14%±0,05  в  кон-
троле, этот же показатель кератиноцитов кожи был равен 
25,1%±0,01 и 16,22%±0,04 соответственно.

Присутствие на  мембране клетки рецептора CD95+, 
свидетельствует о  готовности ее  к  апоптозу. Экспрессия 
белка Fas на  мембране фибробластов составила 
46,22%±0,02  в  ткани рубца и  29,0%±0,01  в  кон-
троле. Кератиноциты: рубец 37,23%+0,02; контроль 
19,5%+0,04. Путем изменения транскрипции промитоти-
ческих генов Bcl-2  поддерживается клеточный рост, что 
затрудняет вхождение клетки в клеточный цикл. По нашим 
данным, ингибитор апоптоза Bcl-2 присутствует в фибро-
бластах: рубцов 46,11±0,03; контроль 11,02±0,02.

Главным фактором, запускающим каскад реакций, 
затрудняющих вхождение клетки в клеточный цикл, явля-
ется белок р53. Активированный р53 способствует уси-
лению экспрессии белка Вах и угнетает экспрессию Bcl-
2. В здоровой коже р53 не выявляется. Получено, что как 
фибробласты, так и кератиноциты рубцов экспрессируют 
белок р53 15,41±0,02 и 11,15±0,0 соответственно.

Заключение. 1.  В  рубцовой ткани наблюдается ак-
тивная пролиферация фибробластов, апоптоз которых 
ингибируется Bcl-2. Возможно, такие фибробласты про-
лиферируют (обнаружены Ki-67+ позитивные клетки) 
и не вступают в апоптоз, что скорее всего является при-
чиной образования рубца.

2.  Несмотря на активно протекающие процессы про-
лиферации кератиноциты рубцовой ткани активно эли-
минируются апоптозом, что скорее всего сдерживает 
гипертрофию эпидермиса.
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Тестирование биосовместимых материалов для кост-
ных имплантов традиционно проводится с использовани-
ем монокультур остеобластов или их  предшественников. 
При этом игнорируется тот факт, что в живом организме 
заселение имплантированных конструкций происходит 
при участии различных типов клеток. С этих позиций более 
адекватной экспериментальной моделью могли бы  стать 
смешанные культуры клеток костной ткани. В данной ра-
боте изучали смену морфотипов в смешанной популяции 
остеогенных клеток в долгосрочной культуре.

Заселение искусственной поверхности клетками ими-
тировали с  помощью костных эксплантов (свод черепа 
крысы), прошедших многостадийную ферментативную 
обработку. Для ограничения экспансии фибробластов 
экспланты поддерживали на среде DMEM/F12 с добав-
лением глутамина, аскорбиновой кислоты и  10% FBS. 
Фрагменты ткани выдерживали в среде в течение 4 не-
дель, после их  удаления за  культурой наблюдали еще 
4 недели. Морфофункциональные изменения в культуре 

оценивали с  помощью световой микроскопии и  гисто-
химических окрасок (ализариновый красный, серебро 
по Ван Косса, трихромовая окраска по Маллори).

В популяции вновь мигрирующих клеток доминирова-
ли мелкие шарообразные клетки иногда с  небольшими 
тупыми выростами, обладающие плохой адгезией к куль-
туральному пластику. Среди пластающихся были опреде-
лены вытянутые фибробласты, кубические остеобласты 
и звездчатые остеоциты. К концу первой недели замече-
ны широкораспластанные многоядерные клетки, морфо-
логически сходные с  остеокластами. Продолжительность 
их жизни была не велика, и в целом не превышала недели. 
По  мере заполнения поверхности клетки формировали 
агрегаты гетерогенного состава. Внутри агрегатов обо-
значились зоны переуплотнения, созданные кубическими 
клетками, и  рыхлые области, заполненные отростчатыми 
клетками. К  началу второго месяца большинство клеток 
переходило в фазу секреторной активности, о чем свиде-
тельствовало появление зернистости цитоплазмы, возник-
новение экстрацеллюларной волокнистой сети. Отдельные 
крупные волокна коллагена провоцировали поляризацию 
примыкающих к ним клеток. К концу наблюдений фиксиро-
вались четкие области минерализации и  разветвленные 
сети зрелых остеоцитов, запечатанных внутри лакун.

Проведенные исследования показали, что смешан-
ная популяция остеогенных клеток в  культуре проходит 
основные этапы, характерные для формирования кости 
in  vivo. Предлагаемый подход может быть использован 
для разработки методов тестирования материалов для 
костных имплантов.
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В  практике использования поливинилиденфторида 
(PVDF) и  ряда его сополимеров как материалов для из-
готовления систем магнито- и электростимуляции тканей 
(PMID:31382332), способных к  электрическому откли-
ку на  наномеханическое воздействие, а  также отклику 
на  пульсирующее электромагнитное поле скаффолдов 
(PMID:31339375) (как правило, волокнистых  — полу-
чаемых технологиями электроспиннинга, в  т. ч. нано-
волокнистых (PMID:28895062); реже  — 3D-печатных 
композитных [PMID:30184807]) основную индукцион-
но-биофизическую функцию выполняет электрофизика 
β-фазы, обеспечивающей высокие пиро- и пьезоэлектри-
ческие свойства PVDF (за счёт максимального дипольно-
го момента). Сегнетоэлектрические полимеры на основе 
PVDF, имея текстуру поликристалла, после поляризации 
обнаруживают пьезоэлектричество с  неклассическим 
механизмом, сохраняющимся длительное время.

Это позволяет рассматривать β-PVDF-скаффолд од-
новременно как сенсор и сонар — актуатор, реализующий 
как электрическое (электрофизиологическое), так и аку-
стическое и  (или) электроакустическое стимулирование 
ткани, а  также регистрацию её  собственных сигналов, 
что переводит контролируемую регенерацию ткани с ис-
пользованием PVDF в раздел особого рода тераностики, 
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где скаффолд сам является источником дескрипторов 
регенерации ткани, поддерживаемой им.

И  если для применимости PVDF при регенерации 
костной ткани (PMID:31081968; 31016299) это встре-
чается с  трудностями интраостеальной регистрации 
сигнала, то  для таких возбудимых систем, как: кардио-
миоциты (PMID:26705272; 30593417); клетки желез 
(PMID:29630353); нервная ткань (PMID:27571576) 
(c  учётом Шванновских клеток (PMID:29794323), мио-
циты мочевого пузыря (PMID:30030200; 28750602), 
это не  является невозможным. Инжиниринг нервной 
ткани с  индуцированной ориентацией ведется на  элек-
троформованных микроволокнистых PVDF-скаффолдах 
(PMID:31261995; 28256789).

Электрический и  (или) магнитоэлектрический 
(PMID:30613971) отклик возбудимой ткани может яв-
ляться предметом бесконтактных неинвазивных измере-
ний — таких, как электромиография (в том числе — с на-
кожными электродами), ЭКГ и ЭЭГ, а также их магнитных 
эквивалентов: магнитомиографии, магнитокардиогра-
фии и магнитоэнцефалографии.

Имплементировать этот принцип для анализа отклика 
с учётом вклада реактивности «умного» PVDF-скаффолда 
(PVDF, по определению “Encyclopedia of Smart Materials” 
(DOI:10.1002/0471216275.esm063), относится 
к классу «smart materials»), с позиций современной ме-
трологии, достаточно просто и рационально, как показы-
вается в данном докладе.
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Первичная культура мезенхимных стромальных клеток 
(МСК) из жировой ткани человека содержит субпопуляции 
клеток, специфически чувствительных к агонистам GPCR-
рецепторов. Ранее нами было показано, что МСК гене-
рируют Са2+-ответы на  различные агонисты по  принципу 
«все или ничего», т. е. в малых дозах агонист не вызывает 
изменения концентрации Са2+ в цитоплазме клетки, тогда 
как при превышении пороговой концентрации иницииру-
ет глобальный Са2+-сигнал, величина и кинетика которого 
не  зависит от  концентрации агониста. Этот феномен об-
условлен двустадийной трансдукцией сигнала, важную 
роль в  которой играет механизм Са2+-индуцированного 
выброса Са2+ из внутриклеточных депо (CICR). В изучении 
этого механизма важным является вопрос, каким образом 
регулируется порог инициации CICR, его мы и исследова-
ли на примере пуринергической системы МСК, используя 
микрофотометрию и Са2+-индикатор Fluo-4.

Мы  обнаружили, что неспецифический ингибитор 
фосфодиэстераз IBMX увеличивал пороговую концен-
трацию АТР. Так, среди пуринергических МСК (n=54), ко-
торые стимулировались АТР в концентрации 0.5–5 мкМ, 
3 и 16 клеток ответили на агонист, использованный в до-
зах 0.5 и 1 мкМ соответственно, при этом в присутствии 
IBMX (50  мкМ) АТР инициировал Са2+-сигналы в  МСК, 
только начиная с дозы 1,5 мкМ.

Наиболее универсальным путем регуляции 
клеточных функций циклическими нуклеотидами 

является сАМР/cGMP–зависимое фосфорилирова-
ние различных белков, мы  анализировали эффекты 
специфичных ингибиторов PKA и  PKG, H89  и  KT-
5823 соответственно. В общей сложности нами было 
проанализировано 13  клеток, которые генерировали 
Са2+-ответы на 1.5 мкМ АТР, обратимо блокирующиеся 
IBMX 50  мкМ. На  фоне IBMX добавление во  внекле-
точный раствор H89 (2–4  мкМ) не  восстанавливало 
чувствительность клеток к 1.5 мкМ АТР. Однако если 
МСК инкубировали в  присутствии комбинации ин-
гибиторов IBMX (50  мкМ) + H89 (4  мкМ) + KT-5823 
(1  мкМ), то  они cохраняли способность генерировать 
нормальные по  форме и  кинетике Са2+-сигналы в  от-
вет на 1.5 мкМ АТР. Это свидетельствовало о том, что 
ключевую роль в  ингибиторном эффекте IBMX игра-
ло увеличением активности PKG. Таким образом,, по-
лученные данные говорят о  том, что PKG модулирует 
чувствительность МСК к АТР, вероятно, фосфорилируя 
IP3-рецепторы cGMP-зависимым образом.
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При консерватизме ключевых механизмов регенера-
ции их вклад в репарацию тканей и органов млекопита-
ющих и  человека изучен не  до  конца. Применение пре-
цизионных лазерных технологий позволяет исследовать 
процессы заживления на клеточном и субклеточном уров-
нях. В модельных системах репарации in vitro на 2D куль-
турах можно оценить только миграцию и пролиферацию. 
Переход к 3D культурам создает условия, приближенные 
к  in  vivo, когда клетки взаимодействуют друг с  другом 
и  с  внеклеточным матриксом в  трех измерениях. Одна 
из форм 3D культур — сфероиды, широко применяемые 
как в тканевой инженерии, так в качестве тест-системы. 
Целью исследования стала разработка доступной моде-
ли для изучения процессов репарации in vitro с использо-
ванием сфероидов и лазерной микрохирургии.


