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участка хромосомы с ТК (показана для одного субкло-
на); 3) элиминация гомолога хромосомы с трансгеном 
с  последующей редупликацией интактного гомолога 
(не выявлена). Можно предположить, что замолкание 
трансгена происходит при встройке в районы неактив-
ного хроматина. Мы установили место встройки транс-
гена в  клоне iTAFdup22-425  — это ген CNTN6, уча-
ствующий в нейрогенезе. Район гена CNTN6 в ИПСК 
богат маркерами неактивного хроматина, возможно, 
это увеличивает вероятность замолкания трансгена. 
Мы планируем установить места встройки трансгенов 
в  остальных клонах. Полученные в  настоящее время 
результаты позволяют предположить, что для эффек-
тивной работы «суицидальной кассеты» и дальнейше-
го применения в  клеточной терапии необходимо кор-
ректно выбирать место встройки.

Линии клеток депонированы в Ц КП «Коллекции плю-
рипотентных культур клеток человека и  млекопитающих 
общебиологического и  биомедицинского направления» 
ИЦиГ СО  РАН (http://www.biores.cytogen.ru/brc_cells/
collections/ICG_SB_RAS_CELL; http://ckp.icgen.ru/cells/).

Исследование выполнено при поддержке гранта 
Российского научного фонда № 16-15-10231-П.
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В регуляции динамики воспаления, обеспечивающе-
го нормальное заживление поврежденных тканей, основ-
ную роль играют макрофаги, способные к  поляризации 
в  провоспалительный (М1) и  противовоспалительный 
(М2) фенотип, при участии клеточного сигналинга, энер-
гетического метаболизма и аутофагии.

Анализ поверхностной экспрессии антигена 
F4/80 в макрофагах мыши линии RAW2645.7 выявил 
ее повышение в популяции М1 по сравнению с М2 фено-
типом. Активация сиртуина-1 и рецепторов PPARgamma 
их  агонистами снижала экспрессию F4/80  в  М1  ма-
крофагах, но  не  оказывала влияния на  экспрессию 
CD206 в М2 макрофагах, в то время как ингибитор про-
воспалительной киназы IKK не оказывал существенного 
влияния на экспрессию F4/80 в М1 макрофагах, но зна-
чимо увеличивал экспрессию CD206 в М2 макрофагах.

Уровень аутофагии, оцениваемый по  увеличению 
флюоресценции зонда Cyto ID, был выше в  М1, чем 
в М2 или М0 макрофагах, существенно снижался в при-
сутствии ротенона, в меньшей степени — в присутствии 
активаторов сиртуина-1  и  PPAR-gamma, и  не  менялся 
в присутствии ингибиторов воспалительного сигналин-
га, и гликолиза.

Ингибитор аутофагии 3-метиладенин (3МА) усили-
вал экспрессию F4/80 только в М1 макрофагах, и экс-
прессию CD206 в М2 макрофагах, наряду с экспрессией 
трансформирующего фактора роста, аргиназы-1, индо-
лил-диоксигеназы и ФНО-α.

Сравнение линейных макрофагов мыщи с макрофа-
гами крови человека выявило ряд отличий, в частности 

макрофаги периферической крови характеризовались 
повышенной экспрессией антигена CD80/86 в М1 фе-
нотипе и  СD206  в  М2  популяции. При этом уровень 
аутофагии был существенно снижен в  М1  популяции 
в  сравнении с  неполяризованными (М0) и  М2  макро-
фагами. Воздействие 3МА, а  также ингибирование 
гликолиза или митохондриального дыхания существен-
но снижали уровень аутофагии в  М0  и  М2, не  влияя 
на процесс в М1 макрофагах.

Полученные данные свидетельствуют о возможности 
влияния клеточного сигналинга, энергетического мета-
болизма и аутофагии на экспрессию маркеров, характе-
ризующих поляризацию макрофагов в провоспалитель-
ном и противовоспалительном направлении.

Работа проведена при поддержке гранта РФФИ, 
№ 18-015-00398.
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В  настоящее время разработка противоопухолевых 
препаратов требует достоверных методов тестирования 
на  этапе доклинических испытаний, в  том числе созда-
ния переходного этапа между исследованиями в  моно-
слое и  в  организме. К  таким моделям для скрининга 
in vitro относят трёхмерные системы клеточных культур.

Цель данной работы — создание 3D клеточных сфе-
роидов на микросферах из поли-3-оксибутирата (ПОБ).

Для получения пористых микросфер с  диаметрами 
от 50 до 100 и более 100 мкм использовался метод «во-
дная фаза/масляная фаза/водная фаза» (W/O/W) 
с  последующим вымыванием порообразователя. В  ка-
честве порообразователя использовали водный раствор 
карбоната аммония из-за его способности к термическо-
му разложению до аммиака и углекислого газа.

Выбор клеточной линии — HEp-2, рак гортани челове-
ка  — был обусловлен тенденциями частоты случаев за-
болевания различными видами рака головы и шеи. Для 
получения стабильных сфероидов клетки в суспензии со-
вместно с пористыми микросферами из ПОБ переноси-
ли на лунки, покрытые 1% агарозным гелем. В условиях 
постоянного перемешивания, температуры 37°С  и  5% 
содержания СО2 клетки культивировали совместно с ми-
кросферами в течение 14 суток со сменой среды каждые 
2 дня. Динамика клеточного деления и роста в сферои-
дах отслеживалась посредством МТТ-анализа и  изме-
рением концентрации белка по Брэдфорду, морфология 
сфероидов и  распределение клеток оценивались ви-
зуально с  помощью сканирующей электронной (СЭМ) 
и конфокальной микроскопии.

Согласно полученным результатам, рост сфероидов 
достигал пика на  7-ые  сутки культивирования, после 
чего число живых клеток падало как в  контроле (сфе-
роиды из  клеток), так и  в  опыте (сфероиды из  клеток 
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с  микросферами). При этом при культивировании с  ми-
кросферами диаметром 50–100 мкм наблюдалась более 
активная пролиферация клеток, чем в контроле и в сфе-
роидах с  микросферами более 100  мкм. Исследование 
при помощи СЭМ также показало лучшее прикрепление 
и агрегацию клеток с микросферами меньшего диаметра.

Подобный подход к  созданию 3D клеточных моде-
лей из опухолевых клеток с использованием ПОБ явля-
ется перспективным для получения систем для тести-
рования противоопухолевых препаратов. Более полное 
понимание механизмов будет достигнуто посредством 
анализа экспрессии различных транскрипционных 
факторов и в ходе масштабирования процесса до куль-
тивирования в большем объёме с постоянной циркуля-
цией питательной среды.

Работа получила финансовую поддержку РФФИ 
мк № 18-29-09099.
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В  настоящее время лазерная техника широко при-
меняется в  различных областях медицины, таких как 
пластическая хирургия, онкология, офтальмология и дру-
гих для лечебного воздействия на биоткани. Различные 
лазерные технологии используются для формирования 
искусственных каркасов  — скаффолдов из  биосовме-
стимых и  биорезорбируемых материалов, а  также пе-
чати живыми микрообъектами, такими как отдельные 
клетки и микроорганизмы, а также клеточные сфероиды. 
Комбинация таких технологий позволяет создавать слож-
ные тканеинженерные конструкции, способные посте-
пенно замещаться нормальными тканями в организме.

В докладе будут представлены результаты ведущихся 
исследований, направленных на  формирование скаф-
фолдов методами одно- и двухфотонной фотополимери-
зации растворов фотоотверждаемых композиций, а так-
же с  помощью поверхностно-селективного лазерного 
спекания из оригинальных биосовместимых и биорезор-
бируемых материалов. Ведется разработка трехмерных 
скаффолдов, пригодных для лечения повреждений кост-
ной, хрящевой и нервной ткани.

Разработаны программно-аппаратные комплексы 
для реализации печати по технологии прямого лазероин-
дуцированного переноса живыми клетками и клеточны-
ми сфероидами для биофункционализации изготовлен-
ных скаффолдов.

Разработана технология ЛИМС (Лазерная Инженерия 
Микробных Систем) и программно-аппаратные комплек-
сы для выделения и пространственного переноса отдель-
ных бактерий, клеток и их агрегатов с помощью импуль-
сов давления, создаваемых наносекундным лазерным 
излучением. Предложенный подход позволил реализо-
вать высокоэффективную трехмерную печать живыми 
микробиологическими объектами, а  также выделять 
микроорганизмы, трудно культивируемые или некульти-
вируемые стандартными способами.

Сочетание предлагаемых лазерных методов и техно-
логий является перспективным для решения ряда важ-
ных задач в  области медицины, тканевой инженерии 
и микробиологии.

Работа ведется при поддержке Министерства нау-
ки и  высшего образования в  рамках выполнения работ 
по Государственному заданию ФНИЦ «Кристаллография 
и фотоника» РАН; Российского фонда фундаментальных 
исследований (проект № 18-32-20184); Российского 
научного фонда (проект № 19-75-00108); Стипендии 
Президента Российской Федерации № СП-2728.2019.4.
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Разработка остеопластических материалов на  ос-
нове наноразмерного синтетического гидроксиапатита 
(нГАп) является одной из актуальных задач реконструк-
тивной хирургии костной ткани. Большой интерес к нГА-
пу связан с его схожестью с ГАпом костной ткани и по-
казанными в ряде работ остеоиндуктивным свойствами 
(ОС). Однако также известно, что частицы нГАп обладают 
дозозависимым цитотоксическим эффектом, что может 
приводить к  развитию неконтролируемого воспаления 
на материал вплоть его до отторжения. Подобные проти-
воречия говорят о  недостаточности знаний о  факторах, 
определяющих успешную интеграцию нГАп в организме 
и необходимости их изучения.

В проведенных исследованиях был выявлен ряд фак-
торов, ограничивающих биоинтеграцию нГАп в организ-
ме, такие как слабые адгезионные свойства и  агломе-
рация нГАп в организме, а также, на основе полученных 
данных, предложен способ повышения остеоиндуктив-
ных свойств деминерализованного костного матрикса 
(ДКМ) при помощи нГАп.

В  исследованиях in  vitro на  культуре стромальных 
клеток пульпы зубы человека было показано, что нГАп 
не  способен обеспечивать адгезию клеток к  своей по-
верхности, что приводит к  их  аноикису. Исследования 
in vivo в модели гетеротопической имплантации показа-
ло, что нГАп образует слаборезорбирующийся агломе-
рат, блокирующий миграцию клеток в материал, а также 
процессы неоколлагенеза на  нем, включая инкапсуля-
цию материала. Добавление к нГАП костной крошки, по-
лученной из Д КМ, в  качестве остеокондуктора способ-
ствовало заселению материала клетками, резорбции 
нГАп и построению неоколлагенового матрикса.

На  основании полученных данных был предложен 
способ увеличения ОС ДКМ путем его реминерализации 
нГАпом. Реминерализованный ДКМ (рДКМ) получали пу-
тем инкубации ДКМ в суспензии нГАп.

Исследование рДКМ in  vitro показали слабые адге-
зионные свойства рДКМ, по  сравнению с Д КМ, однако 
при гетеротопической имплантации модифицированного 


