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ключевым компонентом в  данном процессе сборки ис-
куственной ткани. Коллаген является идеальным матери-
алом с  точки зрения биосовместимости. Однако чистый 
коллаген обладает низкой скоростью гелеобразования, что 
существенно затрудняет его использование для 3D биопе-
чати. В данной работе с использованием коллагена Viscoll 
методом 3D биопечати были созданы трехмерные тканин-
женерные конструкции с разрешением деталей до 0,5 мм.

Материалы и  Методы. Высоковязкий раствор на-
тивного коллагена (Viscoll, ООО «Имтек», Россия) исполь-
зовался в качестве основного компонента для создания 
биочернил. Клетки NIH3T3/GFP в  предварительно ох-
лажденной среде немедленно смешивали с  раствором 
нативного коллагена. Для оптимизации процесса 3D 
биопечати при помощи ротационного реометра была 
изучена температурно-зависимая кинетика гелеобразо-
вания биочернил. 3D биопринтер Fabion (3D Bioprinting 
Solutions, Россия) использовали для 3D биопечати ткане-
инженерных конструкций. Культивирование клеток в на-
печатанных конструкциях проводили в течение 14 дней.

Результаты. Получены стабильные трехмерные 
10 слойные тканеинжененрные конструкции с разреше-
нием деталей до 0,5 мм. Также продемонстрировано, что 
коллагеновые биочернила обеспеичвают не  только вы-
живание клеток во время процесса печати, но также под-
держание их жизнеспособности и пролиферации в тече-
ние 14 дней.

Заключение. Полученные результаты свидетельству-
ют о том, что высоковязкий раствор нативного коллагена 
Viscoll является биополимерным матриксом для созда-
ния биомедицинских клеточных продуктов и трехмерных 
тканеинженерных конструкций методом 3D печати.

Финансирование исследования: исследование вы-
полнено при поддержке гранта ФГБУ «Фонд содействия 
развитию малых форм предприятий в  научно-техниче-
ской сфере» № 0044700.
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Актуальность. Клетки заднего эпителия роговицы 
человека играют ключевую роль в  регуляции гидратации 
роговицы. Воспроизводимая культура данных клеток в пер-
спективе может служить источником аллогенного матери-
ала как для клеточной терапии заболеваний роговицы, так 
и для воссоздания биоинженерной конструкции роговицы.

Цель. Провести сравнительное исследование клеток 
заднего эпителия роговицы, культивированных на стан-
дартной культуральной поверхности и  при использова-
нии биопокрытия из коллагена I типа.

Материалы и  методы. В  исследовании исполь-
зовались донорские роговицы, непригодные для 

трансплантации по клиническим кретериям с сохранным 
задним эпителием, полученные из  Глазного тканевого 
банка учреждения. Нанесение биопокрытия из  колла-
гена I типа осуществлялось на стандартную культураль-
ную поверхность чашки Петри 35 мм. Выделение клеток 
проводили по  протоколу, разработанному авторами ра-
нее. Культивирование проводили в культуральной среде 
DMEM F12/199 (1:1), c 10% фетальной бычьей сыво-
ротки, 1% раствора антибиотиков и 2 мМ L-глютамина. 
Оценку фенотипа полученных клеток и  клеток заднего 
эпителия нативной роговицы проводили методом имму-
ногистохимии. Для этого, полученные образцы окраши-
вали антителами к  a-глакомышечному актину, вименти-
ну, люмикану, Na+/K+-АТФ-азе, N-кадгерину, E-кадгерину, 
цитокератин-7, -10, -13, -19, коннексину-43, ZO-1.

Результаты. Клетки, культивированные в  чашке 
Петри с биопокрытием коллагена I типа, отличались боль-
шей скоростью адгезии к  культуральной поверхности. 
Количество клеток, c  эпителиально-мезенхимальную 
трансформацию было достоверно выше в культуре, полу-
ченной в результате культивирования без использования 
биопокрытия (p<0,001). Достоверной разницы в скорости 
достижения конфлюэнтности 80–90% между образца-
ми, культивированными с  использованием биопокрытия 
и без него, выявлено не было. Достоверно меньший уро-
вень экспрессии a-глакомышечного актина в  культуре 
клеток, культивированных на  биопокрытии из  коллагена 
I типа в сравнении как с интактными клетками нативной 
роговицы, так и  с  клетками, культивированными без ис-
пользования биопокрытия, позволяет косвенно судить 
о меньшей степени выраженности процесса эпителиаль-
но-мезенхимальной трансформации в данном образце.

Заключение. По  результату проведенного иссле-
дование было доказано необходимость использования 
биопокрытия из коллагена I типа для уменьшения эпите-
лиально-мезенхимальной трансформации.
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Отсутствие эффективных форм лечения нейродеге-
неративных заболеваний провоцирует исследователей 
искать новые подходы к  терапии, в  том числе и  с  помо-
щью клеточных технологий. Разрабатываются техноло-
гии по  повышению жизнеспособности нейронов в  зоне 
поражения и  стимуляции нейральной дифференцировки 
прогениторных клеток для восполнения нейронов в обла-
сти их гибели с помощью трансгенных клеточных культур. 
GDNF занимает приоритетные позиции для использова-
ния в качестве нейропротектора и индуктора нейральной 
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дифференцировки прогениторных/стволовых клеток. 
Для подобных работ важно понимание, какие изоформы 
фактора приемлемы для клеточной терапии. Показано, 
что у  человека ген GDNF представлен, по  крайней мере, 
двумя матричными РНК, которые отличаются друг от дру-
га размером pro-области. Исследования позволяют пред-
положить, что один из вариантов GDNF экспрессируется 
постоянно и необходим для взаимодействия между нерв-
ными клетками в норме, другой же (меньший размер pro-
области) секретируется и необходим при гибели нейронов 
для стимуляции восстановительных процессов. Мы пока-
зали, что делеция pre –и  pro-области в  химерном белке 
GDNF/GFP повышает нейропротекторные свойства фак-
тора. Полученный нами mGDNF/GFP обладал повышен-
ными нейроиндуктрными свойствами, что подтверждено 
на  in  vitro моделях эмбриональных спинальных ганглиев 
крысы и  линии РС12. In  vivo mGDNF/GFP оказался спо-
собен поддерживать жизнеспособность дофаминерги-
ческих нейронов при введении в  мозг модельных жи-
вотных с болезнью Паркинсона и значительно защищал 
их от воздействия пронейротоксина МРТР. При получении 
трансгенных клеток млекопитающих, продуцирующих 
mGDNF без GFP было обнаружено, что mGDNF оказал-
ся нестабильным. Мы  обратили внимание на  тот факт, 
что обнаруживаются несколько повторяемых коротких 
форм РНК GDNF. Появилась версия, что в  ряде случаев 
в клетках может быть запущен процесс, когда продуктом 
является не целая форма mGDNF, а в результате альтер-
нативного сплайсинга получаются минифакторы, которые 
могут продуцироваться при массовой гибели нейронов 
и могут быть необходимы для восстановления клеточного 
нейронального пула. Нами были клонированы мажорные 
мини-последовательности mGDNF и  проанализированы 
на нейроиндукторные свойства. Показано, что один из ми-
нифакторов DjGDNF показал способность стимулировать 
нейрональную дифференцировку прогениторных клеток 
и может рассматриваться, как перспективный фактор для 
терапии нейродегенеративных заболеваний.

Работа поддержана программой Президиума РАН МКБ.

Изучение молекулярных маркеров 
мигрирующих клеток глиомы человека 
различной степени злокачественности

Светлана Андреевна Павлова1, 2, 
Анастасия Александровна Чулкова1, 2, 
Сергей Феликсович Дрозд1, Людмила 
Григорьевна Захарова1, Надежда Сергеевна 
Самойленкова1, Александр Владимирович 
Ревищин1, Галина Валериевна Павлова1

1 � ФГБОУ ВО Российский научно-исследовательский 
медицинский университет им. Н.И. Пирогова, 
Москва, Россия;

2 � Лаборатория нейрогенетики и генетики развития, 
Институт биологии гена Российской академии наук, 
Москва, Россия

Pavlova.sweti@yandex.ru

В  настоящее время глиомы являются одними из  са-
мых агрессивных опухолей у взрослого и работоспособ-
ного населения. Они составляют около 70% всех первич-
ных опухолей головного мозга. Из них около 60% можно 
отнести к глиомам высокой степени злокачественности. 
Средний возраст больных около 50 лет. При глиомах вы-
сокой степени злокачественности (Grade III–IV) прогноз 
жизни, несмотря на современные подходы к лечению, со-
ставляет в среднем 12 месяцев.

В отличие от других злокачественных новообразований, 
в глиомах не наблюдается метастазирование через крове-
носную и лимфатическую систему в другие органы, однако 
у них наблюдается локальная инвазивность и последующая 
миграция опухолевых клеток в нормальные ткани головно-
го мозга, что делает лечение данного заболевания менее 
эффективным. Мигрировавшие клетки не могут быть уда-
лены в результате хирургической операции, а особенности 
фенотипа делают их более устойчивыми и к другим типам 
терапии, в  том числе и  радиологической. Также терапию 
усложняет отсутствие каких-либо четких маркеров, позво-
ляющих отличить опухолевые клетки от здоровых.

Целью представленной работы стало изучение моле-
кулярных маркеров мигрирующих клеток глиомы челове-
ка; определение корреляции между фенотипом данных 
клеток, их  миграционными способностями и  степенью 
злокачественности исходной опухоли.

По итогам работы можно сделать следующие выводы.
Клеточные культуры глиом человека с  высокой спо-

собностью к миграции характерны для высокой степени 
злокачественности (III и IV Grade).

Методом RT–PCR показана положительная корреля-
ция между уровнем миграционной активности клеточных 
культур глиомы человека и  уровнем экспрессии MELK 
и  L1CAM и  отрицательная корреляция между уровнем 
миграционной активности клеточных культур глиомы че-
ловека и уровнем экспрессии CIRBP и Nestin.

Иммуноцитохимическим анализом выявлено снижение 
CIRBP, Sox2 и CXCR4 в клеточных культурах глиомы чело-
века с высоким уровнем миграции, что было подтверждено 
при проведении корреляционного анализа данных.

Обнаружено, что в клеточных культурах глиом челове-
ка наблюдается одновременное возрастание уровня экс-
прессии одних маркеров стволовости (L1CAM, CD133, 
GFAP) и падение — других (Nestin, Sox2,Oct4), что позво-
ляет сделать предположение о наличии как минимум двух 
типов клеточных популяций опухолевых стволовых клеток.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
18-29-01012.
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Ишемическая болезнь сердца и  другие сердечно-со-
судистые заболевания, которые сопровождаются быстрой 


