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и  давно применяемых в  регенеративной медицине ин-
струментов клеточной терапии. Тем не менее, их биоло-
гия до сих пор активно изучается. Ранее нами было пока-
зано, что снижение содержания О2 в среде роста клеток 
in vitro до физиологических 5% с одновременным внесе-
нием фактора роста bFGF приводит к  повышению про-
лиферативной активности и  жизнеспособности ММСК 
с сохранением их мультипотентности. Кроме того, было 
обнаружено, что добавленный в  ростовую среду bFGF 
активирует на фоне физиологической гипоксии различ-
ные синтетические процессы, стабилизируя метаболизм 
ММСК и способствуя адаптации клеток к низким концен-
трациям кислорода. Установлено, что адаптационные 
реакции ММСК на низкие концентрации О2 связаны с ги-
поксией-индуцируемым фактором HIF1 и белком транс-
портером порфириновых пигментов ABCG2.

Целью работы явилось изучение влияния 5% 
О2  и  фактора bFGF на  уровень метилирования ДНК 
промоторов генов Hif1-α  и  Abcg2  в  ММСК. Клетки по-
лучали из  жировой ткани человека (с  информирован-
ного согласия пациентов) и  культивировали до  2  пас-
сажа в  стандартных условиях (5% СО2, 21% О2, 37°С) 
в питательной среде α-МЕМ с 10% фетальной бычьей 
сыворотки, на  3  пассаже ММСК помещали в  гипокси-
ческие условия (5% СО2, 5% О2, 90% N2, 37°С) и куль-
тивировали в питательной среде того же состава в тече-
ние 3  сут. Для исследования экспрессии генов белков 
HIF1-α и ABCG2 использовали ПЦР в реальном време-
ни, для определения уровня метилирования ДНК — ме-
тод бисульфитного секвенирования.

Выявлено, что при 5% О2 экспрессия генов кислород-
зависимой α-субъединицы белка HIF1 и белка ABCG2 по-
вышается, в т. ч. за счет снижения уровня метилирования 
ДНК их промоторных участков. При этом уровень мети-
лирования регулируется и  внесением в  ростовую среду 
bFGF. Независимо от содержания О2 в среде bFGF снижа-
ет уровень метилирования ДНК промоторов генов Hif1-α, 
Abcg2, что приводит к повышению их экспрессии.

Полученные данные свидетельствуют о важной роли 
метилирования ДНК в определении функциональной ак-
тивности ММСК в условиях культуры при физиологиче-
ской гипоксии и в присутствии фактора bFGF.
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Существующая схема лечения глиобластомы вклю-
чает в  себя курс адъювантной радиохимиотерапии, при 
этом средняя продолжительность жизни составляет 
15  месяцев. Для повышения эффективности лечения 
необходимы новые методы радиотерапии, которые 
на  начальных этапах изучаются в  экспериментальных 
моделях in  vivo. Облучение экспериментальных живот-
ных невозможно провести без применения анестетиков. 
Один из важных моментов, возникающих при этом, какое 

влияние оказывает усыпление на исследуемые в экспе-
рименте параметры. В данной работе мы изучали влия-
ние комбинации препаратов домитор и золетил на такие 
ключевые компоненты внеклеточного матрикса ткани 
головного мозга как протеогликаны (ПГ).

Исследование проводили на  модели эксперимен-
тальных животных in  vivo (2-месячные самцы мышей 
C57BL/6). Животных усыпляли с использованием ком-
бинации препаратов Золетил и Д омитор три раза с  ин-
тервалом 24 часа. Уровень экспрессии ПГ (синдекан-1, 
глипикан-1, перлекан, версикан, бревикан, CSPG4/NG2, 
CD44, декорин, бигликан и нейрокан) в коре и подкорке 
головного мозга определяли методом ОТ-ПЦР в  реаль-
ном времени через 24, 48 и 72 часа после усыпления.

Было показано, что использование анестетиков 
приводило к  изменению уровня экспрессии большин-
ства протеогликанов внеклеточного матрикса ткани 
головного мозга. В коре происходило увеличение уров-
ней экспрессии синдекана-1 (в  1,5–2,5  раза) и  бигли-
кана (в  1,5–2  раза) и  снижение уровней экспрессии 
перлекана (в  1,5–2,5  раза), версикана (в  1,5–5  раз), 
CSPG4/NG2 (в  1,5–10  раз), CD44 (в  10–30  раз), де-
корина (в 1,5–3 раза) и нейрокана (в 1,5–4 раза), при 
этом транскрипционная активность глипикана-1 и бре-
викана не  изменялась. В  тканях внекорковых структур 
головного мозга применение анестезии вызывало сни-
жение экспрессии синдекана-1 (в  3–10  раз), перлека-
на (в  1,5–2  раза), бревикана (в  1,5–3  раза), CSPG4/
NG2 (в 1,5–5 раз), бигликана (в 1,5 раза) и нейрокана 
(в 2,5–4 раза), а транскрипционная активность глипика-
на-1, версикана, CD44 и декорина не изменялась. При 
этом тенденции к восстановлению уровней экспрессии 
ПГ  за  наблюдаемый промежуток времени не  наблю-
далось  — вызванные эффекты были видны уже через 
24 часа и через трое суток эффект только усугублялся.

Таким образом, при проведении исследований в экс-
периментальных моделях in  vivo необходимо учитывать, 
что усыпление животных может оказывать эффект на ис-
следуемые параметры.

Исследование выполнено за счет гранта РФФИ (про-
ект № 18-29-01036/18), Цидулко А.Ю. поддержана 
стипендией Президента РФ (СП-5435.2018.4).
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Ишемия головного мозга — патологическое состо-
яние, развивающееся на  фоне нарушения мозгового 
кровообращения, является одной из основных причин 
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инвалидизации населения во всем мире. Данная пато-
логия до  настоящего времени не  имеет эффективных 
методов лечения, поэтому поиск эффективных методов 
лечения ишемии головного мозга чрезвычайно актуа-
лен. Целью настоящей работы было изучение влияния 
трансплантации мультипотентных мезенхимальных 
стромальных клеток (ММСК), полученных из  кост-
ного мозга плода человека (ММСКч) и  ММСК крысы 
(ММСКкр), а  также нейральных стволовых и  прогени-
торных клеток (НСПК) плода человека (НСПКч) и НСПК 
крысы ( НСПКкр) на выживание, а также устранение не-
врологических нарушений и выраженности патологиче-
ских изменений в головном мозге. Исследования были 
выполнены на крысах с односторонним повреждением 
сенсомоторной коры методом фотоиндуцированного 
тромбоза сосудов головного мозга, которое приво-
дило к образованию фокального очага ишемического 
повреждения коры головного мозга. Трансплантацию 
клеток проводили через сутки после моделирования 
ишемии. Неврологический статус животных оценивали 
до  индукции ишемии головного мозга, а  так же  на  7, 
14  и  21  день после ишемии. Нейровизуализацию 
проводили при помощи магнитно- резонансной то-
мографии. Показали, что трансплантация всех типов 
клеток, как аллогенных, так и ксеногенных способство-
вала снижению смертности, уменьшению объёма по-
вреждения и  снижению неврологического дефицита. 
Выраженность эффекта напрямую зависела от  типа 
трансплантированных клеток, максимальное снижение 
смертности было отмечено у крыс после транспланта-
ции НСПКкр, введение ММСКч и НСПКч в большей сте-
пени способствовало снижению объёма повреждений, 
неврологический дефицит был менее выражен у крыс 
после трансплантации НСПКч и ММСКкр.
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Одной из актуальных задач создания функционально 
активной ткани поджелудочной железы является разра-
ботка тканеспецифического каркаса, способного имити-
ровать для островков Лангерганса необходимое микро-
окружение биологической среды.

Цель работы: получение тканеспецифического кар-
каса из децеллюляризованных фрагментов поджелудоч-
ной железы человека (ПЖ).

Материалы и  методы. Протокол децеллюляриза-
ции включал в себя 3 цикла замораживания и оттаива-
ния фрагментов ПЖ с последующим механическим из-
мельчением ткани и отмывкой в трех сменах буферного 
раствора (рН = 7,4), содержащего растворы 0,1% доде-
цилсульфата натрия и  повышающуюся концентрацию 
Тритона Х100 (1, 2 и 3%, соответственно). На каждом 
этапе децеллюляризации проводили рутинное окра-
шивание образцов гематоксилином и  эозином, DAPI, 

на общий коллаген (метод Массона) и на эластические 
волокна (метод Унны-Тенцера). Дополнительно, прово-
дили иммуногистохимический анализ срезов децеллю-
ляризированных фрагментов ПЖ  на  коллаген 1  типа. 
Определяли количество ДНК в  нативной и  децеллюля-
ризованной ткани ПЖ и исследовали цитотоксичность 
полученных образцов.

Результаты. Гистологическое исследование пока-
зало, что в  процессе проведения децелллюляризации 
в  образцах фрагментов ткани ПЖ  не  было обнаружено 
сохранившихся клеток, клеточных ядер и продуктов кари-
орексиса, зерен детрита.

Соединительнотканный каркас представлен тонко-
волокнистой сетевидной структурой, позитивно окра-
шенной по  методу Массона, по  методу Унны-Тенцера 
и  на  коллаген 1  типа. Было установлено, что при де-
целлюляризации ПЖ в ткани сохранилось лишь около 
0,1% ДНК. Полученные результаты показали отсут-
ствие цитотоксичности децеллюляризованной панкре-
атической ткани.

Выводы. Предложенный протокол децеллюляриза-
ции фрагментов донорской ПЖ является эффективным 
и позволяет получить свободный от клеток и клеточных 
фрагментов тканеспецифический матрикс с низкой им-
муногенностью, в составе которого идентифицируется 
коллаген 1 типа и эластин. Полученный матрикс не про-
являет признаков цитотоксичности и может в дальней-
шем использоваться для рецеллюляризации островка-
ми Лангерганса.
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Ацеллюлярные матриксы из тканей и органов живот-
ных являются перспективными для применения в хирур-
гии. Однако механические свойства таких материалов, 
способность к биодеградации, биологическая и иммуно-
логическая безопасность и  достигаемый лечебный эф-
фект при имплантации, зависят от  особенностей техно-
логии их изготовления.

Ацеллюлярный дермальный матрикс (АДМ) получали 
из  шкур свиней путем последовательной обработки со-
левым гипертоническим раствором, 2% раствором де-
зоксихолата натрия (ДХ), 0,7% раствором липазы на 2%-
ном ДХ, а  затем ДНК-азой в  кон-центрации 40  ед./мл. 
После финальной промывки, лабораторные образцы 
подвергали стерилизации в 70% спирте.

Структуру полученного АДМ оценивали в  поляри-
зованном свете. Стандартными методами определяли 
остаточное содержание нейтральных липидов и Д НК. 
Протеом АДМ исследовали методом электрофорети-
ческого разделения белков. Биосовместимость оце-
нена на  сроках от  28  до  180  суток путем подкожной 
имплантации образцов АДМ крысам по  задней по-
верхности шеи.

При исследовании в  поляризованном свете АДМ 
представлен многочисленными фибриллами различной 


