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этими элементами реализуется через нарушение актив-
ности ферментов, метаболизирующих коллаген, в  том 
числе LOX и MMP, и оксидативного стресса, вызванного 
нарушением работы СОД.

Отсутствие адекватной животной модели КК, делает 
актуальным использование клеточных моделей, в  том 
числе тканеподобных структур, которые позволяют 
работать с  человеческим материалом и  дают возмож-
ность контролировать микроэлементный состав клеточ-
ного окружения.

Изучению клеточной системы в условиях дефицита 
цинка и  меди посвящено не  так много работ, вероят-
но это отчасти связано с  отсутствием общепринятых 
подходов к  селективному удалению этих элементов 
из  «стандартной» культуральной среды сложного со-
става. Однако некоторые наработки в этой области все 
же имеются. Взяв за основу способ обеднения двухва-
лентными ионами биологических сред ионообменной 
смолой, мы  показали возможность значительного се-
лективного обеднения FBS одним из  целевых элемен-
тов и протестировали возможность роста кератоцитов 
на  полученной среде, сравнив биомеханические свой-
ства клеточных пластов выращенных в стандартных ус-
ловиях и в условиях дефицита цинка.

Материалы и методы. Клетки стромы роговицы че-
ловека 3 пассажа, в концентрации 300 тыс/см2, культи-
вировали на среде, содержащей 10% FBS, в контрольных 
образцах — интактной, в опытных — пропущенной через 
колонку с  ионообменной смолой Chelex-100. Заверка 
содержания микроэлементов проводилась методом IСP-
MS. Биомеханические свойства полученных клеточных 
пластов анализировали на атомно-силовом микроскопе.

Результаты. Представленным способом нам уда-
лось добиться снижения концентрации цинка в  10  раз 
по сравнению с исходной. Культивированные в обеднен-
ной среде клеточный пласты демонстрируют более высо-
кий показатель жесткости чем контрольные образцы, что 
подтверждает тезис о  том, что баланс микроэлементов 
в ткани роговицы может играть ведущую роль в патоге-
незе КК. Кроме того, среда обедненная по цинку может 
быть компонентом модельной системы для изучения 
РЭР, т. к. в ней будет снижена активность MMP.
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Введение. В  настоящее время самым распростра-
ненным скаффолдом, применяемым в тканевой инжене-
рии, является коллаген, что обусловлено его слабой ан-
тигенностью и  резорбируемостью в  тканях реципиента. 
В  офтальмологии коллагеновые матриксы используют 
в  качестве субконъюнктивальных и  интрасклеральных 
дренажей для профилактики избыточного рубцевания 
сформированных при антиглаукомных операциях путей 

оттока внутриглазной жидкости. Перспективным явля-
ется применение тканеинженерных конструкций, засе-
ленных клетками активно препятствующими фибрози-
рованию, например, коллагеновый матрикс, заселенный 
МСК. Поэтому оценка биосовместимости потенциальных 
материалов и клеток для таких конструкций остается ак-
туальной задачей.

Цель: оценить в  эксперименте in  vitro биосовмести-
мость с  клетками лимба роговицы человека различных 
матриксов на основе коллагена (гемостатической колла-
геновой губки и офтальмологического дренажа iGen).

Материалы и  методы. Фрагменты гемостатиче-
ской коллагеновой губки и  дренажа iGen размерами 
2×2×2 мм заселяли клетками лимба роговицы человека 
4 пассажа, в концентрации 30 тыс./мл. Культивирование 
проводили на  среде DMEM, содержащей 10% феталь-
ной бычьей сыворотки и  смесь антибиотиков/ антими-
котиков (100 ЕД/мл пенициллина, 100 мкг/мл стрепто-
мицина) при 37оС в  атмосфере 5% СО2. Визуализацию 
осуществляли на  инвертированном флуоресцентном 
микроскопе через 1 и 7 суток после засева при окраске 
Calcein AM и Hoechst 33342.

Результаты. Через 1  сутки культивирования опре-
деляются единичные клетки в глубоких слоях гемостати-
ческой губки и дренажа iGen. Клетки имеют характерное 
веретеновидное строение, распластываются по  поверх-
ности матрикса и  стремятся к  адгезии к  коллагеновым 
волокнам. К 7 суткам культивирования отмечается зна-
чительное увеличение количества клеток, формирующих 
сетчатую структуру, выстилающую внутреннюю и наруж-
ную поверхности матриксов. Клетки имеют вытянутую ве-
ретеновидную форму и овальное ядро. Во многих клетках 
можно отметить наличие двух ядер. Практически отсут-
ствуют погибшие клетки. Распределение клеток являет-
ся равномерным и не отличается между разными типами 
исследованных матриксов.

Выводы. Полученные результаты свидетельствуют 
о  высокой биосовместимости с  клетками лимба рого-
вицы человека гемостатической губки и  дренажа iGen 
и  их  низкой цитотоксичности, что предполагает воз-
можность их  использования в  качестве носителя для 
создания тканеинженерных конструкций прим.мых 
в офтальмохирургии.

К характеристике внеклеточных 
везикул плюрипотентных стволовых 
клеток человека

Елена Александровна Супруненко1, Елизавета 
Алексеевна Сазонова1, Александр Михайлович 
Куринов2, Евгений Геннадиевич Евтушенко1

1 � МГУ им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия;
2 � Институт биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН, 

Москва, Россия

suprunenkoe@mail.ru

Исследования механизмов, регулирующих участие 
стволовых клеток человека в обеспечении регенерацион-
ных способностей тканей, открывают широкие перспек-
тивы их  применения в  регенерационной биомедицине. 
Известно, что регенерация ткани может осуществлять-
ся не  только за  счет прямой дифференцировки плюри-
потентных стволовых клеток в  нужном направлении, 
но и за счет их участия в специфической регуляции репа-
рационных процессов. В связи с этим, большой практи-
ческий интерес представляет изучение компонентов па-
ракринной секреции стволовых клеток, обеспечивающих 
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межклеточную коммуникацию и способных регулировать 
морфофункциональное состояние клеток. Одними из та-
ких паракринных регуляторных компонентов стволовых 
клеток являются секретируемые ими внеклеточные ве-
зикулы, представляющие собой мембранные замкну-
тые цитоплазматические фрагменты и  содержащие 
различный набор белков, липидов, нуклеиновых кислот. 
Сопоставление компонентов везикул и самих стволовых 
клеток может указывать на  регуляторный аспект пара-
кринной функции клеток.

В данной работе мы сопоставили наличие ряда клю-
чевых характеристических факторов в  эмбриональных 
стволовых клетках человека (ЭСК) и во внеклеточных ве-
зикулах, полученных в ходе их культивирования.

В работе были использованы ЭСК человека линии hES-
MK05  любезно предоставленные чл.-корр. РАН, д. б. н. 
М.A. Лагарьковой (ФНКЦ ФХМ ФМБА). Клетки культиви-
ровали по  стандартной методике, используя в  качестве 
подложки матригель. Внеклеточные везикулы выделяли 
из среды культивирования ЭСК методом последователь-
ного центрифугирования и  ультрацентрифугирования 
по стандартной методике. Концентрация везикул состав-
ляла в среднем 4,6×1011 част./мл, 80% детектируемых 
частиц лежат в  диапазоне размеров от  50  до  200  нм, 
что свидетельствует о  присутствии в  препаратах как 
экзосом, так и микровезикул. Результаты просвечиваю-
щей электронной микроскопии подтверждают наличие 
частиц, по  морфологии соответствующим везикулам. 
Проведенный нами молекулярно-генетический анализ 
(метод ПЦР в реальном времени) показал наличие мРНК 
генов  — основных маркеров плюрипотентности (Oct4, 
Sox2, Nanog, Lin 28) в  самих ЭСК человека линии hES-
MK05 и в их внеклеточных везикулах.

Таким образом, выявленная идентичность пара-
кринного компонента ЭСК может указывать на  то, что 
при сохранении плюрипотентного статуса клеток меж-
клеточные коммуникации направлены на  поддержание 
плюрипотентности.
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Биомедицина, возникшая на  стыке фундаменталь-
ных, преимущественно естественных наук, определяет 
новое направление в развитии медицины высоких техно-
логий. Принятие Конвенции о защите прав и достоинства 
человека в  связи с  применением достижений биологии 
и  медицины («Конвенции Овьедо») в  1997  году можно 
считать началом эпохи биомедицины. Количество пу-
бликаций в  этой области с  каждым годом значительно 
возрастает, и  на  данный момент составляет уже около 
50000 источников по базе данных PubMed. Тем не ме-
нее, вопросы гармонизации и  развития общих и  специ-
альных терминов, применяемых в области биомедицины, 
остаются актуальными.

Нами был проведён анализ ряда ключевых между-
народных и  российских законов и  нормативных актов 
в области биоэтики и биомедицины, а также ряд руко-
водств, рекомендаций, учебников, справочных изданий 
(глоссариев) и  научных статей. Было определено со-
временное состояние российского и  международного 

законодательства в  области биомедицины, и  разра-
ботан алгоритм формирования понятийного аппарата 
в  области биомедицины. В  результате были выделе-
ны термины, связанные с  биоэтикой и  биомедициной, 
в  виде понятий и  устойчивых выражений. Был сделан 
перевод англоязычных терминов с учётом сложившей-
ся практики их применения в научных публикациях, для 
каждого термина было найдено определение и  под-
готовлена сопроводительная статья. На  основании 
собранного материала было составлено справочное 
издание  — «Справочник международных терминов, 
применяемых в  области биомедицины», содержащий 
как русско-английскую часть с толкованиями, так и анг-
ло-русский терминологический словарь. Данный спра-
вочник (глоссарий) может быть использован как при 
работе со  специальной литературой, так и  в  качестве 
самостоятельного руководства по биомедицине.
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Лимб является нишей стволовых клеток роговицы 
и содержит как эпителиальные (LESCs), так и стромаль-
ные стволовые клетки (CSSCs). Поиск новых оптималь-
ных условий выделения и  культивирования стволовых 
клеток лимба является базой для создания новых кле-
точных продуктов, используемых в  лечении дефицита 
лимбальных стволовых клеток.

Цель работы: характеристика стволовых клеток лим-
ба при различных методах выделения и культивирования. 
Лимбальные стволовые клетки получали из области лим-
ба энуклеированных по  плановым медицинским показа-
ниям глаз. Лимбальный графт отмывали, измельчали. 
Выделение клеток производили двумя методами: фер-
ментативным и эксплантом. При ферментативном методе 
выделения клеток, лимб обрабатывали 0,05% раствором 
коллагеназы. Клетки культивтровали в стандартных усло-
виях в полной среде DMEM/F12. После третьего пассажа 
проводили фенотипирование клеток и дифференцировку 
в  адипогенном и  остеогенном направлениях. При выде-
лении клеток лимба методом экспланта в  качестве фи-
дера использовали силиковысушенную амниотическую 
мембрану (АМ). Фрагменты лимба на АМ культивировали 
в стандартных условиях в полной среде CECBM (Corneal 
Epithelial Cell Basal Medium). После закрытия большей 
части поверхности АМ, адгезированные клетки снима-
ли и  фенотипировали. Морфологию клеток оценивали 


