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Продукция TNF-α увеличилась в 1,5 раза в эксперимен-
тальных группах и  достоверно отличалась от  контроль-
ных значений (P<0,05).

ММСК либо не реагировали (IL-1b, IL-6), либо значи-
тельно (в  4  раза) снижали (TNF-α) секреторную актив-
ность в 3D-культуре.

Вывод. Клетками-мишенями, реагирующими на  то-
пографию КФ  поверхности усилением провоспали-
тельной активности в  течении первых 14  суток, явля-
ются Т-лимфоциты, но  не  ММСК. Увеличение числа 
CD3CD4CD71+ клеток и  концентраций провоспалитель-
ных цитокинов способствует инициации сигнального 
каскада, клиренсу очага повреждения от возможных па-
тогенов и может быть триггером хоминга ММСК в очаг 
повреждения, что обеспечивает процесс репаративной 
регенерации костной ткани при остеосинтезе.

Исследование выполнено при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект № 16-15-10031).
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Мышечные дистрофии характеризуются первичным 
поражением мышечной ткани, развивающимся непре-
рывно-прогредиентно, зачастую приводя к инвалидности 
в трудоспособном возрасте, а также к смерти в детском 
и  подростковом возрасте. Общая распространенность 
мышечных дистрофий составляет 19.8–25.1:100000, 
высоко распространена группа поясно-конечност-
ных мышечных дистрофий (от  1:14500  до  1:123000). 
Этиотропного лечения этих заболеваний на сегодняшний 
день не существует. Учитывая то, что миодистрофии вы-
званы мутациями в генах, кодирующих мышечные белки, 
наиболее оптимальным подходом является генная тера-
пия, позволяющая корректировать генетический матери-
ал клетки. В исследованиях по разработке генной терапии 
мышечных дистрофий возникает необходимость рассмо-
треть тот или иной подход (редактирование ДНК, РНК, ове-
рэкспрессия, а также доставка терапевтических молекул 
различными векторами) не только теоретически, но и про-
анализировать in vitro. Учитывая распространенность ми-
одистрофий, зачастую «труднодоступность» пациентов, 
многообразие мутаций и форм заболеваний, взятие био-
птата для выделения и культивирования клеток в условиях 
лаборатории зачастую весьма затруднительно, или не-
возможно. Кроме этого, для создания молекул, действую-
щих целенаправленно, на определенный участок ДНК или 

РНК, требуются образцы клеток, имеющих соответству-
ющую мутацию. Таким образом, необходимо создание 
клеточных тест-систем (моделей заболеваний) в  услови-
ях лаборатории из уже имеющегося или легкодоступного 
биоматериала. Оптимальным сегодня является примене-
ние системы геномного редактирования CRISPRCas9.

Нами выполнен дизайн молекулярного инструмента 
и  получены лентивирусные частицы, содержащие трех-
компонентную систему транскрипционной активации 
CRIPSRCas9-SAM, в  основе которой инактивированная 
нуклеаза Cas9 и факторы VP64, P65 и HSF1. В фибробла-
стах, полученных от пациента с поясно-конечностной мы-
шечной дистрофией 2Б (дисферлинопатией) с  мутацией 
в 26 экзоне гена, кодирующего мышечный белок дисфер-
лин (DYSF) был активирован ген DYSF. Селекцию транс-
дуцированных клеток последовательно проводили анти-
биотиками (гигромицин, зеоцин, бластицидин). Уровень 
мРНК измерялся с  помощью ОТ-ПЦР и  составил около 
40% от  контрольного. Экспрессия дисферлина в  кон-
трольных фибробластах была подтверждена с  помощью 
иммуноблоттинга. Таким образом, нами получена in vitro 
тест-система для отработки точных молекулярных инстру-
ментов для редактирования ДНК и РНК, а также подходов, 
связанных с оверэкспрессией белка дисферлина.
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Вирусные наночастицы перспективны для бионано-
технологии. Они монодисперсны, стабильны и могут быть 
получены в больших количествах. Поверхность вирусных 
частиц может быть модифицирована с целью придания 
ей  дополнительных функций. Вирус табачной мозаи-
ки (ВТМ)  — наиболее исследованный и  используемый 
в  бионанотехнологии вирус, имеющий палочкообраз-
ную форму диаметром 18 нм и длиной 300 нм. ВТМ был 
успешно применен в задачах тканевой инженерии. В ра-
боте из ВТМ сформировали 3D-каркас, который способ-
ствовал остеогенной дифференцировке стволовых кле-
ток и  последующей минерализации матрикса. В  работе 
[3] показано in vivo, что композиты на основе гидрогеля 
и ВТМ могут быть использованы для замещения костной 
ткани и не вызывают системной токсичности.

Нами предложено использовать наноцеллюлозу и ви-
русоподобные частицы из  модифицированного белка 
оболочки ВТМ для создания материалов, перспективных 
для замены костной ткани. Вирусоподобные частицы 
связывались с волокнами наноцеллюлозы и способство-
вали ее минерализации с образование гидроксилапати-
та. Детальное исследование методом атомно-силовой 
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микроскопии выявило нетривиальный характер взаи-
модействия наноцеллюлозы и  вирусоподобных частиц. 
До 60% площади поверхности волокон наноцеллюлозы 
оказалось покрыто квазикристаллами вирусоподобных 
наночастиц. Причем волокна наноцеллюлозы задава-
ли направление ориентации вирусоподобных наноча-
стиц. Образование квазикристаллов происходит за счет 
сил исключенного объема (взаимодействия Асакуры-
Оосавы). Причем наноцеллюлоза действует как высоко-
молекулярная добавка, приводящая к  возникновению 
осмотического давления, сближающего вирусоподные 
частицы. Волокна наноцеллюлозы могут быть рассмо-
трены как палочкообразные частицы, увеличивающие 
общую объемную концентрацию частиц, что способству-
ет возникновению жидкокристаллического упорядоче-
ния в системе.

В  предложенном нами композите для тканевой ин-
женерии наноцеллюлоза задает трехмерную структу-
ру, а плотное покрытие из вирусоподобных частиц ВТМ 
определяет поверхностные свойства материала и его по-
тенциал для взаимодействия с живыми системами.

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ 
(17-52-560001).
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Глютаровый альдегид является основным сшиваю-
щим агентом для биопротезов в  кардологии. Однако, 
он  имеет ряд недостатков, таких как высокая токсич-
ность и высокий риск кальцификации с последующей 
дисфункцией протеза. В  качестве альтернативного 

метода сшивки были предложены эпоксидные соеди-
нения. Обработка ими улучшает физико-механические 
и тромборезистентные характеристики. Цель исследо-
вания: оценка токсического действия биопротезов, пре-
добработанных ди- и пентаэпоксидами, на мононукле-
арные и эндотелиальные клетки. Материалы и методы. 
Объектом исследования являлись образцы бычьего 
(БП) и свиного (СП) перикарда с различными консер-
вантами: глютаровый альдегид (ГА); диглицидиловый 
эфир этиленгликоля (ДЭ); 5% ДЭ (экспозиция 10 дней), 
затем 2% 1,2,3,4,6-пента-O-{1-[2-(глицидилокси)
этокси]этил}- D-глюкопиранозы (экспозиция 10 дней) 
(10+10). Для получения экстрактов образцы био-
материала культивировали в  полной ростовой среде 
72  ч  при 37  0С в  соотношении 0,2  г  ткани/ мл  сре-
ды. Мононуклеарные клетки периферической кро-
ви здоровых доноров (МНК) выделяли на  градиенте 
плотности фиколл/ верографина (р=1.078 г/л). МНК 
25×104/лун культивировали в  стандартных условиях 
24  ч, затем производили замену среды на  100  мкл 
экстракта. Токсичность оценивали в МТТ-тесте через 
72  ч. На  монослой EaHy 926  укладывали образцы 
перикарда размером 1×1  см. Через 48  ч  инкубации 
конфлюэнтный слой оценивали на  микроскопе Axio 
Observer (Zeiss, Германия). Результаты исследования 
статистически обрабатывали с  использованием про-
граммы Statistica 10,0  for Windows (StatSoft, США). 
Жизнеспособность МНК через 24 ч культивирования 
с  экстрактами всех образцов перикарда оставалась 
высокой. Через 72  ч  наиболее выраженный токсиче-
ский эффект выявлен в  группе БП-ГА  (жизнеспособ-
ность 69%, р<0,01), а  наименее- в  группе БП-10+10 
(жизнеспособность 81%). Для свиного перикарда раз-
ницы в  жизнеспособности МНК для различных кон-
сервантов через 24 и 72 ч не было выявлено. Следует 
отметить, что жизнеспособность МНК в  группе СП-
ГА была статистически выше через 72 ч в сравнении 
с группой БП-ГА (р=0,0001). При культивировании пе-
рикарда на монослое EaHy 926 через 48 ч выявлена 
зона гибели клеток вокруг образца БП-ГА. Для осталь-
ных образцов перикарда не  выявлены повреждения 
монослоя EaHy 926. Таким образом, предложенный 
способ обработки биологических протезов ди- и  пен-
таэпоксидами не  является токсичным для МНК и  эн-
дотелиальных клеток.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РНФ (Заявка № 16-15-10315).


