
8282

original  research
Experimental  medicine

Оригинальные  исследования
Экспериментальная  медицина

© Коллектив авторов, 2017
УДК 576.54.085.23:611.085
DOI – http://doi.org/10.14300/mnnc.2017.12023
ISSN – 2073-8137

ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ МУЛЬТИПОТЕНТНЫХ 
МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕТОК МАКАК-РЕЗУСов  
ДЛЯ СОЗДАНИЯ ТКАНЕИНЖЕНЕРНЫХ КОНСТРУКЦИЙ 
Е. А. Губарева 1, Е. В. Куевда 1, А. С. Сотниченко 1, И. В. Гилевич 1,  
И. С. Гуменюк 1, Р. З. Накохов 1, Д. Д. Карал-оглы 2, С. В. Орлов 2

1 Кубанский государственный медицинский университет, Краснодар, Россия
2 Научно-исследовательский институт медицинской приматологии,  
Сочи-Адлер, Россия

PROSPECTS OF MACACAMULATTA’S MESENCHYMAL MULTIPOTENT 
STROMAL CELLS USAGE FOR TISSUE-ENGINEERED SCAFFOLDS CREATION 
Gubareva E. A. 1, Kuevda E. V. 1, Sotnichenko A. S. 1, Gilevich I. V. 1,  
Gumenyuk I. S. 1, Nakohov R. Z. 1, Karal-ogly D. D. 2, orlov S. V. 2

1 Kuban State Medical University, Krasnodar, Russia
2 Research Institute of Medical Primatology, Sochi-Adler, Russia

Тканевая инженерия может стать альтернативным способом лечения и фокусируется на восстановлении, 
замене и регенерации клеток, тканей и органов с нарушенными функциями. Одной из задач регенеративной 
медицины является выбор клеточной линии для рецеллюляризации биологических или синтетических кар-
касов. Для статической рецеллюляризации или даже рецеллюляризации целого органа можно использовать 
мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки (ММСК) с последующей оценкой их метаболической 
активности и жизнеспособности. Популяция ММСК, полученная из костного мозга приматов Macaca mulatta, 
дифференцируется в адипогенном, хондрогенном и остеогенном направлении и характеризуется иммунофе-
нотипом CD73+/CD90+/CD105+/CD45–/CD34–, что очень важно для определения клеточной принадлежности 
и дальнейшего использования клеток для рецеллюляризации. Рецеллюляризация легких, диафрагмы и пище-
вода приматов выполнена статическим способом для последующей оценки цитотоксических свойств полу-
ченных каркасов, что является важнейшим критерием их качества.
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Tissue engineering may become an alternative way of treatment being focused on restoration, replacement and 
regeneration of damaged cells, tissues and organs. One of the problems of regenerative medicine is the choice 
of the cellular line for a recellularization of biological or synthetic scaffolds. For a static recellularization or even 
a recellularization of a whole organ it is possible to use the mesenchymal multipotent stromal cells (MMSC) with 
the subsequent evaluation of their metabolic activity and viability. The population of MMSCs obtained from bone 
marrow of Macaca mulatta primates is differentiated in adipogenic, chondrogenic and osteogenetic directions 
and is characterized by CD73+/CD90+/CD105+/CD45–/CD34– immunophenotype that is very important for cells 
specificity identification and further use of cells for recellularization. Recellularization of primate’s lungs, diaphragm 
and oesophagus is executed in the static way with the subsequent evaluation of cytotoxic properties of the obtained 
scaffolds.  
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Методы регенеративной медицины актив-
но используются для решения проблем, с 
которыми крайне трудно справиться аль-

тернативными способами лечения, даже при ус-
ловии выполнения успешной трансплантации. 
Немаловажную роль играет применение ауто-
логичных клеток реципиента при создании тка-
неинженерных конструкций и использовании 
клеточной терапии, что полностью исключает по-
требность в иммуносупрессивной терапии и рас-
сматривается как перспективный метод лечения 
многих заболеваний [4]. Способность к направ-
ленной дифференцировке, самообновлению и 
низкая иммуногенность, а также безопасность 
ММСК позволяют считать их перспективным кле-
точным ресурсом для создания биоинженерных 
конструкций [5]. 

Применению мультипотентных мезенхимальных 
стромальных клеток (ММСК) в клинической практике 
должно предшествовать изучение поведения культу-
ры в условиях in vitro, с использованием клеток, полу-
ченных от мелких и крупных лабораторных животных. 
В частности, необходимо оценить способность их 
адгезии к пластику, провести иммунофенотипиче-
ский анализ, а также оценку дифференцировочного 
потенциала полученных культур ММСК. При успеш-
ной дифференцировке ММСК в три клеточные линии 
(адипоциты, хондроциты и остеобласты) и экспрес-
сии характерных клеточных CD-маркеров возможно 
говорить о принадлежности культуры клеток к ММСК 
[12]. Таким образом, перед применением клеток для 
рецеллюляризации тканеинженерных конструкций, 
полученных методом децеллюляризации, и оценкой 
их токсичности и биосовместимости in vitro необхо-
димо убедиться в принадлежности получаемой куль-
туры к ММСК. Вышеперечисленные критерии исполь-
зуются применительно к культуре клеток, полученных 
от человека, однако отсутствие четких параметров 
характеристики животных клеток диктует необходи-
мость предварительного типирования ММСК прима-
тов для осуществления контроля качества используе-
мого материала [8, 9, 11]. 

Материал и методы. Аспирация костного мозга
Аспирацию костного мозга проводили у обе-

зьян-самцов Macaca mulatta после транквилизации 
ксилазином гидрохлоридом (20 мг/мл) и золетилом 
(0,05  мл/кг). Аспирацию костного мозга выполняли 
из головки плечевой кости в объеме 1 мл и помеща-
ли в пробирки с гепарином (100 ЕД на 1 мл пунктата). 
Все манипуляции осуществляли после одобрения 
протоколов исследования локальным этическим ко-
митетом. Супернатант отбирали после отстаивания 
суспензии клеток в течение 24 часов при +4–8 °С, 
клетки отмывали в среде RPMI 1640 (ПанЭко, Рос-
сия), центрифугировали при 1200 об/мин 20 минут 
и ресуспендировали в ростовой среде, состоявшей 
из среды RPMI 1640 с добавлением раствора анти-
биотиков, 2 мМ L-глютамина, 20  % бычьей эмбрио- 
нальной сыворотки, 0,5 % концентрированного рас-
твора витаминов и 0,5  % концентрированного рас-
твора аминокислот (все  – Sigma, Англия). Клетки 
переносили во флаконы 25 см2 (COSTAR, США) и по-
мещали в CO2-инкубатор. После появления сплош-
ного монослоя культуру пассировали в соотношении 
1:2 или 1:3 в зависимости от количества клеток во 
флаконе. Клетки снимали с пластика с использова-
нием трипсина-ЭДТА и транспортировали в лабо-
раторию фундаментальных исследований в области 
регенеративной медицины в специальной среде 
HypoThermosolFRS (BioLifeSolutions, США) при по-

стоянной температуре +4 °С по стандартному прото-
колу фирмы-изготовителя.

Иммунофенотипирование ММСК
Иммунофенотипирование культуры ММСК про-

водили на проточном цитофлуориметре EpicsXL-
MCL («BeckmanCoulter», США) с аргоновым лазером 
с длиной волны 488 нм с использованием антител к 
СD90, CD105, CD73, CD45, CD34, производства BD, 
США, коньюгированных с PE, FITC. Суспензию кле-
ток инкубировали с антителами в течение 20 мин при 
37 °С в темном месте.

Культивирование ММСК
Транспортную среду удаляли центрифугирова-

нием, осадок ресуспендировали в среде DMEM, до-
полненной 10 % фетальной бычьей сывороткой, 1 % 
раствором антибиотика, содержащего пенициллин и 
стрептомицин (все  – Gibco, Life Technologies, США). 
При достижении клетками 70–80 % конфлюэнтности 
культуру пассировали по стандартной методике до 
2 пассажа. Микрофотосъемку культур клеток для ха-
рактеристики формы и адгезивной способности кле-
ток выполняли с использованием инвертированного 
микроскопа Olimpus IX 51 (Япония).

Индукция адипогенной дифференцировки ММСК
Стимуляцию адипогенной дифференцировки in 

vitro начинали на 2 пассаже в 6-луночном планше-
те с использованием набора StemPro® Adipogenesis 
Differentiation Kit (Gibco, Life Technologies, США) с 
контролем спонтанной дифференцировки (культиви-
рование клеток в стандартной среде DMEM без фак-
торов индукции). Через 7 дней клетки фиксировали 
в 4  % забуференном формалине в течение 30 мин, 
промывали дистиллированной водой, окрашивали 
рабочим раствором OilRed O (30 мг/мл в 60  % рас-
творе изопропанола). Эффективность адипогенной 
дифференцировки определяли по количеству клеток 
с окрашенными липидными включениями к общему 
количеству клеток. 

Индукция хондрогенной дифференцировки ММСК
Направленная хондрогенная дифференцировка 

выполнялась по тому же принципу, что и индукция 
адипогенеза ММСК на 2 пассаже. При этом использо-
вался набор StemPro® Chondrogenesis Differentiation 
Kit, продолжительность культивирования клеток со-
ставила 14 дней. По окончании стимуляции фиксацию 
опытных и контрольных образцов клеток осуществля-
ли в 4 % забуференном формалине в течение 30 мин. 
Окрашивание проводили рабочим раствором толуи-
динового синего для детекции мукополисахаридов. 
Эффективность проведенной дифференцировки 
определяли по интенсивности окрашивания. 

Индукция остеогенной дифференцировки ММСК 
Для направленной остеогенной дифференциров-

ки использовали ММСК 2 пассажа и набор реагентов 
StemPro® OsteogenesisDifferentiationKit. По истечении 
21 дня культивирования клетки фиксировали в 4 % за-
буференном формалине в течение 30 мин. Кальцифи-
кацию определяли качественно при окрашивании али-
зариновым красным. Снижение дифференцировочного 
потенциала в процессе культивирования ММСК в свя-
зи с увеличением числа пассажей демонстрировали 
в эксперименте с направленной дифференцировкой 
клеток более поздних пассажей (20 пассаж). 

Децеллюляризация легких, диафрагмы и пищевода 
Эксплантация органов (легкие, диафрагма, пище-

вод) проведена у 3 самцов макак-резусов (Macaca 
mulatta) при соблюдении правил проведения работ с 
использованием экспериментальных животных (про-
токол локального этического комитета № 30/1). Мате-
риал получали в условиях операционной на базе НИИ 
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медицинской приматологии РАМН (Сочи, Россия). 
Затем органы помещали в охлажденный раствор PBS 
при температуре +4 °С и транспортировали в лабо-
раторию фундаментальных исследований в области 
регенеративной медицины. Время доставки при этом 
составило не более 24 часов. В зависимости от про-
токолов децеллюляризации, специфичных для каж-
дого органа, проводили подготовку к последующему 
воздействие растворами детергентов. Так, пищевод 
в стерильных условиях канюлировали пластиковыми 
катетерами, фиксировали к перистальтическому на-
сосу посредством соединительных трубок и помеща-
ли в специализированный биореактор ORCA (Harvard 
Apparatus, США). Для децеллюляризации пищевода 
был использован детергент-энзиматический метод, 
включающий 2 цикла обработки (деионизированная 
вода  – 1 час; дезоксихолат натрия 4  % + 2 мM рас-
твор ЭДТА (все – Sigma-Aldrich, США) – 1 час; PBS – 
10  мин; бычья панкреатическая ДНКаза-I 2000 ЕД, 
разведенная в 200 мл PBS  – 1 час. Заключительный 
этап децеллюляризации заключался в перфузии 
раствором PBS в течение 18 часов [1]. Диафрагму 
очищали от соединительных тканей и помещали на 
ротирующую платформу. В течение 48 часов прово-
дили децеллюляризацию растворами детергентов и 
энзимов по модифицированному протоколу [2]. Де-
целлюляризацию легких макак-резусов проводили по 
авторскому протоколу последовательной перфузией 
2 % водным раствором дезоксихолата натрия, 0,1 % 
раствором Тритона Х-100, бычьей панкреатической 
ДНКазой-I 2000 ЕД через трахею с естественным от-
током через легочную паренхиму [3].

Рецеллюляризация полученных биологических 
каркасов с оценкой цитотоксических свойств 

Статичное засеивание ацеллюлярных матриксов 
легких, диафрагмы и пищевода выполнялось после 
трехкратной обработки каркасов раствором PBS, 
содержащим антибиотик  – антимикотик и однократ-
ной обработки культуральной средой DMEM. Для 
рецеллюляризации были использованы образцы 
диаметром 8 мм. Засеивание проводили в 48-луноч-
ных планшетах путем нанесения клеток в количестве 
80000 на каркасы при помощи пипетера. Для оценки 
метаболической активности клеток и цитотоксично-
сти каркаса выполняли XTT-тест (Biological Industries, 
Израиль) по стандартному протоколу фирмы-изгото-
вителя после 72 часов культивирования типирован-
ных ранее клеток.

Статистический анализ
Статистическую обработку полученных данных 

осуществляли методами вариационной статисти-
ки с использованием программного обеспечения 
GraphPadPrismversion 6.04. (источник www.graphpad.
com). Полученные результаты выражали в виде сред-
них значений (M) и ошибки среднего (m). 

Результаты и обсуждение. В процессе культи-
вирования клетки прикреплялись к пластику, упло-
щались и распластывались. Все неприкрепившиеся 
клетки удалялись при смене культуральной среды. 
Эффективность прошедшей дифференцировки в три 
клеточные линии оценивали качественно в сравне-
нии с контрольными образцами, не подвергавшимися 
воздействию индукционных сред. При культивирова-
нии в адипогенной среде в течение 7 суток в культу-
ре ММСК выявляли клетки округлой формы с вакуо-
лями, содержащими нейтральные липиды, позитивно 
окрашивавшиеся OilRed О (рис. 1, а). После индукции 
средой, содержащей хондрогенные ростовые факто-
ры, в течение 14 дней продукция мукополисахаридов 
ММСК значительно повышалась, что подтверждалось 

интенсивным фиолетовым окрашиванием клеточных 
включений, содержащихся в лакуноподобных струк-
турах внутри клеток. Это позволило сделать вывод об 
успешной хондрогенной дифференцировке (рис. 1, б). 
Через 21 день остеогенной индукции внеклеточный 
матрикс интенсивно окрашивался ализариновым 
красным, подтверждая дифференцировку (рис. 1, в). 

Рис. 1. Направленная дифференцировка культуры ММСК 2 
пассажа: а – адипогенная дифференцировка,  

окрашивание OilRed O; б – хондрогенная 
дифференцировка, окрашивание толуидиновым синим; 

в – остеогенная дифференцировка, окрашивание 
ализариновым красным; г – контрольная культура,  

фазовый контраст. Увеличение х400

Способность к дифференцировке резко снижа-
лась с увеличением числа пассажей, что отмечали 
качественно при световой микроскопии после про-
ведения индуцированной дифференцировки клеток 
20 пассажей по протоколам, идентичным применен-
ным для направленной клеточной дифференцировки 
на втором пассаже.

Типирование клеточной линии производили не-
посредственно после выделения клеток из костного 
мозга, а также по завершении 2 и 6 циклов культи-
вирования. Согласно литературным данным [10], на 
поздних пассажах возможно изменение иммунофено-
типа клеток (экспрессия CD90 снижается до 10–15 % 
к 10 пассажу, в то время как на первых пассажах она 
составляет 90–100 %). С целью проверки этих данных 
для ММСК макак-резусов, мы провели иммунофено-
типирование клеток на ранних (2) и более поздних (6) 
пассажах. Было установлено, что экспрессия марке-
ров CD90+, CD105+, CD73+ не снижалась в процес-
се культивирования. Эти результаты полностью со-
ответствуют данным, представленным в работе [6].  
В то же время количество CD45- и CD34- клеток на 
раннем пассаже снижалось очень значительно, но за-
тем происходило их увеличение, хотя оно и не дости-
гало исходных (нативный костный мозг – КМ) значе-
ний (табл.). Указанные качественные характеристики 
и способность к индуцированной дифференцировке 
являются признаком принадлежности клеточной по-
пуляции к ММСК по определенным Комитетом по 
стволовым клеткам Международного общества кле-
точной терапии параметрам: 1) адгезия к культураль-
ному пластику и фибробластоподобная морфология; 
2) способность дифференцироваться в трех направ-
лениях  – адипогенном, хондрогенном и остеоген-
ном; 3) специфический иммунофенотип (экспрессия 
CD73, CD90, CD105 и отсутствие экспрессии CD34, 
CD45) на ранних пассажах [6]. Указанные критерии 
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были разработаны для человеческих ММСК, однако 
отсутствие подобных параметров оценки для кле-
ток животных позволяет нам воспользоваться ими 
для осуществления контроля качества клеточного 
материала при рецеллюляризации каркасов. Гисто-
логическое исследование результатов статично-
го ресидинга децеллюляризированного пищевода 

типированными ранее ММСК показало, что клетки 
прикрепились к поверхности каркаса без миграции 
в толщу матрикса. Метаболическую активность кле-
ток, способность указанных клеток пролиферировать 
на каркасах и отсутствие цитотоксических свойств 
использованных биологических каркасов подтверж- 
дали результатами XTT-тестов (рис. 2).

Рис. 2. Результаты оценки метаболической активности клеток на каркасах легких (а) и диафрагмы (б).  
Клетки жизнеспособны и пролиферируют на каркасах после 72 часов культивирования (р<0,05)

Таблица
Иммунофенотипическая характеристика ММСК макак-резусов

Обра-
зец

Характеристика
культуры

Результаты
CD45-

Lot: 3095590
CD90+

Lot: 2296945
CD34-

Lot: 3277660
CD105+

Lot: 31516310
CD73+

Lot: 2237759
1 Нативный КМ 32,5 51,7 30 49,3 55,6

2 пассаж 4 88,1 3 90 не типировали
6 пассаж 15,3 55,0 12 60 77,6

2 Нативный КМ 52 54,6 26,4 55,4 56,1
2 пассаж 4 89 2,4 87 не типировали
6 пассаж 11,1 61 10 72 72

3 Нативный КМ 28,6 52,6 25.5 54,6 57,1
2 пассаж 3 90 4 88,8 не типировали
6 пассаж 12 70 7 80 69

Заключение. Одним из ключевых вопросов в ре-
шении проблем регенеративной медицины с при-
менением тканеинженерного подхода является 
обоснованность выбора клеточной составляющей био-
логического трансплантата для замещения дефектов.  
В современной литературе большое внимание уде-
ляется использованию ММСК костномозгового про-
исхождения, что связано с их безопасностью и до-
ступностью эксплантации из тканевого источника. 
Полученные клетки являются прекрасной моделью 
для статичной рецеллюляризации биологических 
каркасов и оценки биосовместимости и токсичности 
каркасов, их способности поддерживать адгезию, кле-

точный рост, пролиферацию и способность к диффе-
ренцировке.

Работа выполнена при поддержке Российского 
научного фонда для проведения фундаментальных 
научных исследований и поисковых научных иссле-
дований международными научными группами (но-
мер проекта 14-45-00018 от 15.10.2014) и государ-
ственного задания Министерства здравоохранения 
Российской Федерации (от 28.01.2015, ч. 1, раз- 
дел 1) «Разработка экспериментальных образцов 
тканеинженерных конструкций на основе децеллю-
ляризированных матриксов для применения в реге-
неративной медицине».
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