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Èññëå äî âà ëè ðàç ëè÷ íûå óñëî âèÿ çà ñå ëå íèÿ ïî ëè ìåð íûõ ãó áîê íà îñíî âå ìàê ðî ïî ðèñ òî ãî àãà ðîç íî ãî
êðè î ãå ëÿ (ÌÀÊÃ) ñòðî ìàëü íû ìè êëåò êà ìè êîñ òíî ãî ìîç ãà ÷å ëî âå êà. Èñïîëü çî âà ëè òðè âà ðè àí òà
ââå äå íèÿ êëå òîê â ÌÀÊÃ: ñî âìåñòíóþ èí êó áà öèþ ïðè ïî ñòî ÿí íîì ïå ðå ìå øè âà íèè, èí òåí ñèâ íîå
âñòðÿ õè âàíèå è ñî çäàíèå îò ðè öà òåëü íîãî äàâ ëå íèÿ. Ðå çóëü òà òû ðà áî òû ñâè äå ò åëüñòâó þò î ïåð -
ñïåê òèâ íîñ òè èñ ïîëü çî âà íèÿ ìàê ðî ïî ðèñ òûõ ãó áîê íà îñíî âå êðè î ãå ëÿ àãà ðî çû â êà ÷åñ òâå òðåõ ìåð -
íî ãî íî ñè òå ëÿ äëÿ êóëü òè âè ðî âà íèÿ ñòðî ìàëü íûõ êëå òîê ïðè ðàç ëè÷ íûõ ñïîñîáàõ çà ñå ëå íèÿ êëå òîê.

Êëþ ÷å âûå ñëî âà: òêà íå âàÿ èí æå íå ðèÿ, ñòðî ìàëü íûå êëåò êè êîñ òíî ãî ìîç ãà, ìàê ðî ïî ðèñ òûå ãóá êè, 
àãà ðîç íûé êðè î ãåëü, çà ñå ëå íèå, Alamar Blue.

Ââå äå íèå. Òêà íå âàÿ èí æå íå ðèÿ – ìî ëî äîå íà ïðàâ -
ëå íèå áè î òåõ íî ëî ãèè, áà çè ðó þ ùå å ñÿ íà ïðè íöè ïàõ 
áè î ëî ãèè, õè ìèè, ìà òå ðè à ëî âå äå íèÿ è ìå äè öè íû.
Â èñ ñëå äî âà íè ÿõ ïî äàí íî ìó íà ïðàâ ëå íèþ èñ ïîëü -
çó åò ñÿ êîì ïëåêñ êëå òîê è áè î ìà òå ðè à ëîâ ðàç ëè÷ -
íîé ïðè ðî äû äëÿ ñî çäà íèÿ in vitro ôóíê öè î íè ðó þ -
ùèõ òêà íåé äëÿ ïî ñëå äó þ ùåé òðàíñ ïëàí òà öèè.
Ìà òå ðè à ëû íà îñíî âå àãà ðî çû – ïî ëè ñà õà ðè äà, ïî -
ëó ÷à å ìî ãî èç ìîð ñêèõ âî äî ðîñ ëåé – íå ðàñ ïà äà þò -
ñÿ â îðãà íèç ìå ìëå êî ïè òà þ ùèõ èç-çà îò ñó òñòâèÿ
àãà ðî ëè òè ÷åñ êèõ ôåð ìåí òîâ, ÷òî ìî æåò îá åñ ïå ÷èòü 
äëè òåëü íîå ïîä äåð æà íèå ôîð ìû è îá ú å ìà òðàíñ -
ïëàí òà òà, ñî çäàí íî ãî ñ ïðè ìå íå íè åì àãà ðî çû â êà -
÷åñ òâå íî ñè òå ëÿ ñî îò âå òñòâó þ ùèõ êëå òîê. Êðî ìå
òîãî, àãà ðî çà íå èí äó öè ðó åò êñå íî ãåííîé èì ìó íî -

ëî ãè ÷åñêîé ðå àê öèè, à ââå äå íèå êëå òîê â àãà ðîç íûé 
ãåëü îá åñ ïå ÷è âà åò ïðî ëè ôå ðà öèþ ýì áðè î íàëü íûõ
è ãå ìî ïî ý òè ÷åñ êèõ ñòâî ëî âûõ êëå òîê, à òàê æå íå êî -
òî ðûõ êëå òî÷ íûõ ëè íèé â êóëü òó ðå [1, 2]. Ïðè ñî -
çäà íèè áè î èí æå íåð íîé êî íñòðóê öèè íå îá õî äè ìî,
÷òî áû ïîðû âíóò ðè òðåõ ìåð íî ãî íî ñè òå ëÿ áûëè
âçà è ìîñ âÿ çà íû (ñî îá ùà ëèñü), èìå ëè ðàç ìå ðû,
îïòèìàëüíûå äëÿ èíî êó ëÿ öèè êëå òîê, è îá ëà äà ëè
äîñ òà òî÷ íîé ïëî ùàäüþ äëÿ èõ ïî ñëå äó þ ùå ãî ðîñ -
òà. Ýòèì òðå áî âà íè ÿì îò âå ÷à þò ìàê ðî ïî ðèñ òûå
êðè î ãå ëè íà îñíî âå àãà ðî çû [3]. 

Ïî ëè ìåð íûå êðè î ãå ëè – ýòî âû ñî êî ïî ðèñ òûå
ãå ëå âûå ìà òå ðè à ëû, êî òî ðûå ôîð ìè ðó þòñÿ â íå ãëó -
áî êî çà ìî ðî æåí íîé ñðå äå, ïðè ýòîì îá ðà çó þ ùè å ñÿ
ïî ëèê ðèñ òàë ëû ðàñ òâî ðè òå ëÿ âû ïîë íÿ þò ôóíê öèþ 
ïî ðî ãå íà (ïî ðî îá ðà çî âà òå ëÿ), à ñî áñòâåí íî ãå ëå âàÿ
ìàò ðè öà âîç íè êà åò â îñòà þ ùèõ ñÿ æèä êè ìè îá ëàñ -
òÿõ ñèñ òå ìû – òàê íà çû âà å ìîé æèä êîé ìèê ðî ôà çå
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[4]. Ïî ý òî ìó õà ðàê òåð íîé ìîð ôî ëî ãè ÷åñ êîé îñî -
áåí íîñ òüþ êðè î ãå ëåé ÿâ ëÿ åò ñÿ èõ ìàê ðî ïî ðèñ -
òîñòü, à ïî ñêîëü êó ðîñò êàæ äî ãî êðèñ òàë ëà çà ìåð çà -
þ ùå ãî ðàñ òâî ðè òå ëÿ ïðî èñ õî äèò âïëîòü äî òåñ íî ãî
êîí òàê òà ñ ãðàíüþ äðó ãî ãî êðèñ òàë ëà, òî ïîñëå
îòòàèâàíèÿ ñèñòåìû ìàêðîïîðû ó ñôîð ìè ðî âàí íî -
ãî ãåëåâîãî ìà òå ðè à ëà âçà è ìîñ âÿ çà íû. 

Â êà ÷åñ òâå áè î ëî ãè ÷åñ êî ãî êîì ïî íåí òà áè î èí -
æå íåð íûõ êî íñòðóê öèé îñî áîå âíè ìà íèå ïðè âëå -
êà þò ñòâî ëî âûå êëåò êè, êî òî ðûå ìîæ íî ðàç -
ìíîæàòü â íå äèô ôå ðåí öè ðî âàí íîì ñî ñòî ÿ íèè, à çà -
òåì èí äó öè ðî âàòü ê äèô ôå ðåí öè ðîâ êå â çà äàí íîì
íà ïðàâ ëå íèè. Äëÿ ðàç ðà áîò êè áè î èí æå íåð íîé êîí-
ñòðóê öèè ðàç ëè÷ íûõ âè äîâ ñî å äè íè òåëü íîé òêà íè
îïòè ìàëü íûì êëå òî÷ íûì ìà òå ðè à ëîì ÿâ ëÿ þò ñÿ ìå -
çåí õèì àëüíûå ñòâî ëî âûå êëåò êè (ÌÑÊ), ñïî ñîá -
íûå äèô ôå ðåí öè ðî âàòü ñÿ â êëåò êè õðÿ ùå âîé, ìû -
øå÷ íîé, êîñ òíîé è æè ðî âîé òêà íåé [5]. Íå äàâ íî íà -
ìè ïî êà çà íî [6], ÷òî ñòðî ìàëü íûå êëåò êè (ÑÊ)
êîñ òíî ãî ìîç ãà âçðîñ ëî ãî ÷å ëî âå êà ïî ñëå ìî íîñ -
ëîé íî ãî êóëü òè âè ðî âà íèÿ â ñå ëåê òèâ íûõ ñðå äàõ õà -
ðàê òå ðè çó þò ñÿ ñâî éñòâà ìè ÌÑÊ – êëî íî ãåí íûì
ðîñ òîì, ìóëü òè ëè íåé íîé äèô ôå ðåí öè ðîâ êîé è ñî -
îò âåò- ñòâó þ ùèì èì ìó íî ôå íî òè ïîì. Â ñâÿçè ñ
ýòèì äàííûå êëåò êè âû áðà íû â êà÷åñòâå êëåòî÷íîé
ñîñòàâëÿþùåé äëÿ çàñåëåíèÿ ìàêðîïîðèñòûõ ãóáîê 
íà îñíîâå êðèîãåëÿ àãàðîçû.

Äëÿ ðàâ íî ìåð íî ãî ðàñ ïðå äå ëå íèÿ êëå òîê è îá -
åñ ïå ÷å íèÿ èõ ïðî ëè ôå ðà öèè â ñî ñòà âå òðåõ ìåð íûõ
ñòðóê òóð íå îá õî äè ìî âû áðàòü àäåê âàò íûé ìå òîä
çà ñå ëå íèÿ íî ñè òå ëÿ. Ñó ùåñ òâó þò ðàç ëè÷ íûå ñïî ñî -
áû ââå äå íèÿ êëå òîê â ãóá ÷à òûé íî ñè òåëü, ïðè ÷åì
ëó÷ øèõ ïî êà çà òå ëåé çà ñå ëå íèÿ è ðàâ íî ìåð íî ãî ðàñ -
ïðå äå ëå íèÿ êëå òîê â îá ú å ìå ìàê ðî ïî ðèñ òî ãî íî ñè -
òå ëÿ óäà âà ëîñü äî áèòü ñÿ âñëå äñòâèå «âà êó óì íî ãî
çà ñå ëå íèÿ» [7, 8], ñî âìåñ òíîé èí êó áà öèè êëå òîê è
íî ñè òå ëÿ [9] è èí òåí ñèâ íî ãî ïå ðå ìå øè âà íèÿ (øåé -
êè ðî âà íèÿ) [10, 11]. Âìåñ òå ñ òåì, äî íà ñòî ÿ ùå ãî
âðå ìå íè èñ ñëå äî âà íèé, ïî ñâÿ ùåí íûõ ñðàâ íå íèþ
ìå òî äîâ è âû áî ðó îïòè ìàëü íî ãî ïó òè çà ñå ëå íèÿ
ÌÑÊ ìàêðîïîðèñòûõ ãóáîê äëÿ ñîçäàíèÿ
áèîèíæåíåðíûõ êîíñòðóêöèé ñîåäèíèòåëüíîé
òêàíè, ïðîâåäåíî íå áûëî. 

Öåëüþ äàí íîé ðà áî òû ÿâè ëîñü èç ó÷å íèå îñî -
áåí íîñ òåé ïðî öåñ ñîâ çà ñå ëå íèÿ ïî ëè ìåð íûõ ãó áîê
íà îñíî âå ìàê ðî ïî ðèñ òî ãî àãà ðîç íî ãî êðè î ãå ëÿ

ñòðî ìàëü íû ìè êëåò êà ìè êîñ òíî ãî ìîç ãà ÷å ëî âå êà
ïðè ðàç ëè÷ íûõ ñïî ñî áàõ ââå äå íèÿ êëåòîê.

Ìà òå ðè à ëû è ìå òî äû. Âû äå ëå íèå è êóëü òè âè -
ðî âà íèå ñòðî ìàëü íûõ êëå òîê êîñ òíî ãî ìîç ãà. Ñóñ -
ïåí çèþ êëå òîê êîñ òíî ãî ìîç ãà ïî ëó ÷à ëè âû ìû âà -
íè åì èç áè îï òà òîâ ãóá ÷à òîé òêà íè ãðåá íÿ ïîä -
âçäîø íîé êîñ òè ñðå äîé Ì199. Ïî ëó ÷åí íóþ
êëå òî÷ íóþ ñóñ ïåí çèþ öåí òðè ôó ãè ðî âà ëè ïðè 150 g
â òå ÷å íèå 10 ìèí è ðå ñóñ ïåí äè ðî âà ëè â ñðå äå
Dulbecco’s modified Eagles medium (DMEM), ñî äåð -
æà ùåé 15 % ýì áðè î íàëü íîé ñû âî ðîò êè êðóï íî ãî
ðî ãà òî ãî ñêî òà, ïå íè öèë ëèí (50 åä/ìë), ñòðåï òî ìè -
öèí (50 ìã/ìë) è L-ãëó òà ìèí (2 ììîëü/ìë). Êëåò êè
êóëü òè âè ðî âà ëè ïðè t = 37 îÑ, 5 %-ì ÑÎ2 è 95 %-é
âëàæ íîñ òè. Çà ìå íó ñðå äû ïðî âî äè ëè ÷å ðåç 72 ÷
êóëü òè âè ðî âà íèÿ è äà ëåå – êàæ äûå 3–4 äíÿ. Ïîñ ëå
äîñ òè æå íèÿ 70 % ìî íîñ ëîé íî ãî ðîñ òà àä ãå çèâ íóþ
ôðàê öèþ êëå òîê ñíè ìà ëè ñ êóëü òó ðàëü íî ãî ïëàñ òè -
êà ñìå øàí íûì ðàñ òâî ðîì òðèï ñèí:âåð ñåí (1:4) è
ðàñ ñå âà ëè â ñî îò íî øå íèè 1:3 [12]. Èññëå äî âà íèÿ
îäîá ðå íû ýòè ÷åñ êîé êî ìèñ ñè åé ÈÏÊèÊ ÍÀÍ
Óêðà è íû.

Èììó íî ôå íî òè ïè ÷åñ êèå èñ ñëå äî âà íèÿ. Äëÿ
îïðå äå ëå íèÿ èì ìó íî ôå íî òè ïà êëåò êè 4-ãî ïàñ ñà æà
îêðà øè âà ëè FITC- èëè ÐÅ-êîíú þ ãè ðî âàí íû ìè ìî -
íîê ëî íàëü íû ìè àí òè òå ëà ìè CD29, CD34, CD44,
CD45, CD73 è CD105 è àíà ëè çè ðî âà ëè íà ïðî òî÷ -
íîì öè òî ìåò ðå FACS Calibur («BD Biosciences»,
ÑØÀ). Äàí íûå îá ðà áà òû âà ëè ñ èñ ïîëü çî âà íè åì
ïðî ãðàì ìû WinMDI è âû ðà æà ëè â âèäå
ãèñòîãðàìì.

Ïðè ãî òîâ ëå íèå ìàê ðî ïî ðèñ òûõ ïîä ëî æåê äëÿ
îá ú åì íî ãî êóëü òè âè ðî âà íèÿ ñòðî ìàëü íûõ êëå òîê
êîñ òíî ãî ìîç ãà. Àãàðîçíûé êðè î ãåëü ïî ëó ÷åí ñî -
ãëàñ íî ìå òî äó [3] èç àãà ðî çû ñ ïî ñëå äó þ ùåé àê òè -
âà öè åé ïî ëè ñà õà ðèä íîé îñíî âû äè âè íèë ñóëü ôî -
íîì è êî âà ëåí òíûì ïðè ñî å äè íå íè åì æå ëà òè íà ê
ïî âåð õíîñ òè ñòå íîê ìàê ðî ïîð, êàê îïè ñà íî ðà íåå â
ðà áî òå [13]. Äëÿ ýòî ãî ãî ðÿ ÷èé (55 îÑ) 3 %-é âîä íûé 
ðàñ òâîð àãà ðî çû Type VII-A (Low Gelling
Temperature, «Sigma», ÑØÀ), áûñ òðî ïîä òèò ðî âàí -
íûé äî ðÍ 12,6 ñ ïî ìîùüþ 1N ðàñ òâî ðà NaOH, ñëî -
åì â 2 ìì íà ëè âà ëè â ìå òàë ëè ÷åñ êèé (íå ðæà âå þ ùàÿ 
ñòàëü) ïîä äîí, êî òî ðûé ñòðî ãî ãî ðè çîí òàëü íî ïî -
ìå ùà ëè â êà ìå ðó ïðå öè çè îí íî ãî ïðî ãðàì ìè ðó å ìî -
ãî êðè îñ òà òà FP 45 HP («Julabo», Ãåð ìà íèÿ). Îáðà -
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çåö çà ìî ðà æè âà ëè ïðè t = –30 îÑ â òå ÷å íèå 30 ìèí,
çà òåì âû äåð æè âà ëè íà ïðî òÿ æå íèè 18 ÷ ïðè t =
= –5 îÑ è îò òà è âà ëè ïðè t = 20 îÑ. Ïî ëó ÷åí íûé àãà -
ðîç íûé êðè î ãåëü ïðî ìû âà ëè âî äîé äî íå é òðàëü íî -
ãî çíà ÷å íèÿ ðÍ è çà òåì òà êîé ãóá ÷à òûé ìà òå ðè àë
íà ðå çà ëè íà äèñ êè òîë ùè íîé 2 ìì è äè à ìåò ðîì 10
ìì. Äà ëåå äèñ êè îá ðà áà òûâàëè  100-êðàò íûì èç -
áûò êîì äè âè íèë ñóëü ôî íà («Aldrich», ÑØÀ) â 1 Ì
ðàñ òâî ðå Na2CO3 ïðè êîì íàò íîé òåì ïå ðà òó ðå â òå -
÷å íèå 20 ÷; ðå à ãåí òû îò ìû âà ëè âî äîé è ïî ìå ùà ëè
äèñ êè â òåï ëûé (40 îÑ) 2 %-é âîä íûé ðàñ òâîð æå ëà -
òè íà òè ïà À («Sigma», ÑØÀ) íà 6 ÷, ïî ñëå ÷å ãî ïðî -
ìû âà ëè äèñ êè áîëü øèì îá ú å ìîì âî äû, âû äåð æè âà -
ëè (â òå ÷å íèå 2 ÷) â 1 Ì ðàñ òâî ðå òðèña è îêîí ÷à -
òåëü íî ïðî ìû âà ëè âî äîé äî íå é òðàëü íî ãî çíà ÷å íèÿ 
ðÍ ñðå äû. Êî ëè ÷åñ òâî ïðè ñî å äè íåí íî ãî æå ëà òè íà
ñî ñòàâ ëÿ ëî 0,5–0,8 ìã áåë êà íà 1 ã âëàæ íî ãî ìàê ðî -
ïî ðèñ òî ãî àãà ðîç íî ãî êðè î ãå ëÿ (ÌÀÊÃ) [13]. Ïðè -
ãî òîâ ëåí íûå òà êèì îá ðà çîì äèñ êè õðà íè ëè â
70 %-ì ýòà íî ëå.

Çà ñå ëå íèå ÌÀÊÃ ñòðî ìàëü íû ìè êëåò êà ìè êîñ -
òíî ãî ìîçãà. Ãóá ÷à òûå äèñ êè ÌÀÊÃ ïî ìå ùà ëè â
êðóã ëî äîí íûå ïðî áèð êè ñ ðîñ òî âîé ñðå äîé è âû -
äåð æè âà ëè ïðè t = 37 îÑ â òå ÷å íèå 1 ñóò. Ïîñ ëå ýòî ãî 
â ïðî áèð êè ñ ÌÀÊÃ âíî ñè ëè ÑÊ êîñ òíî ãî ìîç ãà
4-ãî ïàñ ñà æà äî êî íå÷ íîé êîí öåí òðà öèè 5×105 êëå -
òîê â 1 ìë. 

Èñïîëü çî âà ëè òðè âà ðè àí òà ââå äå íèÿ ÑÊ êîñ -
òíî ãî ìîç ãà â ãóá ÷à òûå ÌÀÊÃ: 

– âà ðè àíò 1 – «èí êó áà öèÿ» – ñóñ ïåí çèþ ÑÊ êîñ -
òíî ãî ìîç ãà èí êó áè ðî âà ëè â ïðî áèð êàõ ñ ÌÀÊÃ
ïðè êîì íàò íîé òåì ïå ðà òó ðå è ïî ñòî ÿí íîì ïå ðå ìå -
øè âà íèè ñî ñêî ðîñ òüþ 200 îá/ìèí â òå ÷å íèå 3 ÷;

– âà ðè àíò 2 – «èí òåí ñèâ íîå ïå ðå ìå øè âà íèå
(øåé êè ðî âà íèå)» – ïðî áèð êè, ñî äåð æà ùèå ñóñ ïåí -
çèþ ÑÊ êîñ òíî ãî ìîç ãà è ÌÀÊÃ, èí òåí ñèâ íî âñòðÿ -
õè âà ëè íà âîð òåêñ-ìèê ñå ðå ïðè 1500 îá/ìèí â òå ÷å -
íèå 1 ìèí è ïî ìå ùà ëè â òåð ìîñ òàò ïðè òåìïåðàòóðå 
37 îÑ íà 3 ÷;

– âà ðè àíò 3 – «âà êó óì íîå çà ñå ëå íèå» – â ïðî -
áèð êàõ ñ êëåò êà ìè è ÌÀÊÃ ñî çäà âà ëè îò ðè öà òåëü -
íîå äàâ ëå íèå, îò áè ðàÿ îñòà òî÷ íûé âîç äóõ ñ ïî -
ìîùüþ øïðè öà, ïî ñëå ÷å ãî ïî ìå ùà ëè â òåð ìîñ òàò
íà 3 ÷.

Ïîñ ëå èí êó áà öèè, êî òî ðàÿ â êàæ äîì ñëó ÷àå ñî -
ñòàâ ëÿ ëà 3 ÷, ÌÀÊÃ-äèñ êè, ñî äåð æà ùèå êëåò êè, ïå -

ðå íî ñè ëè â ëóí êè 24-ëó íî÷ íî ãî ïëàí øå òà äëÿ
äàëü íåé øå ãî êóëü òè âè ðî âà íèÿ, à îñòàâ øè å ñÿ â ïðî -
áèð êàõ êëåò êè ïå ðå íî ñè ëè è ïîä ñ÷è òû âà ëè â êà ìå -
ðå Ãî ðÿ å âà. Ýôôåê òèâ íîñòü ââå äå íèÿ ñòðî ìàëü íûõ
êëå òîê êîñ òíî ãî ìîç ãà â òðåõ ìåð íûå ìàò ðè öû
ÌÀÊÃ îïðå äå ëÿ ëè ïî ðàç íîñ òè ìåæ äó êî ëè ÷åñ òâîì 
êëå òîê â èñ õîä íîé ñóñ ïåí çèè è èõ êî ëè ÷åñ òâîì ïî -
ñëå ïðî öå äó ðû ââå äå íèÿ â ÌÀÊÃ, îòíåñåííîé ê
èñõîäíîìó êîëè÷åñòâó êëåòîê.

Èññëå äî âà íèå ìå òà áî ëè ÷åñ êîé è ïðî ëè ôå ðà -
òèâ íîé àê òèâ íîñ òè ñòðî ìàëü íûõ êëå òîê êîñ òíî -
ãî ìîç ãà, êóëü òè âè ðó å ìûõ â îá ú å ìå ÌÀÊÃ-äèñ êîâ.
Ìå òà áî ëè ÷åñ êóþ è ïðî ëè ôå ðà òèâ íóþ àê òèâ íîñòü
êëå òîê, êóëü òè âè ðó å ìûõ â îá ú å ìå ÌÀÊÃ-äèñ êîâ,
îïðå äå ëÿ ëè ñ èñ ïîëü çî âà íè åì REDOX-èí äè êà òî ðà
Alamar Blue (ÀÂ). Äëÿ ýòî ãî ÷å ðåç 1, 4, 7 ñóò êóëü -
òè âè ðî âà íèÿ â ñðå äó âíî ñè ëè 10 % ÀÂ. ×å ðåç 2 ÷
ñðå äó, ñî äåð æà ùóþ ÀÂ, çà áè ðà ëè è îïðå äå ëÿ ëè â
íåé óðî âåíü âîñ ñòà íîâ ëå íèÿ ÀÂ ñ èñ ïîëü çî âà íè åì
ïëàí øåò íî ãî ñïåê òðîô ëó î ðè ìåò ðà Tecan GENios
ïðè âîë íå âîç áóæ äå íèÿ 550 íì è ýìèñ ñèè 590 íì.
Äàí íûå ïðåä ñòàâ ëÿ ëè êàê ðàç íîñòü îïûò íîé è õî -
ëîñ òîé (áåç êëå òîê) ïðîá è âûðàæàëè â óñëîâíûõ
åäèíèöàõ ôëóîðåñöåíöèè (ÓÅÔ).

Ãèñ òî ëî ãè ÷åñ êèå èñ ñëå äî âà íèÿ. Äëÿ âû ÿñ íå íèÿ
àð õè òåê òî íè êè ÌÀÊÃ èñ ïîëü çî âà ëè ñðå çû òîë ùè -
íîé 10–50 ìêì, ïî ëó ÷åí íûå â êðè îñ òà òå ïðè òåì ïå -
ðà òó ðå –15 îÑ. Â íå êî òî ðûõ ñëó ÷à ÿõ ïî ëó ÷åí íûå
ãèñ òî ëî ãè ÷åñ êèå ñðå çû ôèê ñè ðî âà ëè 70 %-ì ñïèð -
òîì, îêðà øè âà ëè àçóð-ýî çè íîì è èñ ñëå äî âà ëè ïîä
ñâå òî âûì ìèê ðîñ êî ïîì.

Ñòà òèñ òè ÷åñ êèé àíà ëèç. Ïî ëó ÷åí íûå ðå çóëü -
òà òû ñòà òèñ òè ÷åñ êè îá ðà áà òû âà ëè, èñ ïîëü çóÿ
t-êðè òå ðèé Ñòüþ äåí òà. Äàí íûå ïðåä ñòàâ ëÿ ëè â âè -
äå Ì±m, ãäå Ì – ñðåä íåå çíà ÷å íèå, m – ñòàí äàð òíàÿ
îøèá êà ñðåä íå ãî.

Ðå çóëü òà òû è îá ñóæ äå íèå. Êëåò êè êîñ òíî ãî
ìîç ãà êóëü òè âè ðî âà ëè â óñëî âè ÿõ ìî íîñ ëîÿ, êàê
îïè ñà íî â ðà áî òå [12]. Â õî äå ñóá êóëü òè âè ðî âà íèÿ
êëå òîê êîñ òíî ãî ìîç ãà ãå òå ðî ãåí íîñòü ïî ïó ëÿ öèè
àä ãå çèâ íûõ êëå òîê ñíè æà ëàñü è íà 4-ì ïàñ ñà æå ïî-
äàâ ëÿ þ ùåå áîëü øè íñòâî êëå òîê èìå ëî ôèá ðîá ëàñ -
òî ïî äîá íûé âèä. 

Ïîñ ëå 4-ãî ïàñ ñà æà ÑÊ ñíè ìà ëè ñ êóëü òó ðàëü -
íî ãî ïëàñ òè êà è èñ ïîëü çî âà ëè äëÿ èì ìó íî ôå íî òè -
ïè ÷åñ êî ãî àíà ëè çà è çà ñå ëå íèÿ ÌÀÊÃ-äèñ êîâ.  Ôå -
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íî òè ïè ÷åñ êèé àíà ëèç ïî êà çàë, ÷òî ñòðî ìàëü íûå
êëåò êè êîñ òíî ãî ìîç ãà ÷å ëî âå êà íå ýêñ ïðåñ ñè ðó þò
ãå ìî ïî ý òè ÷åñ êèõ ìàð êå ðîâ (CD34 è CD45) è ïî çè -
òèâ íû íà CD29, CD44, CD105 è CD73 àíòèãåíû
(ðèñ. 1). 

Ïðè âå äåí íûå âû øå äàí íûå äå ìî íñòðè ðó þò,
÷òî ÑÊ êîñ òíî ãî ìîç ãà ÷å ëî âå êà, èñ ïîëü çó å ìûå íà -
ìè äëÿ çà ñå ëå íèÿ ÌÀÊÃ-äèñ êîâ, èìå þò ôå íî òèï,
õà ðàê òåð íûé äëÿ ÌÑÊ [5, 14]. 

Ïðè èç ó÷å íèè àð õè òåê òî íè êè äèñ êîâ ÌÀÊÃ ñ
ïî ìîùüþ ñå ðèé íûõ ãèñ òî ëî ãè ÷åñ êèõ ñðå çîâ óñòà -
íîâ ëå íî, ÷òî äàí íûå òðåõ ìåð íûå íî ñè òå ëè îá ëà äà -
þò ðàç âåò âëåí íîé ìàê ðî ïî ðèñ òîé ñòðóê òó ðîé ñ ñå -
÷å íè åì ïîð îò 50 äî 250 ìêì (ðèñ. 2, ñì. âêëåéêó). 

Òà êîé ðàç ìåð ìàê ðî ïîð âïîë íå äîñ òà òî ÷åí äëÿ
ïðî íèê íî âå íèÿ êëå òîê âíóòðü îá ú å ìà íî ñè òå ëÿ, à
òàê æå äëÿ ñâî áîä íîé äèô ôó çèè ñóá ñòðà òîâ ê êëåò -
êàì è îò âî äà ïðî äóê òîâ èõ æèç íå äå ÿ òåëü íîñ òè. 

Èññëå äî âà íèå ýô ôåê òèâ íîñ òè ââå äå íèÿ ÑÊ â
ãóá ÷à òûå ÌÀÊÃ-äèñ êè ïî êà çà ëî, ÷òî ïðè âà ðè àí òå

1 èíî êó ëÿ öèè êëå òîê â ÌÀÊÃ ïî ïà äà ëî 56 ± 4 % ÑÊ 
êîñ òíî ãî ìîç ãà (ðèñ. 3). 

Èñïîëü çî âà íèå âà ðè àí òà 2 ïî çâî ëè ëî íå ñêîëü êî 
óâå ëè ÷èòü êî ëè ÷åñ òâî êëå òîê, ïî ïàâ øèõ â ÌÀÊÃ.
Âà ðè àíò 3 îêà çàë ñÿ ìå íåå ýô ôåê òèâ íûì – â ñðå äå
èí êó áà öèè îñòà âà ëîñü áî ëåå ïî ëî âè íû êëå òîê, à
ýô ôåê òèâ íîñòü ââå äå íèÿ êëå òîê â ÌÀÊÃ ñî ñòàâ ëÿ -
ëà 41 ± 6 %. 

Ìå òà áî ëè ÷åñ êóþ è ïðî ëè ôå ðà òèâ íóþ àê òèâ -
íîñ òè ñòðî ìàëü íûõ êëå òîê â ÌÀÊÃ-äèñ êàõ â õî äå
êóëü òè âè ðî âà íèÿ èñ ñëå äî âà ëè ïî ñòå ïå íè âîñ ñòà -
íîâ ëå íèÿ ðå äîêñ-èí äè êà òî ðà ÀÂ (ðèñ. 4). Èç äàí -
íûõ ðèñ. 4  âèä íî, ÷òî ÷å ðåç îäíè ñóò êè êóëü òè âè -
ðî âà íèÿ óðî âåíü âîñ ñòà íîâ ëåí íîñ òè ÀÂ êëåò êà ìè
áûë íà è áî ëåå âû ñî êèì ïðè âà ðè àí òå 2 ââå äå íèÿ
êëå òîê â íî ñè òåëü è ñî ñòàâ ëÿë 4094 ± 255 ÓÅÔ/ëóí -
êó. Ïðè âà ðè àí òå 1 ïî êà çà òåëü âîñ ñòà íîâ ëåí íîñ òè
ÀÂ áûë íè æå è ðàâ íÿë ñÿ 3559 ± 198 ÓÅÔ/ëóí êó.
Íà è ìåíü øèé óðî âåíü ôëó î ðåñ öåí öèè ÀÂ ïî ëó ÷åí
ïðè èñ ïîëü çî âà íèè 3-ãî âà ðè àí òà ââå äå íèÿ êëå òîê,

402

ÏÅÒÐÅÍÊÎ Þ. À. È ÄÐ.

Ðèñ. 1. Èììó íî ôå íî òèï ñòðî ìàëü íûõ êëå òîê êîñ òíî ãî ìîç ãà 4-ãî ïàñ ñà æà



äàí íûé ïî êà çà òåëü äîñ òî âåð íî (p < 0,05) îòëè÷àëñÿ
îò îñòàëüíûõ è ñîñòàâëÿë âñå ãî 2684 ± 175 ÓÅÔ íà
îäíó ëóí êó. 

Â õî äå êóëü òè âè ðî âà íèÿ óðî âåíü âîñ ñòà íîâ ëåí -
íîñ òè ÀÂ óâå ëè ÷è âàë ñÿ è íà 7-å ñóò êè äîñ òî âåð íî
íå îò ëè ÷àë ñÿ ïðè âñåõ âà ðè àí òàõ ïî ñå âà êëå òîê.
Ïðè ýòîì äè íà ìè êà ïî êà çà òå ëåé âîñ ñòà íîâ ëåí íîñ -
òè ÀÂ çà âè ñå ëà îò èñ ïîëü çî âàí íûõ âà ðè àí òîâ ââå -
äå íèÿ. Ïðè âà ðè àí òàõ ââå äå íèÿ êëå òîê 1 è 3 óðî -
âåíü âîñ ñòà íîâ ëåí íîñ òè ëè íåé íî ïî âû øàë ñÿ â õî äå 

êóëü òè âè ðî âà íèÿ. Â òî æå âðå ìÿ ïðè âà ðè àí òå 2
ââå äå íèÿ êëå òîê â íî ñè òåëü â òå ÷å íèå 4 ñóò êóëü òè -
âè ðî âà íèÿ óðî âåíü âîñ ñòà íîâ ëåí íîñ òè ÀÂ îñòà âàë -
ñÿ íåèçìåííûì, à ïðè ïî ñëå äó þ ùåì êóëü òè âè ðî âà -
íèè âîç ðàñ òàë. Íà ñåäü ìûå ñóò êè, òàê æå êàê è ïðè
äðó ãèõ âà ðè àí òàõ, óðî âåíü âîññòàíîâëåííîñòè ÀÂ
áûë äîñòîâåðíî âûøå çíà÷åíèé, ïîëó÷åííûõ íà
ïåðâûå ñóòêè. 

Ïî èñ òå ÷å íèè 7 ñóò êóëü òè âè ðî âà íèÿ äèñ êè
ÌÀÊÃ, çà ñå ëåí íûå ÑÊ êîñ òíî ãî ìîç ãà, ïîä âåð ãà ëè
ãèñ òî ëî ãè ÷åñ êîé îá ðà áîò êå (ðèñ. 5, ñì. âêëåéêó). 

Êàê îêà çà ëîñü, íå çà âè ñè ìî îò ñïî ñî áà ââå äå íèÿ
êëå òîê â íî ñè òåëü îíè çà ñå ëÿ ëè ìàê ðî ïî ðèñ òóþ
ãóá êó îä íî òèï íî. Ñó ùåñ òâåí íûõ ðàç ëè ÷èé â ðàñ -
ïðå äå ëå íèè è êî ëè ÷åñ òâå ÑÊ êîñ òíî ãî ìîç ãà âíóò -
ðè ÌÀÊÃ âû ÿâ ëå íî íå áû ëî. Êëåò êè ôîð ìè ðî âà ëè
ðûõ ëóþ, äî âîëü íî îä íî ðîä íóþ òðåõ ìåð íóþ ñåòü,
îá ðà çî âàí íóþ óäëè íåí íû ìè ôèá ðîá ëàñ òî ïî äîá -
íû ìè êëå òî÷ íû ìè ýëå ìåí òà ìè, êàê ïðà âè ëî, êîí -
òàê òè ðó þ ùè ìè ñâîèìè îòðîñòêàìè äðóã ñ äðóãîì.

Ïîñ ëå âû äå ëå íèÿ è ñóá êóëü òè âè ðî âà íèÿ â ìî -
íîñ ëîå â òå ÷å íèå ÷å òû ðåõ ïàñ ñà æåé ÑÊ êîñ òíî ãî
ìîç ãà ÷å ëî âå êà èìå ëè ôå íî òèï ìå çåí õèì àëüíûõ
ñòâî ëî âûõ êëå òîê [5, 14]: ýêñ ïðåñ ñè ðî âà ëè àí òè ãå -
íû CD29, CD44, CD105 è CD73 è áû ëè íå ãà òèâ íû
ïî ãå ìî ïî ý òè ÷åñ êèì ìàð êå ðàì (CD34 è CD45). Ýòî
ñâî éñòâî â ñî ÷å òà íèè ñ âîç ìîæ íîñ òüþ èí äó öè ðî -
âàí íîé ìóëü òè ëè íåé íîé äèô ôå ðåí öè ðîâ êè äå ëà åò
ÑÊ ïðè âëå êà òåëü íûì îá ú åê òîì äëÿ òêà íå âîé èí æå -
íå ðèè ñî å äè íè òåëü íîé òêà íè – â ñî ñòà âå íî ñè òå ëÿ
êëåò êè ñïîñîáíû ïðî ëè ôå ðè ðî âàòü, ñî õðà íÿ ÿñü â
íå äèô ôå ðåí öè ðî âàí íîì ñî ñòî ÿ íèè, à çà òåì ìî ãóò
áûòü èíäóöèðîâàíû ê äèôôåðåíöèðîâêå â êëåòêè
êîñòè, õðÿùà, æèðà è äðóãèõ òêàíåé.  

Â êà ÷åñ òâå ìî äå ëè íî ñè òå ëÿ êëå òîê â íà ñòî ÿ ùåé 
ðà áî òå èñ ïîëü çî âà ëè ïî ëè ìåð íûå ãóá êè íà îñíî âå
ìàê ðî ïî ðèñ òî ãî àãà ðîç íî ãî êðè î ãå ëÿ. Òàêèå íî ñè -
òå ëè îá ëà äà þò ðÿ äîì ïðè âëå êà òåëü íûõ ñâîéñòâ äëÿ 
èí æå íå ðèè ñî å äè íè òåëü íûõ òêà íåé: íå ðàç ðó øà þò -
ñÿ ïðè ââå äå íèè â îðãà íèçì, èìå þò êðóï íûå ñî îá -
ùà þ ùè å ñÿ ïî ðû, ïî âåð õíîñòü êî òî ðûõ îá ðà áî òà íà
æå ëà òè íîì, óëó÷ øà þ ùèì àä ãå çèþ êëå òîê [15].
Êðî ìå òî ãî, ÌÀÊÃ äîñ òà òî÷ íî ïðî çðà÷ íû, ÷òî ïî -
çâî ëÿ åò ïðîâîäèòü ìèê ðîñ êî ïè ÷åñ êîå íà áëþ äå íèå
çà ðàñ ïðå äå ëå íè åì è ñîñòîÿíèåì êëåòîê â ïî âåðõ-
íîñ òíûõ ñëîÿõ íîñèòåëÿ â õî äå êóëü òè âè ðî âà íèÿ. 
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Ðèñ. 3. Ýôôåê òèâ íîñòü ââå äå íèÿ ñòðî ìàëü íûõ êëå òîê êîñ òíî ãî
ìîç ãà â ìàê ðî ïî ðèñòûé àãà ðîçíûé êðè î ãåëü (öèô ðû ïîä ñòîëá-
öàìè ñî îò âå òñòâó þò èñ ïîëü çî âàí íî ìó âà ðè àí òó çà ñå ëå íèÿ).
Ïðè âå äåí íûå ïî êà çà òå ëè äîñ òî âåð íî îò ëè ÷à þò ñÿ äðóã îò äðó ãà
(p < 0,05)

Ðèñ. 4. Âëè ÿ íèå ñïî ñî áîâ ââå äå íèÿ ñòðî ìàëü íûõ êëå òîê êîñò-
íîãî ìîç ãà â ìàê ðî ïî ðèñòûé àãà ðîçíûé êðè î ãåëü íà óðî âåíü
âîñ ñòà íîâ ëåí íîñ òè ÀÂ ïðè êóëü òè âè ðî âà íèè (ÓÅÔ/ëóí êó):
êðè âûå 1–3 – âà ðè àí òû ââå äå íèÿ êëå òîê; *äàí íûå äîñ òî âåð íî
îò ëè ÷à þò ñÿ ïî îò íî øå íèþ ê âà ðè àí òàì 1 è 2  (p < 0,05); #äàí -
íûå äîñ òî âåð íî îò ëè ÷à þò ñÿ ïî îò íî øå íèþ ê 1-ì ñóò êàì êóëü -
òè âè ðî âà íèÿ (p < 0,05)



Ðà íåå ìàê ðî ïî ðèñ òûå ãóá êè íà îñíî âå êðè î ãå ëÿ
àãà ðî çû, èñ ïîëü çî âàí íûå â íà ñòî ÿ ùåé ðà áî òå, èñ -
ñëå äî âà ëè â êà ÷åñ òâå íî ñè òå ëÿ äëÿ òêà íå âîé èí æå -
íå ðèè ïîä æå ëó äî÷ íîé æå ëå çû [13]. Ïî êà çà íà âîç -
ìîæ íîñòü çà ñå ëå íèÿ ÌÀÊÃ îñòðîâ êà ìè ïîä æå ëó -
äî÷ íîé æå ëå çû è êëåò êà ìè èí ñó ëè íî ìû. Ïðè ýòîì
â õî äå êóëü òè âè ðî âà íèÿ îñòðîâ êè ïîä æå ëó äî÷ íîé
æå ëå çû ñî õðà íÿ ëè ñïî ñîá íîñòü ñåê ðå òè ðî âàòü èí -
ñó ëèí, à êëåò êè èí ñó ëè íî ìû – ïðî ëè ôå ðè ðî âàòü.
Âìåñ òå ñ òåì èçî ëè ðî âàí íûå îñòðîâ êè ïîä æå ëó -
äî÷ íîé æå ëå çû, êóëü òè âè ðî âàí íûå â ÌÀÊÃ, òå ðÿ -
ëè èí ñó ëè íî âûé ñåê ðå òîð íûé îò âåò ïàí êðå à òè ÷åñ -
êèõ b-êëå òîê íà ñòè ìó ëÿ öèþ ãëþ êî çîé. Ïðè ÷è íîé
ïî òå ðè ôóíê öè î íàëü íîé àê òèâ íîñ òè êëå òîê ïîä æå -
ëó äî÷ íîé æå ëå çû ìî æåò áûòü íå ðàâ íî ìåð íîå ðàñ -
ïðå äå ëå íèå â îá ú å ìå ÌÀÊÃ áè î ëî ãè ÷åñ êî ãî ìà òå -
ðè à ëà, êî òî ðûé ââî äè ëè íå ïîñ ðå äñòâåí íî â íî ñè -
òåëü èíú åê öè åé. Òà êîé ñïî ñîá çà ñå ëå íèÿ ìî æåò
âû çû âàòü êîí öåí òðè ðî âà íèå êëå òîê â ìåñ òå èíú åê -
öèè, ÷òî ïðè âî äèò ê íå äîñ òà òî÷ íî ìó èõ ñíàá æå íèþ 
êèñ ëî ðî äîì è ïè òà òåëü íû ìè âå ùåñ òâà ìè. 

Â íà ñòî ÿ ùåé ðà áî òå ÑÊ êîñ òíî ãî ìîç ãà ââî äè ëè 
â äèñ êè ÌÀÊÃ òðå ìÿ ðàç ëè÷ íû ìè ñïî ñî áà ìè. Áî -
ëåå ïî ëíîå çà ñå ëå íèå ÌÀÊÃ äîñ òè ãà ëîñü  ïðè ïå ðå -
ìå øè âà íèè ñóñ ïåí çèè êëå òîê â ïðè ñó òñòâèè íî ñè -
òå ëÿ, ïðè ÷åì èí òåí ñèâ íîå ïå ðå ìå øè âà íèå (âà ðè àíò 
2) îá åñ ïå ÷è âà ëî ìàê ñè ìàëü íîå çà ñå ëå íèå ÌÀÊÃ.
Èñïîëü çî âà íèå «âà êó óì íî ãî çà ñå ëå íèÿ» (âà ðè àíò
3), ïðåä ëî æåí íî ãî àâ òî ðà ìè [7], ïðè âî äè ëî ê ìåíü -
øå ìó ïî ñòóï ëå íèþ ñòðî ìàëü íûõ êëå òîê â ÌÀÊÃ.
Ñ äðó ãîé ñòî ðî íû, ýòîò âà ðè àíò ïî çâî ëÿë â íà è -
áîëü øåé ñòå ïå íè ðå à ëè çî âàòü ïðî ëè ôå ðà òèâ íûé
ïî òåí öè àë êëå òîê, îöå íåí íûé â òå ÷å íèå ñðî êà íà -
áëþ äå íèÿ ñ ïî ìîùüþ Alamar Blue. Äàí íûé èí äè êà -
òîð èí òåã ðàëü íî îò ðà æà åò àê òèâ íîñòü îêèñ ëè òåëü -
íî-âîñ ñòà íî âè òåëü íûõ ôåð ìåí òîâ è óñïåø íî ïðè -
ìå íÿë ñÿ ðÿ äîì àâ òî ðîâ äëÿ îïðå äå ëå íèÿ
ìå òà áî ëè ÷åñ êîé è ïðî ëè ôå ðà òèâ íîé àê òèâ íîñ òè
ðàç ëè÷ íûõ òè ïîâ êëå òîê [16, 17]. Â ðà áî òå [13] ñ ïî -
ìîùüþ ÀÂ òåñ òà ïðî âå äå íî ñðàâ íè òåëü íîå èç ó÷å -
íèå ïðî ëè ôå ðà òèâ íîé àê òèâ íîñ òè êëå òîê èí ñó ëè -
íî ìû ïðè ðîñ òå â ìî íîñ ëîå â ñî ñòà âå ìàê ðî ïî ðèñ -
òûõ àãàðîçíûõ ãóáîê, èñïîëüçîâàííûõ â äàííîé
ðàáîòå. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë 
êëåòîê â äèñêàõ ÌÀÊÃ âûøå, ÷åì ïðè ìî íîñ ëîé -
íîì êóëüòèâèðîâàíèè. 

Â íà øåì èñ ñëå äî âà íèè óðîâ íè âîñ ñòà íîâ ëåí -
íîñ òè ÀÂ ÷å ðåç ñóò êè êóëü òè âè ðî âà íèÿ ÑÊ êîñ òíî -
ãî ìîç ãà ïðè ðàç ëè÷ íûõ âà ðè àí òàõ ââå äå íèÿ êëå òîê
â íî ñè òå ëè êîð ðå ëè ðî âà ëè ñ ýô ôåê òèâ íîñ òüþ çà ñå -
ëå íèÿ ÌÀÊÃ. Ó÷è òû âàÿ, ÷òî çà ïåð âûå 24 ÷ êóëü òè -
âè ðî âà íèÿ êëåò êè ïðàê òè ÷åñ êè íå äå ëÿò ñÿ, ñëå äó åò
ïî ëà ãàòü, ÷òî ÀÂ-òåñò â ýòîì ñëó ÷àå îò ðà æà åò ìå òà -
áî ëè ÷åñ êóþ àê òèâ íîñòü êëå òîê, çà ñå ëèâ øèõ
ÌÀÊÃ. Ïî âû øå íèå óðîâ íÿ âîñ ñòà íîâ ëåí íîñ òè ÀÂ
â õî äå ïî ñëå äó þ ùå ãî êóëü òè âè ðî âà íèÿ, î÷å âèä íî,
îò ðà æà åò ïðî ëè ôå ðà òèâ íóþ àê òèâ íîñòü êëå òîê â
ìàê ðî ïî ðèñ òîì íî ñè òå ëå. Ïðè âà ðè àí òàõ çà ñå ëå íèÿ 
1 è 3 ïðî ëè ôå ðà òèâ íàÿ àê òèâ íîñòü ÑÊ ëè íåé íî óâå -
ëè ÷è âà ëàñü â òå ÷å íèå ñå ìè ñó òîê êóëü òè âè ðî âà íèÿ.
Â ñëó ÷àå èñ ïîëü çî âà íèÿ âà ðè àí òà 2, îá åñ ïå ÷è âà þ -
ùå ãî ìàê ñè ìàëü íîå çà ñå ëå íèå ÌÀÊÃ, óðî âåíü âîñ -
ñòà íîâ ëåí íîñ òè ÀÂ íà ÷åò âåð òûå ñóò êè íå çíà ÷è -
òåëü íî ïðå âû øàë çíà ÷å íèÿ, ïî ëó ÷åí íûå ïî ñëå ïåð -
âûõ ñó òîê êóëü òè âè ðî âà íèÿ. 

Ìîæ íî ïðåä ïî ëî æèòü, ÷òî ïðè òà êîì âà ðè àí òå
ââå äå íèÿ êëåò êè ïðå è ìó ùåñ òâåí íî ðàñ ïî ëà ãà ëèñü
â ïî âåð õíîñ òíûõ îá ëàñ òÿõ íî ñè òå ëÿ. Â ñè ëó âû ñî -
êîé ïëîò íîñ òè êëå òîê ïî ïå ðè ôå ðèè íî ñè òå ëÿ, âîç -
ìîæ íî, âîç íè êàë ýô ôåêò «êîí òàê òíî ãî òîð ìî æå -
íèÿ» ïðî ëè ôå ðà öèè, õà ðàê òåð íûé äëÿ ôèá ðîá ëàñ -
òî ïî äîá íûõ êëå òîê. Óâå ëè ÷å íèå ñòå ïå íè
âîñ ñòà íîâ ëåí íîñ òè ÀÂ â õî äå ïî ñëå äó þ ùå ãî êóëü -
òè âè ðî âà íèÿ äî ñå ìè ñó òîê ìî æåò áûòü ñâÿ çà íî ñ
ìèã ðà öè åé êëå òîê â òå ÷å íèå ïåð âûõ 4 ñóò â ìå íåå
çà ïîë íåí íûå îá ëàñ òè ÌÀÊÃ è ïî ñëå äó þ ùåé çà íåé 
ïðîëèôåðàöèåé. Â ïîëüçó ïîñëåäíåãî ïðåä ïî ëî æå -
íèÿ ñâè äå ò åëüñòâó þò äàííûå ãèñòîëîãè÷åñêîãî
èññëåäîâàíèÿ, êîòîðîå íå ïîçâîëèëî âûÿâèòü íà 7-å 
ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ â
ðàñïðåäåëåíèè êëåòîê â íîñèòåëå ïðè âñåõ èñ ïîëü -
çî âàí íûõ âàðèàíòàõ çàñåëåíèÿ. 

Òà êèì îá ðà çîì, ïî ëó ÷åí íûå äàí íûå ñâè äå-
òåëüñòâó þò î ïåð ñïåê òèâ íîñ òè èñ ïîëü çî âà íèÿ ìàê -
ðî ïî ðèñ òûõ ãóá ÷à òûõ àãà ðîç íûõ êðè î ãå ëåé â êà -
÷åñ òâå òðåõ ìåð íî ãî íî ñè òå ëÿ ñòðî ìàëü íûõ êëå òîê
êîñ òíî ãî ìîç ãà äëÿ òêà íå âîé èí æå íå ðèè ñî å äè íè -
òåëü íîé òêà íè. Ñî âî êóï íîñòü ïðè âå äåí íûõ äàí íûõ 
ñâè äå ò åëüñòâó åò î âîç ìîæ íîñ òè ïðè ìå íå íèÿ âñåõ
èñ ñëå äó å ìûõ âà ðè àí òîâ çà ñå âà ÌÀÊÃ ñòðî ìàëü íû -
ìè êëåò êà ìè êîñ òíî ãî ìîç ãà. Ïðè ëþ áîì âà ðè àí òå
ââå äå íèÿ êëåò êè ïðè êðåï ëÿ ëèñü (àä ãå çè ðî âà ëè) ê
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âíåø íåé è âíóò ðåí íåé ïî âåð õíîñ òè ïîð, ðàñ ïëàñ -
òû âà ëèñü, ïðî ëè ôå ðè ðî âà ëè è íà ñåäü ìûå ñóò êè
êóëü òè âè ðî âà íèÿ äå ìî íñòðè ðî âà ëè îäè íà êî âóþ
ñïî ñîá íîñòü âîñ ñòà íàâ ëè âàòü Alamar Blue.

Yu. A. Petrenko, N. A. Volkova, E. P. Zhulikova, L. G. Damshkaln,
V. I. Lozinsky, A. Yu. Petrenko

 Choice of conditions of human bone marrow stromal cells seeding

into polymer macroporus sponges

Summary

Different conditions of seeding human bone marrow stromal cells
(SC) into polymer sponges based on macroporous agarose cryogel
(MACS) were investigated. Three methods of cell seeding to MACS
were used: co-incubation with permanent stirring, intensive
shaking and creation of negative pressure. The results obtained
show considerable potential of  macroporous agarose cryogel
sponges as a three-dimensional carrier for cultivating stromal cells
at different methods of cell seeding.

Keywords: tissue engineering, bone marrow stromal cells,
macroporous sponges, agarose cryogel, seeding, Alamar Blue. 

Þ. Î. Ïåò ðåí êî, Í. Î. Âîë êî âà, Î. Ï. Æóë³êîâà, 
Ë. Ã. Äàì øêàëí, Â. ². Ëî çè íñüêèé , Î. Þ. Ïåò ðåí êî

Âèá³ð óìîâ çà ñå ëåí íÿ ïîë³ìåð íèõ ìàê ðî ïî ðèñ òèõ ãó áîê 

ñòðî ìàëü íè ìè êë³òè íà ìè ê³ñòêî âî ãî ìîç êó ëþ äè íè

Ðå çþ ìå

Äîñë³äæó âà ëè ð³çí³ óìî âè çà ñå ëåí íÿ ïîë³ìåð íèõ ãó áîê íà îñíîâ³
ìàê ðî ïî ðèñ òî ãî àãà ðîç íî ãî êð³îãå ëþ (ÌÀÊÃ) ñòðî ìàëü íè ìè
êë³òè íà ìè (ÑÊ) ê³ñòêî âî ãî ìîç êó ëþ äè íè. Âè êî ðèñ òî âó âà ëè
òðè âàð³àíòè ââå äåí íÿ êë³òèí â ÌÀÊÃ: ñóì³ñíó ³íêó áàö³þ ïðè
ïîñò³éíî ìó ïå ðåì³øó âàíí³, ³íòåí ñèâíå ïå ðåì³øó âàí íÿ, à òà -
êîæ ñòâî ðåí íÿ íå ãà òèâ íî ãî òèñ êó. Ðå çóëü òà òè ðî áî òè
ñâ³ä÷àòü ïðî ïåð ñïåê òèâí³ñòü çà ñòî ñó âàí íÿ ìàê ðî ïî ðèñ òèõ
ãó áîê íà îñíîâ³ êð³îãå ëþ àãà ðî çè ÿê òðè âèì³ðíî ãî íîñ³ÿ äëÿ
êóëü òè âó âàí íÿ ñòðî ìàëü íûõ êë³òèí ïðè ð³çíèõ ñïîñîáàõ óâå -
äåí íÿ êë³òèí.

Êëþ ÷îâ³ ñëî âà: òêà íèí íà ³íæå íåð³ÿ, ñòðî ìàëüí³ êë³òèíè
ê³ñòêî âî ãî ìîç êó, ìàê ðî ïî ðèñò³ ãóá êè, àãà ðîç íèé êð³îãåëü, çà -
ñå ëåí íÿ, Alamar Blue.

ÑÏÈÑÎÊ ËÈÒÅÐÀÒÓÐÛ

1. Dang S., Gerecht-Nir S., Chen J., Itskovitz-Eldor J., Zandstra 
P. Controlled, scalable embryonic stem cell differentiation
culture // Stem Cells.– 2004.–22.–Ð. 275–282. 

2. Akselband Y., Moen P., Jr., McGrath P. Isolation of rare
isotype switch variants in hybridoma cell lines using an
agarose gel microdrop-based protein secretion assay // Assay
Drug Develop. Technol.–2003.–1.–P. 619–626.

3. Ïàò. ÐÔ ¹ 2220987, 2001. Ïî ëè ìåð íàÿ êîì ïî çè öèÿ äëÿ
ïî ëó ÷å íèÿ ìàê ðî ïî ðèñ òî ãî àãà ðîç íî ãî ãåëÿ è ñïî ñîá åãî
ïî ëó ÷å íèÿ / Â. È. Ëî çèí ñêèé, Ë. Ã. Äàì øêàëí, Ô. Ì. Ïëè -
å âà, È. Þ. Ãà ëà åâ, Á. Ìàò òè àñ ñîí // ÁÈ ¹ 1, 2004.

4. Ëî çèí ñêèé Â. È. Êðè î ãå ëè íà îñíî âå ïðè ðîä íûõ è ñèí òå -
òè ÷åñ êèõ ïî ëè ìå ðîâ: ïî ëó ÷å íèå, ñâî éñòâà è îá ëàñ òè ïðè -
ìå íå íèÿ // Óñïå õè õè ìèè.–2002.–71, ¹ 6.–Ñ. 559–585. 

5. Pittenger M., Mackay A., Beck S., Jaiswal R., Douglas R.,
Mosca J., Moorman M., Simonetti D., Craig S., Marshak D.
Multilineage potential of adult human mesenchymal stem
cells // Science.–1999.–284.–P. 143–147. 

6. Ïåò ðåí êî À. Þ., Ìà çóð Ñ. Ï., Ïåò ðåí êî Þ. À., Ñêî ðî áî -
ãà òî âà Í. Ã., Ãî ðî õî âà Í. À., Âîë êî âà Í. À. Âû äå ëå íèå è
ìóëü òè ëè íåé íàÿ äèô ôå ðåí öè ðîâ êà ñòðî ìàëü íûõ êëå òîê
èç òêà íåé ïëî äîâ è âçðîñ ëî ãî ÷å ëî âå êà // Òðà íñïëàí òî ëî -
ãèÿ.–2007.–9, ¹ 1.–Ñ. 218–220. 

7. Stosich M., Mao J. Adipose tissue engineering from human
adult stem cells: clinical implications in plastic and
reconstructive surgery // Plast. Reconstr. Surg.–2007.–
119.–P. 71–83.

8. Hong L., Peptan I., Clark P., Mao J. Ex vivo adipose tissue
engineering by human marrow stromal cell seeded gelatin
sponge // Ann.Biomed. Eng.–2005.–33.–P. 511–517.

9. Wang Y., Kim U., Blasioli D., Kim H. Kaplan D. In vitro
cartilage tissue engineering with 3D porous aqueous-derived
silk scaffolds and mesenchymal stem cells //
Biomaterials.–2005.–26.–P. 7082–7094.

10. Takahashi Y., Yamamoto M., Tabata Y. Osteogenic
differentiation of mesenchymal stem cells in biodegradable
sponges composed of gelatin and b-tricalcium phosphate //
Biomaterials.–2005.–26.–P. 3587–3596.

11. Choi Y., Park S., Suh H. Adipose tissue engineering using
mesenchymal stem cells attached to injectable PLGA spheres
// Biomaterials.–2005.–26.–P. 5855–5863. 

12. Ëà öè íèê Í. Â., Ãðî øå âà À. Ã., Íà ðîâ ëÿí ñêèé À. Í., Ïàâ -
ëåí êî Ð. Ã., Ôðè äåí øòåéí À. ß. Êëî íàëü íàÿ ïðè ðî äà êî -
ëî íèé ôèá ðîá ëàñ òîâ, îá ðà çó å ìûõ ñòðî ìàëü íû ìè êîñ òíî -
ìîç ãî âû ìè êëåò êà ìè â êóëü òó ðàõ // Áþë. ýêñ ïå ðèì.
áè î ëî ãèè è ìå äè öè íû.–1987.–3, ¹ –Ñ. 257–284.

13. Bloch K., Lozinsky V. I., Galaev I. Yu., Yavriyanz K.,
Vorobeychik M., Azarov D., Damshkaln L., Mattiasson B.,
Vardi P., Vardi P. Functional activity of insulinoma cells
(INS-1E) and pancreatic islets cultured in agarose cryogel
sponges // J. Biomed. Mater. Res.–2005.–75A.–Ð. 802–809.

14. Dominici M., Le Blanc K., Mueller I., Slaper-Cortenbach I.,
Marini F., Krause D., Deans R., Keating K., Prokop D.,
Horwitz E. Minimal criteria for defining multipotent
mesenchymal stromal cells. The International Society for
Cellular Therapy position statement // Cytotherapy.–
2006.–8.–P. 315–317.

15. Lozinsky V. I., Damshkaln L. G., Bloch K. O., Vardi P.,
Grinberg N. V., Burova T. V., Grinberg V. Y. Cryostructuring
of polymer systems. XXIX. Preparation and characterization
of supermacroporous (spongy) agarose-based cryogels used
as 3D-scaffolds for culturing insulin-producing cell
aggregates // J. Appl. Polym. Sci.–2008.–108.–P. 3046–
3062.

16. Petrenko Yu. A., Gorokhova N. A., Tkachova E. N., Petrenko 
A. Yu. The reduction of Alamar Blue by peripheral blood
lymphocytes and isolated mitochondria // Ukr. Biokhim.
Zh.–2005.–77.–Ð. 100–105.

17. Gloeckner H., Jonuleit T., Lemke H. D. Monitoring of cell
viability and cell growth in a hollow-fiber bioreactor by use
of the dye Alamar Blue // J. Immunol. Meth.–2001.– 252.–
P. 131–138.

ÓÄÊ 611.018.46:57.085.23:577.114.8

Íàä³éøëà äî ðå äàêö³¿ 27.02.08

405

ÂÛÁÎÐ ÓÑËÎÂÈÉ ÇÀÑÅËÅÍÈß ÏÎËÈÌÅÐÍÛÕ ÃÓÁÎÊ ÑÒÐÎÌÀËÜÍÛÌÈ ÊËÅÒÊÀÌÈ



Ðè ñóí êè äî ñòàòò³ Þ. À. Ïåò ðåí êà òà ñï³âàâò.
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ÏÅÒÐÅÍÊÎ Þ. À. È ÄÐ.

Ðèñ. 2. Ñòðóê òó ðà ìàê ðî ïî ðèñ òî ãî àãà ðîç íî ãî êðè î ãå ëÿ (óâ. 10´
 ́10)

Ðèñ. 5. Ãèñ òî ëî ãè ÷åñ êèé ñðåç äèñ êà ìàê ðî ïî ðèñ òî ãî àãà ðîç íî ãî 
êðèîãåëÿ ñ çà ñå ëåí íû ìè ñòðî ìàëü íû ìè êëåò êà ìè êîñ òíî ãî ìî-
çãà, 7-å ñóò êóëü òè âè ðî âà íèÿ (îêðàñ êà àçóð-ýî çè íîì, óâ. 4 ́  10)


