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Реконструкция возникающих травматиче-
ских дефектов костной ткани является основной 
задачей травматологии и ортопедии. Современ-
ные фундаментальные исследования в области 
биологии стволовых клеток убедительно до-
казывают важную роль ниш гемопоэтических 
стволовых клеток, определяющих васкуляриза-
цию регенерирующих органов и тканей, в фор-
мировании костной ткани. Согласно данным 
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научной периодики, нишевые территории гемо-
поэтических стволовых клеток в костной ткани 
могут образовываться de novo (Dellatore S. M. et 
al., 2008). Однако условия образования ниш гемо-
поэтических стволовых клеток, а также условия 
формирования пула гемопоэтических стволовых 
клеток, до сих неизвестны. Таким образом, целью 
настоящей работы явилось выявление условий 
формирования пула гемопоэтических стволовых 
клеток в условиях культивирования in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Мультипотентные мезензимальные стромаль-
ные клетки (ММСК) были выделены из липоа-
спирата человека (Разрешение № 7 от 09.12.2015 
локального этического комитета Инновацион-
ного парка БФУ имени И. Канта) и соответство-
вали минимальным критериям, предъявляемым 
к ММСК. Двухмерная модель культивирования 
на пластике являлась контролем для оценки мор-
фофункционального состояния клеток, культи-
вируемых в присутствии трехмерного (3D) ма-
трикса, имитирующего рельеф регенерирующей 
костной ткани.

Трехмерные матриксы размером 10х10х1 мм3 
с двусторонним покрытием из фосфатов каль-
ция, имитирующим рельеф минерального ве-
щества регенерирующей костной ткани, были 
изготовлены из коммерчески чистого титана 
ВТ1-0 (содержание составных элементов в весо-
вых процентах: 99,58 Ti, 0,12 O, 0,18 Fe, 0,07 C, 
0,04 N, 0,01 H) методом микродугового оксиди-
рования на установке Microarc-3.0 (на базе Ин-
ститута физики прочности и материаловедения 
СО РАН, г. Томск) в анодном режиме.

Для оценки дифференцировки клеток в при-
сутствии разработанных матриксов, ММСК куль-
тивировали в присутствии имплантов в 12-лу-
ноч ных стерильных пластиковых культуральных 
плоскодонных планшетах (Orange Scientifi c, 
Бельгия; площадь лунки 1,86 см2). Имплант по-
мещали в центр лунки, клеточной суспензией 
(2х104 кл в 100 мкл полной питательной среды) 
аккуратно покрывали всю верхнюю плоскость 
импланта. Затем планшет с культурой оставляли 
на 120 минут во влажной камере для адгезии кле-
ток, после чего в лунки добавляли по 1 мл пол-
ной питательной среды (90% DMEM/F12 (1:1) 
(Gibco Life Technologies, США), 10% FBS (Sigma-
Aldrich, США), 50 мг/л гентамицина (Invitrogen, 
Великобритания), 280 мг/л L-глу та ми на (Sigma-
Aldrich, США) и культивировали в течение 14 су-
ток со сменой среды каждые 2–3 дня.

Проточную цитометрию для определения 
антигенных детерминант ММСК проводили 
с использованием MSC Phenatyping Kit human – 
130-095-198 («MiltenyiBiotec», США) согласно 
протоколу фир мы-про из водителя, после чего 
клетки подвергали анализу на проточном цитоф-
луориметре MACS Quant («Miltenyi Biotec», Гер-
мания), обработку полученных данных выполня-
ли с использованием программного обеспечения 
«KALUZA Analysis Software» («Beckman Coulter», 
США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исходная (до культивирования) средняя жиз-
неспособность культуры ММСК-ЖТ человека 
составила 95%. После окончания времени инку-
бации (14 суток) в 2D-культуре на пластике доля 
живых клеток варьировала в пределах 87–98% 
(в 10 лунках культуральных планшетов). После 
14-дневного сокультивирования ММСК-ЖТ 
с 3D-матриксами, несущими рельефное каль-
цийфосфатное покрытие, процент жизнеспо-
собных клеток составил 82–95% (14 тестируемых 
образцов 3D-матриксов с различной шерохова-
тостью). Таким образом, 3D-матриксы не оказы-
вали цитотоксического влияния на ММСК-ЖТ 
человека при 14-дневном культивировании.

По окончании 14 дней культивирования, зна-
чения, число клеток, экспрессирующих молеку-
лы CD73, CD90 и CD105, составляло более 95%, 
содержание клеток с фенотипом CD45+CD34+ 

CD14+CD20 не превышало 3,21%, что соответ-
ствовало результатам, полученным до культи-
вирования. Сокультивирование ММСК-ЖТ 
с трехмерными матриксами, имитирующими 
рельеф минерального вещества регенерирую-
щей костной ткани, способствовало увеличению 
числа клеток, экспрессирующих маркеры гемо-
поэтических клеток (CD45+ CD34+CD14+CD20) 
в среднем, до 5,35% на фоне снижения клеток, 
несущих молекулу CD105. Важно отметить, что 
изменения коррелировали с индексом шерохо-
ватости кальцийфосфатного покрытия. Содер-
жание кроветворных клеток, экспрессирующих 
CD45, CD34, CD14, CD20 детерминанты, на-
против, увеличилось (р<0.05).

По результатам проведенного эксперимен-
та было выявлено, что трехмерные матриксы 
с кальцийфосфатным покрытием, имитирую-
щим рельеф минерального вещества регене-
рирующей костной ткани способствуют уве-
личению гемопоэтических клеток в условиях 
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культивирования in vitro на фоне снижения 
ММСК. Вероятно, искусственно созданные 
микротерритории выполняют роль гемопоэти-
ческих ниш, где популяция гемопоэтических 
клеток, выделенная с фракцией ММСК-ЖТ, 
могут пролиферировать, наращивая клеточную 
массу. Исследование выполнено при финан-

совой поддержке РНФ (Соглашение № 18-75-
00071).
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The study is devoted to the search criteria for creating new bioresorbable materials that form he-
matopoietic stem cell niches that provide vascularization of regenerating bone tissue. In the experiment, 
it was revealed that the formation of hematopoietic stem cells pool under in vitro cultivation conditions 
depends on the surface roughness index of the artifi cial matrix.
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