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ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ НАНОКОМПОЗИТНЫХ ПОКРЫТИЙ

В статье обсуждаются перспективы разработки методов культивирования стволовых клеток с ис-
пользованием нанокомпозитных подложек.

The article represents the discussion of perspectives for development of stem cells cultivation methods
with use of nanocomposite substrates.

Одной из перспективных сфер реализации высокотехнологических про-
ектов, аккумулирующих биологические и медицинские достижения послед-
них десятилетий, является нанобиомедицина.

В литературе освещены вопросы, касающиеся изучения возможнос-
тей применения нанотехнологий в медицине, в частности – тканевой инже-
нерии [1].

Тканевая инженерия – концептуально новая стратегия лечения многих
заболеваний и дефектов организма.

В ее основе лежит создание биологических заменителей тканей и орга-
нов.

В своих методах она успешно сочетает применение новейших техноло-
гий молекулярно-клеточной биологии и последних достижений материалове-
дения [2].

Примером тканевой инженерии, позволяющей индуцировать регенера-
ционные процессы в поврежденных органах и тканях живого организма, яв-
ляется использование клеточных каркасов (scaffolds) или матриксов, задаю-
щих структуру и геометрию новых тканей.

В обсуждении вопросов, связанных с применением биоматериалов ис-
пользуемых для создания имплантов-носителей (scaffold-технологии) акцен-
тировано внимание на необходимости изучения различных их характеристик
(биосовместимость, биоактивность, биотоксичность).
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Альтернативным вариантом тканевой инженерии является разработка
эффективных биомедицинских технологий получения материала в системе in
vitro в виде клеточных суспензий с целью их применения в клинической
практике.

В широком спектре клеток, применяемых в клеточно-тканевой терапии,
особого внимания заслуживают мезенхимальные стволовые клетки (МСК).

Многочисленные экспериментальные работы отечественных и зарубеж-
ных исследовательских групп демонстрируют высокую пластичность и спо-
собность этих клеток в определенных условиях дифференцироваться в раз-
личных гистогенетических направлениях [3].

Потенциал использования МСК распространяется от регенерационной
терапии при лечении повреждений органов и тканей до коррекции состояния
нейроиммуноэндокринного блока организма за счет продукции широкого
спектра медиаторов [4, 5, 6, 7, 8].

Востребованность МСК как корректора многих патологических состоя-
ний, вполне логична и базируется на их возможности проявлять иммуномо-
дулирующий потенциал [9, 10]. Функциональный статус этих клеток опреде-
ляется способностью мигрировать в поврежденные участки организма-
реципиента, продуцировать там цитокины (ИЛ-6, ИЛ-7, ИЛ-8, ИЛ-11, ИЛ-12,
ИЛ-14), факторы роста (мезенхимальный колониестимулирующий фактор,
грануломоноцитарный колониестимулирующий фактор) и многие другие ре-
гуляторные молекулы с целью реализации (локально и дистантно) регенера-
тивных процессов  и минимизации иммуновоспалительных реакций. Соглас-
но данным литературы [3, 6] МСК, обладая слабыми иммуногенными свой-
ствами, проявляют высокую иммунносупрессивную активность в отношении
аллогенных и аутореактивных Т- и В-клеток. Например, в экспериментах in
vivo показано, что инфузия HLA-несовместимых МСК увеличивает время
жизни аллогенных кожных трансплантатов [12]. Иммуномодулирующие
свойства МСК являются обоснованием целесообразности их применения для
лечения  широкого спектра аутоиммунных заболеваний, включая одну из их
форм – болезнь трансплантат против хозяина (БТПХ) [8, 10]. Как правило,
для этих целей используют культивируемые in vitro клетки стромы костного
мозга. Несмотря на большое количество публикаций посвященных изучению
МСК, до конца не изучены многие вопросы, касающиеся выделения, культи-
вирования, функционирования их в системе in vivo. Как положительные, так
и отрицательные стороны имеют, например, протоколы выращивания МСК.



31

Согласно данным литературы, в клетках на поздних пассажах культивирова-
ния появляются признаки старения и апоптоза [6]. Существует мнение, что
эти отрицательные моменты культивирования могут быть связаны не только
с геномными или постгеномными изменениями делящихся клеток, но и с фи-
зико-химическими особенностями матриц-носителей на которых их выращи-
вают. В связи с этим, очевидна необходимость совершенствования и разра-
ботки принципиально новых технологий культивирования этих клеток. По-
лучению биотерапевтических препаратов МСК в достаточном количестве и с
определенным исходным статусом могут способствовать более детальная
идентификация и изучение факторов позволяющих регулировать направле-
ние их дифференцировки и потенциал пролиферации. Манипуляция “регули-
рующими” средами и ростовыми факторами не является, по-видимому, един-
ственным и оптимальным подходом управления состоянием клеток-
предшественников, включая и МСК. На наш взгляд, мощным механизмом
управления их структурно-функциональным состоянием в системе in vitro
является модификация взаимодействия клеток с субстратами-подложками.
На примере культивирования фибробластов и макрофагов на матричных но-
сителях (титан и его сплавы, ниобий, нержавеющая сталь, полимеры), пока-
зана важная роль природы поверхности  биоматериала (рельефность, гидро-
фобно-гидрофильные характеристики, химический состав) в определении
структурно-функциональных характеристик этих клеток [13, 14, 15].

Alberktsson T. и Wennerberg  [16] установили зависимость адгезивного
потенциала клеток от рельефа поверхностного слоя биоматериала. В своей
работе они показали, что умеренно грубая поверхность покрытия (глубина ям
1-2µm) вызывала более выраженную клеточную реакцию, по сравнению с
гладкой или более грубой поверхностями (глубина ям 4 – 8 µm). Зависимость
адгезии клеток от микротопографии была также продемонстрирована на
примере фибробластов, посаженных на  полимер с модифицированной по-
верхностью, к которой  они проявляли  выраженную адгезию. При этом в
клетках наблюдалось формирование актиновых, тубулиновых, виментиновых
и винкулиновых волокон.

Согласно данным литературы [17, 18], виментиновые и винкулиновые
нити цитоскелета являются связующим звеном между цитоплазматической и
ядерной мембранами. Поэтому, модификация ультраструктуры поверхности
подложки влечет за собой развитие каскадных реакций приводящих к пере-
программированию внутриклеточных сигнальных систем. Некоторые авторы
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исследовали динамику фокальной адгезии остеобластов, которые культиви-
ровали на стальной и титановой поверхностях с различной степенью шерохо-
ватости, а также, пластике, покрытом коллагеном [19]. Было установлено,
что фокальная адгезия определяется химическими свойствами биопокрытий
и зависит от функционального состояния микрофиламентов цитоскелета
клетки. При этом авторы подчеркивают, что фокальные контакты, осуществ-
ляемые в адгезионных локусах, по сути, являются связующим звеном между
внеклеточным матриксом (или поверхностью другой контактирующей клет-
ки) и цитоплазмой клеток.

Роль химической структуры биоматериала и ее влияние на дифференци-
ровку остеобластов и минерализацию матрикса, зависимую от изменения
клеточной пролиферации была изучена [20]. Авторы показали, что генерация
на поверхности биопокрытия ОН– и NH2– групп модулирует генную экс-
прессию в остеобластах, активирует ферментативную деятельность щелоч-
ной фосфатазы, способствует минерализации матрикса. Эти химически ак-
тивные группы оказывали свое влияние посредствам специфического связы-
вания с теми или иными субъединицами трансмембранных белков – интег-
ринов, которые по-разному модифицировали матриксную минерализацию
клеток. Роль интегриновых рецепторов в регуляции различных аспектов
функционирования клеток на первоначальных этапах их взаимодействия с
подложками представлена на рисунке.

Рисунок – Модель интегриновой сигнализации
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Интегрины посредствам компонентов примембранного цитоскелета (эз-
рин, моэзин, радиксин) и актинсвязывающих белков соединяются с актином
цитоскелета. После этого формируются фокальные контакты – дискретные
надмолекулярные комплексы, содержащие структурные белки (винкулин, та-
лин, α-актин) и сигнальные молекулы (FAC, Src, паксилин).

На заключительных этапах взаимодействия происходят структурные из-
менения адгезивных локусов, что приводит к изменению спектра экспрессии
ряда генов. В итоге регулируются три уровня клеточного ответа: транскрип-
ция, трансляция, а также уровень регуляции продукции белков. Учитывая
важную роль компонентов цитоскелета в пространственно-временной обра-
ботки информации, поступающей в клетку, можно резюмировать, что нано-
материал, выступающий в роли биопокрытий, «предопределяет» клеточную
судьбу и является своеобразной детерминантой поведения отдельно взятой
клетки.

Особое внимание в ряде работ уделяется изучению поверхностной энер-
гии различных покрытий, ее дисперсионной и полярной составляющих и их
влияние на клеточные культуры [21]. Продемонстрирована, например, корре-
ляция между поверхностными свойствами покрытий и пролиферативным по-
тенциалом фибробластов: высокие показатели поверхностной энергии и
фракционной полярности покрытий стимулировали пролиферацию иссле-
дуемых клеток.

Архиважным является изучение влияния поверхностных свойств биома-
териалов на экспрессию генов [22]. В работах на эту тему было показано из-
менение экспрессии многих генов, вовлеченных в реализацию фокальной ад-
гезии остеобластов культивируемых на титановых полимерах с разной по-
верхностью, генов, кодирующих факторы роста, цитокины (ФНО-α, ИЛ-1,
ИЛ-6), генов контролирующих клеточный цикл, а также генов вовлеченных в
реализацию апоптоза. Kato S, Akagi T, Sugimura K и соавт. продемонстриро-
вали варьирование экспрессии гена онкосупрессора  р53 и протоонкогенов c-
fos, с-myc в зависимости от степени гидрофобности поверхности биопокры-
тия [23]. Указывается на изменение экспрессии некоторых генов в условиях
эмиссии ионов из используемого металла в окружающие ткани. Существенно
то, что повышение некой пороговой величины эмиссии ионов титана приво-
дит к снижению темпов роста клеток за счет изменения соотношения экс-
прессии генов семейства Bcl-2/Bax в сторону проапоптозных белков с акти-
вацией апоптоза.
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Таким образом, приведенная выше информация убедительно демонст-
рирует возможность управления состоянием различных клеток путем моди-
фикации структурно-конформационных, физических и химических свойств
покрытий на которых они культивируются. Что же касается влияния нанома-
териалов на функциональное состояние клеток стволового компартмента, то
этих данных явно недостаточно для получения убедительного обобщенного
результата. Причиной этому может быть использование в эксперименталь-
ных моделях клеток разного уровня “стволовости”, условий их культивиро-
вания и т. д. Не вызывает сомнения факт различий коммуникационного ап-
парата (рецепторный репертуар, трансдукционные сигнальные пути и т.д.)
клеток входящих в континиум этих элементов и, соответственно, разного их
ответа на наноструктуры матриц-носителей. При этом особую актуальность
приобретают вопросы их получения, стандартизации, выбор методов нанесе-
ния и оценки влияния на структурно-функциональный статус стволовых кле-
ток при культивировании.

Понимание закономерностей механизмов взаимодействия наноматериа-
лов с биологическими объектами и поиск путей варьирования их структур-
ными и физико-химическими характеристиками дает возможность управле-
ния такими параметрами как адгезия, пролиферация, дифференциация клеток
в заданном направлении в процессе их культивирования in vitro. Это, в свою
очередь, открывает перспективы развития методов тканевой инженерии на
основе использования наноматериалов, которые являются, на наш взгляд, хо-
тя и малоизученным, но перспективным субстратом для культивирования
клеток стволового компартмента, в частности МСК, востребованность кото-
рых в клинической практике определяет актуальность такого рода разрабо-
ток.

Работа подготовлена в рамках  конкурсной тематики НАН Украи-
ны и Украинского научно-технологического центра по программе «Про-
грама цільових досліджень та розвиваючих ініціатив».
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