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Актуальность
Проблема восстановления функции нео�

братимо поврежденных органов и тканей пу�
тем трансплантации органов и клеток разра�
батывалась на протяжении всего XX века. В
результате многочисленных исследований и
наблюдений стало очевидным, что с помощью
методов клеточной трансплантации появляет�
ся возможность возмещения отсутствующих
клонов специализированных клеток в повреж�
денных органах и увеличения пула функцио�
нирующих клеток. Стволовые клетки также
способствуют активизации в сохранившихся
клетках поврежденного органа собственного
резерва регенерации и пролиферации [7].

В офтальмологии в условиях эксперимен�
та стволовые клетки применяли при травмати�
ческих повреждениях и органических заболева�
ниях сетчатки экспериментальных животных.
Было исследовано влияние стволовых клеток:
на функциональное состояние и степень выра�
женности дегенеративных изменений в сетчат�
ке у крыс линии Campbell [14], на проявление
каинатной оптиконейропатии [13], при лечении
частичной атрофии зрительного нерва [12]. В
данных работах авторы показали, что стволо�
вые клетки оказывали выраженное стабилизи�
рующее влияние на процессы дегенерации и на
органические изменения, происходило краткос�
рочное улучшение функций сетчатки, подтвер�
жденное методами ЭРГ. Однако все авторы опи�
сывают сложность визуализации клеток в экс�
периментах in vivo после трансплантации, а так
же кратковременность эффекта, связанную с
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затруднением фиксации клеток в месте введе�
ния, их миграцией в другие отделы глаза.

Предложены различные способы введения
стволовых клеток при патологии сетчатки и зри�
тельного нерва: внутривенное, субконъюнкти�
вальное, субтеноновое, парабульбарное, интра�
витреальное, супрахориоидальное, введение в
канал, образованный после радиальной оптичес�
кой нейротомии. Однако по данным литерату�
ры большим преимуществом обладает метод суб�
ретинального введения, в связи с возможностью
максимального приближения к месту поврежде�
ния, но, к сожалению, данный способ также как и
остальные, не исключает миграции клеток.

В настоящее время популярным направле�
нием становится использование магнитных тех�
нологий с целью фиксации стволовых клеток в
месте их введения. Впервые с этой целью ство�
ловые клетки с введенными в них магнитными
наночастицами были использованы для движе�
ния стволовых клеток при внутривенном вве�
дении к области печени. Для этого крысам в об�
ласти печени размещали внешний магнит, ко�
торый «притягивал» введенные внутривенно
клетки, где клетки в итоге и депонировались [2].
Затем стволовые клетки с введенными в них
магнитными наночастицами были использова�
ны для движения стволовых клеток к месту по�
вреждения сосудов и сердца [5].

В офтальмологии магнитные технологии с
целью фиксации клеточного материала после
введения не использовались.

Таким образом, актуальным представляет�
ся разработка методики культивирования ство�
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ловых клеток с магнитными частицами для суб�
ретинального введения.

Цель работы
Разработать технологию культивирования

стволовых клеток с магнитными частицами для
субретинального введения.

Материалы и методы
Первым этапом мезенхимальные стволо�

вые клетки (МСК) выращивали в культуре кле�
ток костного мозга, взятых у GFP – мыши при
помощи пункции из подвздошной кости (объем
– до 0,1 мл). Выращивание культуры произво�
дили в специальном боксе для клеточных куль�
тур. Также использовались: центрифуга с од�
норазовыми стерильными центрифужными
пробирками на 50 мл, термостат воздушный,
ламинарный бокс, инвертированный и обыч�
ный микроскопы, автоматические пипетки, бал�
лоны с углекислым газом и воздухом, камеры
Горяева для подсчета концентрации клеток. Для
культивирования клеток исходного костного
мозга использовали стерильные одноразовые
пластиковые культуральные флаконы с площа�
дью дна в 25 и 150 см2. При размножении МСК
использовали следующие среды и растворы:
среда RPMI�1640, среда 199, антибиотики: пе�
нициллин, амфотерицин, – раствор L�глюта�
мина, эмбриональная телячья сыворотка. За 12�
14 последовательных удвоений (в течение 25�
30 суток) из исходного количества недифферен�
цированных МСК, содержащихся в полученном
пунктате и составляющем примерно 103 клеток,
продуцируется примерно (1�2)х107 МСК, необ�
ходимых для проведения успешной трансплан�
тации стволовых клеток. Магнитные частицы
(d=2,8 мкм) вводили в цитоплазму МСК по сле�
дующей методике. По достижении 80�90% кон�
флюентности к культуре МСК добавляли сус�
пензию магнитных частиц. Магнитные части�
цы предварительно обрабатывали поверхнос�
тно�активными веществами для создания усло�
вий проникновения в цитоплазму клетки. Клет�
ки инкубировали с частицами 24 ч в СО2�инку�
баторе. После инкубации культуральную среду
меняли и клетки 5�кратно отмывали от свобод�
ных магнитных частиц раствором Хенкса.

Следующим этапом производилась оцен�
ка влияния магнитных частиц на пролифера�
тивную активность стволовых клеток костно�

го мозга методом МТТ теста. Для этого инку�
бированные в течении 72 часов клетки, содер�
жащие магнитные частицы высевались в 6�лу�
ночные планшеты с плотностью 50 тысяч кле�
ток/лун. Затем в лунки вносили МТТ (3�(4,5�
диметилтиазол�2�ил)�2,5�дифенил�2Н�тетра�
золиум бромид) и инкубировали в присутствии
МТТ (0,25 мг/мл, Serva, Германия) в течение
еще 3�х часов. Формазан эллюировали с помо�
щью диметилсульфоксида (ДМСО) в течение
30 мин при 37°С и проводили измерение опти�
ческой плотности эллюата на планшетном спек�
трофотометре Multiscan (Thermo Scientific) при
длине волны 570 нм. Для просчета эллюат из
одной лунки 6�луночной платы переносили
на 3 лунки 96�луночного планшета в объеме
100 мкл для получения статистически более до�
стоверных результатов.

Также производилась оценка влияния маг�
нитных частиц на функциональную активность
стволовых клеток костного мозга путем оценки
продукции дезоксирибонуклеиновой кислоты
(ДНК) и рибонуклеиновой кислоты (РНК) с
использованием флуоресцентных красителей.
Для этого инкубированные в течение 72 часов
клетки, содержащие магнитные частицы высеи�
вались в 6�луночные планшеты с плотностью 50
тысяч клеток/лун. Затем в лунки вносили акри�
диновый желтый краситель и при помощи мик�
роспектрофлуориметра производили соотноше�
ние зеленой люминесценции (530 нм), которая
характерна для ДНК к красной люминесценции
(640 нм), которая характерна для РНК.

Для оценки жизнеспособности адгезирован�
ных на пластике стволовых клеток с введенными
в них магнитными частицами добавляли также
акридиновый желтый краситель и эпидий бро�
мид. Акридиновый желтый окрашивал живые и
апоптотические клетки, а эпидий бромид – не�
кротические. Было произведено соотношение
живых и некротических клеток.

Для проверки эффективности мечения ма�
териала суспензию клеток, содержащих магнит�
ные частицы, помещали на чашку Петри под дно
которой подводили внешний магнит с напря�
женностью магнитного поля 10 мТл и рассмат�
ривали возможность миграции клеток.

Результаты и обсуждение
По данным, полученным в результате про�

ведения МТТ�теста, было показано, что проник�
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новение магнитных частиц внутрь стволовых
клеток незначительно (до 15% через 72 часа ин�
кубации) снижает пролиферативную актив�
ность. Это говорит о том, что жизнеспособность
клеток при данной технологии составляет до
95% (рис. 1).

При добавлении к культуре клеток акри�
динового желтого красителя соотношение зеле�
ной (ДНК) и красной (РНК) люминесценции
было увеличено, что говорит о функциональ�
ной активности стволовых клеток, содержащих
магнитные частицы.

Так же при добавлении акридинового
желтого красителя и эпидия бромида к куль�
туре стволовых клеток, содержащих магнит�
ные частицы, соотношение живых клеток к не�
кротическим показало жизнеспособность кле�
ток до 95%

При использовании внешнего магнитного
поля с напряженностью 10 мТл была продемон�
стрирована эффективность мечения МСК маг�
нитными частицами, она составила 90%. При
увеличении видно, что клетки, содержащие час�
тицы в цитоплазме мигрируют в зону над вне�
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шним магнитом, прикрепляются и распласты�
ваются (рис. 2 а, б, в, цветная вкладка).

Заключение
Предложенная оригинальная технология

культивирования МСК с магнитными частица�
ми является безопасной, может использоваться
для субретинального введения в эксперимен�
тальной офтальмологии и является основой для
разработки методик локального введения МСК
с целью фиксации клеточного материала.

10.02.2013

Рисунок 1. Влияние магнитных частиц
на пролиферацию стволовых клеток костного мозга
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THE DEVELOPMENT OF CULTIVATION TECHNOLOGY OF MESENCHYMAL STEM CELLS WITH MAGNET!

IC PARTICLES FOR THE SUBRETINAL INJECTION
The technology of the cultivation of mesenchymal stem cells with magnetic particles for the subretinal injec#

tion was developed in this work. The estimation of the effect of magnetic particles on the proliferation and
functional activity of mesenchymal stem cells has been done. We studied the induction of apoptosis and viability
of stem cells with magnetic particles. It has been proved that the technology is safe, the efficiency of the labeling
of MSCs by magnetic particles for this technology is about 90%, the viability of stem cells is about 95%.
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