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Целью данной работы было исследовать биораспределение разработанного нами продукта тканевой 
инженерии (ПТИ) на основе хондроцитов различного генеза в виде 3D-структур (хондросфер) после 
подкожной имплантации иммунодефицитным мышам линии Balb/c Nude. В начале имплантировали 
хондросферы на основе хондроцитов человека, хондроцитов из дифференцированных индуциро-
ванных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК), в т. ч. линии с нокаутом гена β2m. В течение 
9 мес. проводили наблюдение за животными. Далее от мышей после эвтаназии получали образцы 
органов и тканей для гистологического анализа, оценки состоятельности имплантата, его интегра-
ции и исследования биораспределения методом ПЦР. Хондросферы из дифференцированных про-
изводных ИПСК успешно интегрировались в окружающие ткани в зоны инокуляции, формировали 
хрящевую ткань. В образцах около имплантационной зоны опытных групп животных не было выяв-
лено человеческой ДНК, которую обнаруживали в образцах органов контрольных групп (введение 
MDA231 и мезенхимальных стволовых клеток). Таким образом, исследуемые образцы ПТИ через 3 
и 9 мес. после имплантации демонстрировали отсутствие биораспределения в другие ткани и орга-
ны мышей, что свидетельствует в пользу безопасности разрабатываемого препарата.
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In this research, we develop a tissue-engineered product (TEP) based on chondrocytes of various genesis 
in the form of 3D structures (chondrospheres) after subcutaneous implantation in immunodeficient Balb/c 
Nude mice and investigate its biodistribution profile. Initially, chondrospheres based on chondrocytes and 
chondrocytes from differentiated induced pluripotent stem cells (iPSCs), including lines with a knockout 
of the β2m gene, were implanted. The animals were monitored for nine months. Further, after euthanasia, 
organ and tissue samples were obtained for histological analysis, evaluation of the viability of the implant, 
its integration and biodistribution research by PCR. Chondrospheres from differentiated iPSCs derivatives 
of both types successfully integrated into the surrounding tissues in the inoculation zones and formed carti- 
lage tissue. In the samples near the implantation zone of the experimental groups of animals, no human 
DNA was detected. Human DNA was found in the samples of organs of the control groups (introduction 
of MDA231 and mesenchymal stem cells). Thus, three and nine months after implantation, the studied TEP 
samples demonstrated the absence of biodistribution to other tissues and organs of mice, which indicates 
the safety of the drug being developed.
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Введение
Воспалительные заболевания суставов, 

особенно после травм у лиц, связанных 
с экстремальной деятельностью, широко 
распространены во всём мире и характе-

ризуются последующими хроническими 
дегенеративными изменениями хряще-
вой ткани. Отсутствие сосудистой сети 
в суставе, низкая пролиферативная актив-
ность зрелых хондроцитов и большое ко-
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личество внеклеточного матрикса (ВКМ) 
в сочетании с воспалительным процессом 
в ткани препятствуют естественной реге-
нерации суставного хряща; в результате 
заболевание прогрессирует до полной де-
генерации суставного аппарата, затрагивая 
поверхностные слои костной и хрящевой 
ткани [12], что приводит к инвалидизации. 
Использование продуктов тканевой инже-
нерии (ПТИ) считается оправданным у па-
циентов на I–II стадиях патологического 
процесса [15]. При более глубоких дефор-
мациях необходимо выполнение корриги-
рующей остеотомии, а в тяжёлых случаях 
показано эндопротезирование [20].

Аутологичные хондроциты являются кли-
ническим подходом, который доказал свою 
эффективность. Одним из используемых 
за рубежом клеточных препаратов для те-
рапии дефектов суставного хряща человека 
является Spheroxтм («Co.don», Германия), 
который представляет собой тканеинже-
нерную 3D-конструкцию из аутологичных 
клеток пациента. На данный момент компа-
ния ОА «Генериум» по лицензии «Co. don» 
производит данный препарат в РФ [1]. 
Учитывая положительные результаты ис-
следований в области клеточной терапии, 
развитие и внедрение подобных техноло-
гий в исследовательскую и медицинскую 
практику в РФ является востребованным.

Несмотря на то, что продукты клеточ-
ных технологий на основе аутологичных 
хондроцитов для восстановления хряща 
уже присутствуют на медицинском рынке, 
они направлены преимущественно на кор-
рекцию незначительных повреждений су-
ставного хряща и не покрывают потребно-
сти пациентов с тяжёлыми или обширными 
поражениями [7]. В частности, при появ-
лении остеофитов применение клеточных 
технологий может быть ограничено, а в слу-
чае длительного применения глюкокор-
тикоидов, лучевой и химиотерапии, когда 
утрачивается хондрогенный потенциал 
хрящевой ткани, — невозможно получить 

достаточное количество аутологичных хон-
дроцитов для создания полноценного хря-
щевого имплантата, для которого требуется 
большое количество дифференцированных 
клеток [13]. Возраст донора также влияет 
на потенциал дифференцировки, иммуно-
модулирующие свойства и миграционные 
способности клеток, что ограничивает их 
использование для некоторых пациентов. 
Применение хондроцитов также ограниче-
но нестабильностью фенотипа и спонтан-
ной дедифференцировкой, происходящей 
во время культивирования [18]. В связи 
с этим индуцированные плюрипотент-
ные стволовые клетки (ИПСК) являются 
перспективным источником хондрогенно-
дифференцированных клеток [9]. В отли-
чие от аутологичных хондроцитов и ме-
зенхимальных стволовых клеток (МСК), 
ИПСК демонстрируют неограниченный 
рост in  vitro и широкий спектр возможно-
стей к дифференцировке, аналогичный эм-
бриональным стволовым клеткам (ЭСК), 
но без этических проблем [23]. На сегод-
няшний день есть сообщения об успеш-
ных трансплантациях аутологичных кле-
ток, дифференцированных из ИПСК [16]. 
Однако получение ИПСК с последующей 
дифференцировкой и созданием транс-
плантата — это весьма длительный и до-
рогостоящий процесс, который нуждается 
в оптимизации и стандартизации. В ли-
тературе есть данные об успешном при-
живлении в суставном хряще обезьян 
ИПСК, дифференцированных в хондро-
генном направлении. В данном исследо-
вании размеры дефекта хрящевой ткани 
были небольшими, поэтому необходимы 
дальнейшие исследования на других мо-
делях. Что касается исследования имму-
ногенности, трансплантат при подсадке 
в хрящевые дефекты через четыре недели 
не вызывал иммунной реакции у макак, 
в то время как в костно-хрящевых дефек-
тах трансплантат, хотя и оставался интакт-
ным, был окружён большим скоплением 
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Т-лимфоцитов [3]. Перспективным подхо-
дом представляется создание и применение 
хрящевых трансплантатов на основе алло-
генных дифференцированных в хондроци-
ты ИПСК с пониженной иммуногенностью, 
универсальных для всех реципиентов [1]. 
Тем не менее, для хондроцитарных произ-
водных человека такие данные еще пред-
стоит получить в будущем.

Большей перспективностью для тера-
пии дефектов суставного хряща обладают 
трёхмерные структуры в виде сфероидов, 
образованные в результате самоагрега-
ции клеток в специальных 3D-условиях 
культивирования [21]. Использование та-
кой технологии благоприятно сказывается 
на пролиферативной активности и фено-
типической стабильности зрелых хондро-
цитов [11]. В отличие от суспензии аутоло-
гичных хондроцитов, которые становятся 
способными к выработке внеклеточного 
матрикса (ВКМ) только через определённое 
время после имплантации, клетки в составе 
сфероидов способны к секреции компонен-
тов ВКМ уже в условиях in vitro [22]. Кроме 
того, сфероиды не требуют использования 
ксеногенных или искусственных материа-
лов и легко интегрируются в окружающие 
ткани в зоне имплантации [21]. В совокуп-
ности перечисленные свойства сфероид-
ных ПТИ способствуют качественному за-
полнению дефекта хрящевой ткани. Ранее 
эффективность подобного подхода была 
продемонстрирована на животных моделях 
с использованием сфероидов, полученных 
из первичных культур хондроцитов чело-
века, в клинических исследованиях [10], 
что доказывает значительно больший тера-
певтический эффект с точки зрения струк-
турного восстановления дефекта хряща 
по сравнению с классической хирургиче-
ской процедурой микроповреждений [22].

Целью настоящего исследования было 
изучение биораспределения сфероидно-
го ПТИ «Хондросферы», разработанно-

го нами для последующей терапии по-
вреждений суставного хряща у человека, 
через 9  мес. после подкожной импланта-
ции иммунодефицитным мышам линии  
Balb/c Nude.

Материалы и методы
Нормативное регулирование
Данная работа представляла собой иссле-

дование нового ПТИ и проводилась согласно 
требованиям действующих нормативных ре-
гуляторов [19]. Исследование осуществляли 
согласно заранее утверждённому плану 
и в соответствии со  стандартными опера-
ционными процедурами. Весь персонал 
вивария, проводивший работы по данному 
проекту, был обучен гуманному обращению 
с лабораторными животными в соответст-
вии с Директивой Европейского парламента 
и Совета Европейского Союза 2010/63/ЕС 
от 22.09.2010 г. «О защите животных, ис-
пользующихся для научных целей».

Лабораторные животные
Исследование проводилось в виварии 

Нижегородского государственного универ-
ситета им. Н.И. Лобачевского и было одобре-
но Комиссией по биоэтике. В проведённом 
исследовании безопасности была выбрана 
инбредная линия мышей Balb/c Nude с им-
мунодефицитом. Животные были получе-
ны из питомника Charles River Laboratories 
(«CRL», США) в 2017 г. На момент начала 
исследования возраст животных составлял 
2 мес., средняя масса — 18,8±2,17 г. Мышей 
содержали в IVC клетках GM500 Tecniplast, 
подключённых к системе ICV Smartflow 
Tecniplast, по 1–4 мыши на клетку с учётом 
пола животных. Смена клеток осуществ-
лялась в ламинарном шкафу CS5 EVO. 
Комбикорм для лабораторных крыс и мы-
шей «Дельта Фидс» (АО «БиоПро», Россия) 
и подстил для разведения и содержания ла-
бораторных животных (ИП Филонич А.А., 
Россия) подвергались автоклавированию 
перед использованием. Вода, очищенная 
с помощью системы очистки воды RiOs 50 
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(«Merk Millipore», США) (50 л/ч), подава-
лась в автоклавированных питьевых буты-
лочках. Доступ к воде и корму — ad libitum. 
В комнате содержания SPF-животных ба-
рьерного типа поддерживались следую-
щие условия окружающей среды: темпе-
ратура воздуха — 22±2°С; относительная 
влажность — 50±20%; автоматическая 
смена 12-часового светового периода  
(08.00–20.00 — день, 20.00–08.00 — ночь);  
100%-ное вентилирование без рецир-
куляции с 10-кратной сменой объёма  
воздуха в час.

Исследуемый препарат 
и контрольные линии клеток
Исследуемые ПТИ представляли собой 

3D-культуру сфероидов на основе хон-
дроцитов человека или ИПСК, дифферен-
цированных в хондрогенном направле-
нии, и были получены, как описано ранее  
[2, 8]. Клетки линии RG4SΔb2m cl55 
представляли собой линию без генети-
ческих модификаций (ИПСК Р1), вторая 
линия ИПСК RG4SΔb2m cl55/1 явля-
лась нокаутной по гену β2m (ИПСК Р2). 
Получение, культивирование и исследова-
ние данной линии клеток описано в работах  
[5, 6]. Культивирование ИПСК проводилось 
на пластике, предварительно обработанном 
р-ром Matrigel («Corning», США), на смеси 
питательных сред «ГибриС-8» («ПанЭко», 
Россия) и mTeSR™ («STEMCELL 
Technologies», Канада) в соотношении 4:1. 
Обе линии ИПСК были дифференцированы 
в хондроциты с помощью протокола, кото-
рый представляет собой комбинацию под-
ходов, описанных в работах [14, 24]. В ка-
честве питательной среды для хондроцитов 
использовали Advanced DMEM (Gibco, 
«Thermo Fisher Scientific», США) с добавле-
нием 10% FBS («PAN Biotech», Германия), 
100х GlutaMAX (Gibco, «Thermo Fisher 
Scientific», США), 50x B27 (Gibco, «Thermo 
Fisher Scientific», США), 1% инсулин-транс-
феррин-селенита (ИТС) («ПанЭко», Россия), 
50 мкг/мл аскорбиновой кислоты («Sigma 

Aldrich», США), 50 мкМ β-меркаптоэтанола,  
50  мкг/мл 100×-р-ра пенициллина/стреп-
томицина («ПанЭко», Россия). Культи-
вирование сфероидов проводили в течение 
28 сут, смену среды осуществляли каждые 
3–4 сут. Мезенхимальные стволовые клетки 
(MCK) были получены путём ферментатив-
ной обработки жировой ткани от здоровых 
доноров. Линия клеток рака молочной же-
лезы MDA 231 была получена из биобанка 
лаборатории клеточной биологии ФГБУ 
ФНКЦ ФХМ им. Ю.М. Лопухина ФМБА 
России и не подвергалась никаким допол-
нительным манипуляциям кроме культи-
вирования in vitro для наращивания необ-
ходимого количества материала. Клетки 
линии MDA 231 и линию МСК культиви-
ровали в среде Advanced DMEM (Gibco, 
«Thermo Fisher Scientific», США) с добав-
лением 10% FBS («PAN Biotech», Германия)  
и 50 мкг/мл 100×-р-ра пенициллина/стрепто-
мицина («ПанЭко», Россия) в стандартных 
условиях при 37 °С и 5% СО2.

Дизайн эксперимента 
ПТИ на основе хондроцитов челове-

ка вводили животным (n=24; 12 самок + 
12 самцов) подкожно однократно в область 
головы между ушей в одной дозе в виде 
пяти сфероидов в физ. р-ре (группа 1). ПТИ 
из ИПСК, дифференцированных в хондро-
генном направлении, имплантировали жи-
вотным в той же дозе подкожно (группы 
3–4, n=16, самцы). В группе плацебо-конт-
роля было 24 мыши (12 самцов + 12 самок), 
которым подкожно в голову вводили 50 мкл 
физ. р-ра (группа 2). Мышам в группах по-
ложительного контроля подкожно закалы-
вали линию МСК в дозе 250 тыс. клеток 
в 50 мкл Matrigel® («Corning», США) (груп-
па 5, n=2, самцы) или линию клеток рака 
молочной железы MDA 231 в количестве 
500 тыс. клеток в 50 мкл в 50 мкл Matrigel® 

(группа 6, n=4, самцы).
В течение всего эксперимента регулярно 

проводили взвешивание животных, наблю-
дение за их поведением, замеряли размер 
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инокулята в зоне имплантации электрон-
ным штангенциркулем и производили фо-
тофиксацию внешнего вида подопытных 
животных. Через 3 мес. после начала экс-
перимента 50% самцов и самок групп 1 
и 2, 50% самцов групп 3 и 4, а также все 
животные групп 5 и 6 были подвергнуты 
эвтаназии. После этого из животных были 
извлечены образцы следующих органов 
и тканей: лимфатические узлы, щитовидная 
железа, аорта, сердце, лёгкие, тимус, пище-
вод, желудок, поджелудочная железа, тон-
кий кишечник, толстый кишечник, печень, 
селезёнка, почки, мочевой пузырь, надпо-
чечники, головной мозг, семенники, яични-
ки, место введения, кровь. Умерщвлённых 
животных обрабатывали 96%-ным этано-
лом, последующие этапы изъятия образцов 
органов и тканей проводили в асептиче-
ских условиях ламинарного бокса II  клас-
са защиты. Анализ биораспределения 
через 3  мес. после введения ПТИ показал 
отсутствие миграции в отдалённые орга-
ны и ткани, при этом человеческая ДНК 
детектировалась только в месте введения. 
Аналогичные манипуляции были проведе-
ны с оставшимися животными через 9 мес. 
после введения.

Гистологический анализ
Препараты готовили, как описано ранее 

[2]. Срезы окрашивали гематоксилином- 

эозином и альциановым синим («Био 
Витрум», Россия).

Выделение нуклеиновых кислот 
и постановка ПЦР
Выделение геномной ДНК из органов 

мышей и капиллярной крови здорового до-
нора, которую использовали в качестве по-
ложительного контроля человеческой ДНК, 
проводили, как описано ранее [2]. 

РНК выделяли с помощью регента 
ExtractRNA («Евроген», Россия). Обратную 
транскрипцию ставили с помощью набора 
MMLV RT («Евроген», Россия). ПЦР про-
водили с использованием готовой сме-
си для ПЦР 5X Screen Mix («Евроген», 
Россия) согласно инструкции производи-
теля. В реакции для доказательства экс-
прессии хондроцитарных генов в культуре 
ИПСК-производных использовали прай-
меры, специфичные к генам ACAN, ColIА2, 
ColIIА1, SOX9. В качестве референсного 
гена применялся ген домашнего хозяйства 
YWHAZ (табл. 1). 

Реакцию проводили при использовании 
термоциклера для амплификации нукле-
иновых кислот 1000 CFX Manager («Bio-
Rad», США) и программного обеспечения 
CFX Manager. Количество циклов — 39. 
Анализ результатов проводили в программе 
Microsoft Excel по методу ΔΔCt.

В реакции по оценке биораспределения 
использовали праймеры, специфичные 

Таблица 1. Последовательности праймеров, используемых для оценки хондрогенной дифференцировки
Table 1. Sequences of primers used to assess chondrogenic differentiation

Название праймера Последовательность 5’→3’ Длина продукта, п.о.
ACAN-F AGGAGTCCCTGACCTGGTTT

167
ACAN-R CCTGACAGATCTGCCTCTCC

ColIА2-F AGGGTGAGACAGGCGAACA
184

ColIА2-R CCGTTGAGTCCATCTTTGC

ColIIА1-F TGGACGCCATGAAGGTTTTCT
142

ColIIА1-R CCATTGATGGTTTCTCCAAACC

SOX9-F GAAGTCGGTGAAGAACGGGC
283

SOX9-R CACGTCGCGGAAGTCGATAG

YWHAZ-F ACTTTTGGTACATTGTGGCTTCAA
94

YWHAZ-R CCGCCAGGACAAACCAGTAT
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к генам цитохром-С-оксидазы 1 (CO1) 
для обнаружения ДНК человека и β-актина, 
специфичного для мыши (mActb) для опре-
деления мышиной ДНК (табл. 2). Детекцию 
результатов ПЦР проводили с помощью 
электрофореза. Электрофорез ДНК прово-
дили, как описано в работе [2].

Статистический анализ
Полученные результаты измерения мас-

сы испытуемых животных обрабатывали 
с помощью пакета программ SPSS Statistics 
17.0 («IBM», США). Для проверки нор-
мальности распределения признака при-
меняли тест Шапиро — Уилка. В качест-
ве метода сравнения использован U-тест 
Манна — Уитни (Mann — Whitney U-test). 
При множественных сравнениях применя-
ли поправку Бонферрони. Различия между 
группами считали статистически досто-

верными при уровне значимости р<0,05. 
Для построения графиков использовали 
программное обеспечение GraphPad Prism 
9.5.1 («Dotmatics», США).

Результаты исследований
Контроль качества 
дифференцировки ИПСК
В качестве контроля проводимой диффе-

ренцировки ИПСК в хондрогенном направ-
лении использовался метод ПЦР в реаль-
ном времени. Для используемых культур 
клеток подтвердили наличие экспрессии 
генов, характерных для хондроцитов чело-
века (рис. 1).

Морфометрический анализ
При регулярном взвешивании живот-

ных в течение 9 мес. (рис. 2) статистиче-
ски значимых различий по весу не выяв-

Таблица 2. Последовательности праймеров, используемых для оценки биораспределения
Table 2. Sequences of primers used for biodistribution assessment

Название праймера Последовательность 5’→3’ Длина продукта, п.о.
mActb-F GAT GCA CAG TAG GTC TAA GTG GAG

121
mActb-R CAC TCA GGG CAG GTG AAA CT

CO1-F CAA CCT CAA CAC CAC CTT C 269

Рис. 1. Экспрессия хондрогенных маркеров клетками, используемыми для изготовления Хондросфер. Исследова-
лась экспрессия генов: ACAN — аггрекан; Col1A2 — коллаген 1-го типа; Col2A1 — коллаген 2-го типа; SOX9 — 
sex-determining region Y (SRY)-box 9. ИПСК Р2 — Хондросферы на основе ИПСК с нокаутом β2m, дифферен-
цированных в хондрогенном направлении; ИПСК Р1 — Хондросферы на основе ИПСК, дифференцированных 
в хондрогенном направлении.
Fig. 1. Expression of chondrogenic markers by cells used for the manufacture of Chondrospheres. Gene expression was 
studied: ACAN — aggrecan; Col1A2 — type 1 collagen; Col2A1 — type 2 collagen; SOX9 — sex-determining region 
Y (SRY)-box 9. ИПСК Р2 — Chondrospheres based on iPSCs with β2m knockout, differentiated in the chondrogenic 
direction; ИПСК Р1 — Chondrospheres based on iPSCs, differentiated in the chondrogenic direction.



167БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 3Е | 160–175

Голубинская П.А., Пикина А.С., Ручко Е.C., Коженевская Е.В., Поспелов А.Д.,  
Бабаев А.А., Иванов В.А., Беспятых Ю.А., Шнайдер Л.С., Еремеев А.В.  

«Исследование биораспределения тканеинженерного продукта на основе  
хондроцитов человека различного происхождения при имплантации мышам линии Balb/c Nude»

лено при сравнении контрольной группы 
с опытными.

Общеклиническое состояние животных 
опытных и контрольных групп не отли-
чалось. Животные сохраняли активность 
и нормальное пищевое поведение. По ре-
зультатам измерений размеров инокулята 
с течением времени были выявлены ста-
тистически значимые различия в разме-
ре новообразований между группой зако-
ла Хондросфер из хондроцитов человека 
и группой введения Хондросфер из ИПСК-
производных (рис. 3).

Динамика изменений размера новообра-
зований в положительных контрольных 
группах представлена на рис. 4.

Динамика размеров инокулята в опытной 
группе закола хондросфер из человеческих 
хондроцитов на поздних сроках исследова-
ния представлена на рис. 5.

Гистологический анализ
В результате гистологического исследо-

вания образцов ткани из зоны импланта-
ции ПТИ наблюдали наличие стабильной 
хрящевой ткани с большим количеством 
хондроцитов и лакун, характерных для дан-
ного вида соединительной ткани (табл. 3). 
Миграция клеток из зоны имплантации 
была минимальной, без инвазивных черт. 
В группе положительного контроля после 
введения клеток линии аденокарциномы 
молочной железы MDA231 на гистологиче-

Рис. 2. Изменение массы тела экспериментальных животных по группам в ходе эксперимента на ранних эта-
пах исследования (3 мес.) и на поздних сроках (9 мес.). По оси абсцисс обозначены сутки после введения, по 
оси ординат — вес, г. Хондросферы — группа самцов и самок, которым имплантировали ПТИ на основе хон-
дроцитов человека, n=24; Физ. раствор — группа самцов и самок, которым подкожно вводили физ. р-р, n=24; 
ИПСК  Р2 — группа самцов, которым имплантировали ПТИ на основе ИПСК с нокаутом гена β2m, диффе-
ренцированных в хондрогенном направлении, n=8; ИПСК Р1 — группа самцов, которым имплантировали ПТИ 
на основе ИПСК, дифференцированных в хондрогенном направлении, n=8; МСК — группа самцов, которым 
имплантировали МСК, n=2; MDA231 — группа самцов, которым подкожно вводили линию клеток аденокарци-
номы молочной железы; n=4. * — статистически значимые различия, р<0,05.
Fig. 2. Changes in the body weight of experimental animals by groups during the experiment at the early stages 
of the study (3 months) and in the late stages of the study (9 months). The abscissa indicates the day after transplantation, 
the ordinate indicates weight, g. Хондросферы — a group of males and females implanted with TEP based on human 
chondrocytes, n=24; Физ. раствор — a group of males and females subcutaneously injected with saline solution, 
n=24; ИПСК Р2 — a group of males who TEP based on iPSCs with β2m gene knockout was implanted, differentiated 
in the chondrogenic direction, n=8; ИПСК Р1 — group of males implanted with TEP based on iPSCs differentiated 
in the chondrogenic direction, n=8; МСК — a group of males implanted with MSCs, n=2; MDA231 — a group of males 
subcutaneously injected with a line of breast adenocarcinoma cells; n=4. * — statistically significant differences, p<0.05.
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Рис. 3. Изменение медиан объёмов образований (мм3) в месте введения у животных в опытных группах с те-
чением времени на ранних сроках исследования. По оси абсцисс обозначены сутки после введения. Хондросфе-
ры — группа введения хондросфер на основе хондроцитов человека; ИПСК Р2 — группа введения Хондросфер 
на основе ИПСК с нокаутом гена β2м и дифференцированных в хондрогенном направлении; ИПСК Р1 — группа 
введения Хондросфер на основе ИПСК, дифференцированных в хондрогенном направлении; * — статистически 
значимые различия по сравнению с двумя другими группами, р<0,05.
Fig. 3. Changes in the median volumes of formations (mm3) at the injection site in animals in experimental groups 
over time in the early stages of the study. The abscissa indicates the day after administration. Chondrospheres — 
group of administration of Chondrospheres based on human chondrocytes; ИПСК Р2 — group of administration 
of   Chondrospheres based on iPSCs with knockout of gene β2m and differentiated in the chondrogenic direction; 
ИПСК Р1 — group of administration of Chondrospheres based on iPSCs differentiated in the chondrogenic direction;  

* — statistically significant differences compared to the other two groups, p<0.05.

Рис. 4. Изменение медиан объёмов новообразований (мм3) в месте введения у животных в положительных кон-
трольных группах с течением времени на ранних сроках исследования. По оси абсцисс обозначены сутки после 
введения. МСК — подкожное введение линии МСК; MDA231 — подкожное введение линии клеток аденокарцино-
мы молочной железы; * — статистически значимые различия по сравнению с предыдущим измерением, p<0,05.
Fig. 4. Changes in the median volumes of neoplasms (mm3) at the injection site in animals in positive control groups over 
time in the early stages of the study. The abscissa indicates the day after administration. МСК — subcutaneous injection 
of the MSCs line; MDA231 — subcutaneous injection of the breast adenocarcinoma cell line; * — statistically significant 
differences compared to the previous measurement, p<0.05.
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ских препаратах выявлена недифференци-
рованная опухоль с выраженным клеточным 
и ядерным плеоморфизмом и несколькими 
митотическими фигурами. Кроме того, 
наблюдалось несколько областей с вере-
тенообразными клетками. Обнаружены 
основные признаки десмопластической 
стромы, что характерно для рака молоч-
ной железы человека (табл. 3). В группе 
введения МСК гистологический анализ 
места имплантации выявил небольшие, по-
лигональные клетки, имеющие нечёткие 
границы и плеоморфные перекрывающие-
ся ядра. Встречались митотические фигу-
ры. Умеренное количество амфифильной 
и зернистой цитоплазмы. Таким образом, 
присутствовала большая часть признаков, 
позволяющих дифференцировать образец 
как опухолеподобное образование с прео-
бладанием стволовых клеток (табл. 3).

Детекция ДНК человека в тканях 
и органах мыши
При анализе образцов цельной крови, 

образцов тканей и органов мышей из опыт-
ных групп ДНК человека была обнаруже-
на только в области закола Хондросфер. 
В остальных тканях и органах самцов и са-
мок мышей следов анализируемого ПТИ 
не было обнаружено (LOQ<0,001 нг ДНК). 
Таким образом, характер биораспределе-
ния исследуемого продукта на ранних сро-
ках наблюдения (через 3 мес. после вве-
дения) и на поздних сроках наблюдения 
(через 9  мес. после введения) оптимален 
для рекомендованного внутрисуставно-
го пути введения. В группах подкожного 
введения опухолевой культуры или МСК 
человека человеческая ДНК была детек-
тирована в месте введения и в тонком ки-
шечнике.

Рис. 5. Изменение медиан объёмов инокулятов (мм3) в месте введения у животных в опытной группе введения 
Хондросфер на основе хондроцитов человека с течением времени на поздних сроках исследования. По оси аб-
сцисс обозначены сутки после введения.
Примечание: измерение объёмов образований в группах закола дифференцированных производных ИПСК не из-
мерялись после 94-го дня эксперимента, поскольку визуально место закола не отличалось от окружающих тка-
ней.
Fig. 5. Changes in the median volumes of inoculates (mm3) at the injection site in animals in the experimental group 
of administration of Chondrospheres based on human chondrocytes over time at the late stages of the study. The abscissa 
indicates the day after administration.
Note: the measurement of the volume of formations in the groups of administration of differentiated ISC derivatives was 
not measured after day 94 of the experiment, since visually the puncture site did not differ from the surrounding tissues.
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Таблица 3. Гистологические препараты имплантатов на разных сроках после подкожного введения на сроке 
3 мес. после имплантации. Увеличение — 10×, 20×. Масштабный отрезок — 100 мкм, 50 мкм
Table 3. Histological preparations of implants at different periods after subcutaneous injection at a period of 3 months 
after implantation. Magn. ×10, ×20. The scale segment is 100 µm, 50 µm

Группа 
Метод окраски 

Гематоксилин-эозин Альциановый синий

Хондросферы на основе 
хондроцитов человека

Хондросферы на основе 
ИПСК-производных

Хондросферы на основе 
ИПСК-производных 
с нокаутом гена β2m

MDA231

МСК
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Обсуждение результатов
Получение трёхмерных сфероидных 

продуктов на основе аутологичных хон-
дроцитов человека с помощью органоид-
ной технологии является достаточно пер-
спективным направлением для создания 
продуктов для регенеративной медицины. 
Подобные технологии активно применя-
ются за рубежом для клеточной терапии 
объёмных очаговых дефектов гиалино-
вого хряща коленного сустава. Несмотря 
на то, что разрабатываемый нами продукт 
аналогичен по технологии производства 
и по своему составу препарату от компа-
нии «Co.don», его получают по усовер-
шенствованной технологии, что требу-
ет новых исследований безопасности. 
Согласно существующему в нашей стране 
законодательству в области обращения 
лекарственных препаратов, исследование 
фармакокинетики ПТИ включает анализ 
биораспределения, которое характеризует 
миграционный потенциал клеток в составе 
клеточного конструкта. Исследования би-
ораспределения продукта Spheroxтм после 
консультации разработчика с регуляторны-
ми органами проводили на животных с им-
мунодефицитом [25]. Проведённое нами 
исследование биораспределения на имму-
нодефицитных мышах линии Balb/c Nude 
с использованием ПЦР с детекцией в ага-
розном геле показало отсутствие человече-
ской ДНК в тканях и органах, удалённых 
от зоны подкожной имплантации продукта. 
В опытных группах введения ПТИ на осно-
ве клеток человека человеческая ДНК была 
детектирована только в месте импланта-
ции. В группах положительного контроля 
(подкожное введение опухолевой культуры 
или МСК человека) ДНК человека была 
детектирована в месте введения и в тонком 
кишечнике, что свидетельствует о повы-
шенной миграционной активности данных 
линий клеток. Таким образом, в рамках 
тестирования безопасности проведение 
оценки биораспределения ПТИ, предназна-

ченного для имплантации человеку, пред-
ставляется целесообразным с помощью 
описанного подхода.

Технология индуцированных плюрипо-
тентных стволовых клеток (ИПСК), кото-
рая позволяет легко получать клетки, спо-
собные к длительному самообновлению 
и способностью к дифференцировке в лю-
бой тип соматических клеток, в т. ч. хон-
дроциты, может преодолеть ограничения, 
связанные с аутологичными хондроцитами 
[17]. Клеточные технологии, связанные 
с использованием ИПСК в качестве источ-
ника клеток для терапии повреждений хря-
щевой ткани, в настоящее время активно 
развиваются, но протоколы получения хон-
дроцитарных производных из ИПСК и про-
цессы их культивирования в 3D-условиях 
не унифицированы, а готовых продуктов 
из данных клеток на рынке не представле-
но [18]. Поскольку цель нашего исследова-
ния состояла в изучении биораспределения 
нового ПТИ для терапии поражений су-
ставного хряща человека на основе ИПСК, 
дифференцированных в хондрогенном 
направлении, то клетки были проверены 
на наличие экспрессии хондроцитарных ге-
нов методом ПЦР.

Для изучения биораспределения исполь-
зовали иммунодефицитных мышей ли-
нии Balb/c Nude. Данная линия животных 
широко используется в фундаментальных 
и доклинических исследованиях различ-
ных ксенотрансплантатов, в т. ч. на основе 
хондроцитов человека [4]. В своём исследо-
вании мы прибегали к подкожной имплан-
тации Хондросфер, поскольку эта процеду-
ра менее инвазивна, легко масштабируема 
и проста в реализации по сравнению с им-
плантацией в сустав мелких лабораторных 
животных, за зоной инокуляции легко на-
блюдать. Дозу однократного введения ПТИ 
рассчитывали, исходя из предполагаемой 
терапевтической дозы для человека соглас-
но размеру дефектов хрящевой ткани  — 
10–70 сфероидов на 1 см2 повреждённой 
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ткани [25]. Для мышей доза составила пять 
сфероидов на одно животное.

Морфометрические данные не выяви-
ли значительных изменений массы тела 
у опытных групп по сравнению с группой 
контроля, что говорит об отсутствии систем-
ного патологичного действия исследуемого 
продукта. Размеры инокулятов с течением 
времени уменьшались, что свидетельствует 
об отсутствии гипертрофии и компактиза-
ции вводимого продукта, в связи с отсутст-
вием механической нагрузки на имплантат. 
Кроме того, наблюдался значимо меньший 
объём образований в группах введения 
Хондросфер на основе ИПСК, дифферен-
цированных в хондрогенном направлении, 
что может быть связано с изначально мень-
шим размером клеток. Влияния со стороны 
используемого протокола дифференциров-
ки клеток не наблюдалось.

Для оценки формирования стабильной 
хрящевой ткани в месте введения ПТИ ме-
ста закола были исследованы с помощью 
гистологического анализа. В результате 
анализа полученных препаратов мы на-
блюдали образование хрящевой ткани уже 
через 90 сут после имплантации, что гово-
рит об успешной интеграции сфероидов 
в тканях мыши. Стоит заметить, что ПТИ 
на основе ИПСК-производных также фор-
мировали нормальную хрящевую ткань. 
На поздних сроках (через 9 мес.) хрящевые 
имплантаты также успешно формировали 
нормальную хрящевую ткань, что говорит 
об их состоятельности.

Для проверки распределения биоптаты 
органов и тканей мыши по прошествии 
90  сут после имплантации были качест-
венно оценены путём анализа на наличие 
экспрессии видоспецифичной для человека 
последовательности гена цитохром-С-ок-
сидазы 1 (COI). Метод ПЦР является одним 
из методов выбора для исследования биора-
спределения продуктов на основе сомати-
ческих клеток [25]. Согласно проведённым 
в мире исследованиям, детекция человече-

ской ДНК методом ПЦР в сочетании с дру-
гим методом визуализации распределения 
исследуемого препарата, например, с ги-
стологией, является достаточным методо-
логическим подходом для анализа биора-
спределения. Известно, что ПЦР является 
высокочувствительным методом анализа, 
который в некоторых случаях может обна-
ружить одну копию целевой ДНК, и поэто-
му разделение рабочих зон — выделения 
ДНК, подготовки смеси, детекции резуль-
татов — и контроль загрязнения на каждом 
этапе имеют решающее значение для ла-
боратории. Хотя это не обсуждается в этой 
статье, предполагается, что все манипуля-
ции, связанные с проведением анализа ПЦР, 
соответствуют надлежащей лабораторной 
практике (GLP).

Выводы
В настоящей работе было проведено 

исследование биораспределения ПТИ 
«Хондросферы», представляющего со-
бой 3D-структуру на основе хондроци-
тов человека. Альтернативным источ-
ником при изготовлении изучаемого 
ПТИ были выбраны ИПСК человека, 
дифференцированные в хондрогенном 
направлении. Биораспределение оцени-
вали через 3 и 9 мес. после подкожной им-
плантации продукта мышам линии Balb/c 
Nude. В качестве контроля животным 
был введён физ. р-р. В ходе исследова-
ния в местах закола продукта наблюдали 
образование стабильной, зрелой хряще-
вой ткани с характерной морфологией 
без признаков аномальной пролиферации. 
Клеточная миграция за пределы области 
имплантации отсутствовала. Полученные 
результаты позволяют заключить, что раз-
работанный нами ПТИ «Хондросферы» 
характеризуется нормальным биораспре-
делением в пределах зоны введения, хо-
рошо интегрируется в подлежащие ткани 
и может быть рекомендован для дальней-
ших исследований.
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