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Исследованы биологические свойства нового ген-активированного костно-пластического 
материала на основе хитозановых губок, импрегнированных плазмидами, несущими ген костного 
морфогенетического белка-2 (BMP2). Подобраны оптимальные условия трансфекции мультипотентных 
мезенхимальных стромальных клеток с помощью реактива TurboFect. Показано остеоиндуцирующее 
действие разрабатываемого материала in  vitro, связанное с увеличением экспрессии остеогенных 
маркеров в культурах мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток. Проектируемый ген-
активированный материал может быть использован для восполнения дефектов костной ткани.
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Для лечения травматических и дегенератив-
ных заболеваний костной ткани требуются эф-
фективные остеопластические материалы, кото-
рые позволили бы исключить необходимость ис-
пользования аутотрансплантатов [1]. Известно, 
что костный морфогенетический белок-2 (BMP-2) 
является мощным остеоиндуктивным фактором, 
по своему регенеративному потенциалу не уступа-
ющий аутогенной костной ткани [2, 3]. Поскольку 
BMP-2 является паракринным фактором с корот-
ким периодом полураспада и быстро теряет актив-
ность, требуется его введение в супрафизиологи-
ческих концентрациях, что приводит к побочным 
эффектам и ограничивает его применение. Про-
ектирование ген-активированных матриц, содер-
жащих гены белков с терапевтическим действи-
ем, является новым перспективным направлением 

в области разработки остеопластических материа-
лов [4‒6]. Основным преимуществом генной тера-
пии перед использованием рекомбинантных бел-
ков является обеспечение локальной экспрессии 
терапевтических факторов в области повреждения 
в течение продолжительного времени без осложне-
ний, связанных с рисками высокой дозировки пре-
парата. Включение в остеопластический материал 
плазмидных конструкций, содержащих ген BMP2, 
может обеспечить пролонгированную секрецию 
BMP-2 в терапевтических концентрациях для эф-
фективной регенерации костной ткани.

Применение плазмидных экспрессионных век-
торов считается наиболее биологически безопасным 
методом для генетической модификации клеток. 
Однако низкая эффективность доставки трансгена 
и высокая цитотоксичность за счет использования 

Список сокращений: ММСК� — мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки; BMP-2 — костный морфогенетиче-
ский белок-2; TF — TurboFect.
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трансфицирующих агентов являются существенны-
ми недостатками этого подхода [7, 8]. Подбор опти-
мальных условий трансфекции мультипотентных 
мезенхимальных стромальных клеток (ММСК�), 
обеспечивающих эффективную интернализацию 
векторов при сохранении достаточной жизнеспо-
собности клеток, — ключевой вопрос при разработ-
ке плазмидных ген-активированных материалов, ко-
торый определяет успешность их дальнейшего при-
менения для репаративной регенерации.

В качестве материала носителя для плазмид-
ных конструкций выбран хитозан — природный 
полимер с антибактериальными, фунгицидными 
и противоопухолевыми свойствами, биологиче-
скую активность которого можно моделировать 
за счет химических модификаций, изменения за-
ряда и других характеристик [9, 10]. Целью ра-
боты была разработка ген-активированного ма-
териала на основе хитозана, импрегнированного 
плазмидами с геном BMP2, и оценка его остеоин-
дуцирующего действия in vitro.

уСЛОВИЯ ЭКСПеРИМеНТА

Мультипотентные мезенхимальные 
стромальные клетки (ММСК)

Использовали культуры ММСК�, полученные 
из липоаспирата взрослых здоровых доноров по-
сле подписания добровольного информирован-
ного согласия. ММСК� культивировали в росто-
вой среде DMEM («ПанЭко», Россия), содержащей 
10% эмбриональной сыворотки теленка (ЭТС; PAA 
Laboratories, К�анада), 0,584 мг/мл L-глутамина («Па-
нЭко»), 5 000 ед/мл гепарина натрия («ПанЭко»), 
5 000 ед/мл пенициллина («ПанЭко») и 5 000 мкг/мл 
стрептомицина («ПанЭко») при 37 °С и 5% СО2.

Плазмиды
Использовали плазмиды, несущие целевой ген 

BMP2 (pcDNA3) и ген референсного белка EGFP 
(pEGFP-C1). Плазмиды наращивали в клетках 
Escherichia coli в среде с селективными антибиоти-
ками и выделяли набором Plasmid Midiprep (BC124; 
«Евроген», Россия) по стандартному протоколу.

Трансфекция
Для трансфекции использовали трансфи-

цирующий агент TurboFect (TF; Thermo Fisher 
Scientific, США) в соответствии с инструкциями 
производителя. Подбирали эффективные соотно-
шения доз TF (1 мкл, 2 мкл или 4 мкл) и плазми-
ды (1 мкг и 2 мкг). Для образования полиплексов 
TF и плазмиды инкубировали 20 мин при 37 °С. 
Затем раствор добавляли к клеткам или к иссле-
дуемым материалам.

Трансфекцию проводили с ММСК�, адгезиро-
ванными на пластике, или в виде суспензии. Ад-
гезированные ММСК� культивировали с поли-
плексами в течение 1, 6, 24 и 48 ч. ММСК� в виде 
суспензии инкубировали с комплексами в тече-
ние 10 мин или 1 ч, а затем высевали в 24-луноч-
ные планшеты в той же среде или заменяли среду 
на свежую. Анализ трансфекции проводили через 
24 и/или 48 ч после инкубации.

МТТ-тест
Для оценки жизнеспособности клеток по-

сле трансфекции в лунки добавляли 0,5 мг/мл 
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2H-те-
тразолиум бромид (МТТ; «ПанЭко») и инкубиро-
вали 2 ч при 37 °С. Затем кристаллы формазана 
элюировали с помощью DMSo («ПанЭко») и из-
меряли оптическую плотность на планшетном 
спектрофотометре xMark (Bio-Rad, США) при 
длине волны 570 нм, при расчете вычитая фоно-
вое значение при 620 нм.

Проточная цитометрия
Для оценки эффективности трансфекции 

клетки снимали с планшетов, осаждали центри-
фугированием при 1 200 об/мин в течение 5 мин 
и подсчитывали количество клеток, синтезиру-
ющих EGFP, на проточном цитофлуориметре 
CyFlow® Space (Partec, США). Анализ проводили 
с помощью программы FloMax.

Получение материала
Губчатые материалы на основе хитозана по-

лучали путем лиофилизации замороженных сте-
рильных растворов в 2%-ной уксусной кисло-
те, при массовой концентрации хитозана 2,2%. 
Предварительно проводили реацетилирование 
хитозана с исходной степенью деацетилирова-
ния 65% в водно-спиртовой среде для получения 
хитозанов со степенью деацетилирования 55% 
или 19,5% [10]. Полученные матрицы в виде гу-
бок размером 0,5 см3 инкубировали с трансфици-
рующими комплексами: 10 мкг pcDNA3 + 20 мкл 
TF — в течение 15 мин.

Оценка остеогенного действия материала 
in vitro

К�ультуры ММСК� высевали на дно лунок си-
стемы Transwell (Corning, США). Материалы по-
мещали в фильтры внутри лунок и инкубировали 
в среде DMEM, содержащей 10% ЭТС, 0,584 мг/
мл L-глутамина, 0,05 мг/мл L-аскорбиновой кисло-
ты (Sigma, США), 2,16 мг/мл β-глицерофосфата 
(Sigma), 5 000 ед/мл пенициллина и 5 000 мкг/
мл стрептомицина при 37 °С и 5% СО2 14 сут.
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ПЦР в режиме реального времени
Для оценки экспрессии генов маркеров остео-

генной дифференцировки: BMP2, RUNX2 и ALPL — 
проводили обратную транскрипцию с последую-
щим анализом методом ПЦР в режиме реального 
времени с использованием интеркалирующего кра-
сителя SYBR Green. Общую РНК� выделяли из кле-
ток по протоколу RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, 
США). Синтезировали кДНК� с помощью набора 
для синтеза первой цепи кДНК� с обратной тран-
скриптазой RevertAid (Thermo Fisher Scientific). По-
лученные значения нормировали относительно ге-
нов сравнения: GAPDH и ACTB.

Статистическая обработка
Построение графиков и статистическую об-

работку результатов выполняли в программе 
SigmaPlot 12.0 (Германия). Все данные представ-
лены как среднее значение ± стандартное отклоне-
ние (mean ± SD). Группы сравнивались с исполь-
зованием t-критерия Стьюдента или U-критерия 
Манна-Уитни в зависимости от распределения 

Гаусса. Статистически значимыми считали разли-
чия при уровне ниже 5% (p < 0,05).

РезуЛьТАТЫ И ОБСужДеНИе

Подбор эффективной дозировки полиплексов 
TF с плазмидой

Для определения наиболее эффективной до-
зировки плазмид и трансфицирующих аген-
тов анализировали различные соотношения доз 
плазмид pEGFP-C1 (1 мкг и 2 мкг) и TF (1 мкл, 
2 мкл и 4 мкл). Через 24 ч трансфекции ММСК�, 
адгезированных на поверхности культураль-
ных планшетов, наилучшие результаты получе-
ны при использовании 2 мкг pEGFP-C1 с 4 мкл 
TF (24,55±2,23%), 2 мкг pEGFP-C1 с 2 мкл 
TF (21,08±3,17%), 1 мкг pEGFP-C1 с 4 мкл 
TF (14,26±1,89%) (рис. 1a,  b). При использова-
нии 1 мкл TF трансфекции ММСК� не наблюда-
лось. К�роме того, показано, что TF оказывает до-
зозависимое цитотоксическое действие на клетки 
ММСК� (рис. 1с), и максимальная гибель клеток 
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Рис. 1. Трансфекция клеток ММСК� комплексами TF с плазмидой pEGFP-C1. a — Оценка эффективности трансфек-
ции методом флуоресцентной микроскопии по накоплению EGFP в клетках ММСК� через 24 ч. b — Оценка эффек-
тивности трансфекции методом проточой цитометрии через 24 ч. c — Оценка жизнеспособности клеток ММСК� ме-
тодом МТТ через 24 ч. *p < 0,05 (относительно контроля).

Fig. 1. Transfection of MSC with complexes of TF with pEGFP-C1 plasmid. a — Evaluation of transfection efficiency 
by fluorescence microscopy through the accumulation of EGFP in MSC cells after 24 h. b — Evaluation of transfection 
efficiency by flow cytometry after 24 h. c — Evaluation of MSC viability by MTT after 24 h. *p <0.05 (vs the control).
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Рис. 2. Трансфекция адгезированных ММСК� комплексами TF с плазмидой pEGFP-C1 в течение 1, 6 и 24 ч. a — Оценка 
эффективности трансфекции методом проточной цитометрии через 24 ч после трансфекции. b — Оценка жизнеспособ-
ности ММСК� методом МТТ через 24 и 48 ч после трансфекции. *p < 0,05 (по сравнению с соответствующим контролем).

Fig. 2. Transfection of adherent MSC with complexes of TF with plasmid pEGFP-C1 during 1, 6 or 24 h. a — Evaluation 
of transfection efficiency by flow cytometry 24 h after transfection. b — Evaluation of MSC viability by MTT 24 and 
48 h after transfection. *p < 0,05 (vs the corresponding control).

наблюдается при использовании 2 мкг pEGFP-
C1 с 4 мкл TF.

Выбор времени и условий инкубации клеток 
ММСК с трансфицирующими комплексами

Для снижения токсического действия поли-
плексов TF с плазмидой время инкубации с клет-
ками уменьшили до 1 и 6 ч. Показано, что в этом 
случае необходимо использовать TF в концентра-
ции не менее 4 мкл с 2 мкг pEGFP-C1; причем тог-
да для эффективной трансфекции ММСК� доста-
точно всего 1 ч инкубации (рис. 2а). В этом случае 
ММСК� сохраняют достаточно высокую жизнеспо-
собность через 24 ч (около 80%) и 48 ч (около 50%) 
после трансфекции (рис. 2b). Инкубация клеток 
с комплексами в течение 1 ч оказывает наимень-
шее цитотоксическое воздействие на клетки.

Ранее показано, что токсическое действие по-
липлексов можно снизить, если проводить тран-
сфекцию ММСК� в виде суспензии, что позволя-
ет уменьшить время инкубации до 10 мин [11]. 
Мы тоже исследовали эффективность трансфекции 
ММСК� в условиях суспензии. Выявлено, что инку-
бация клеток с 2 мкг pEGFP-C1 + 4 мкл TF в тече-
ние 10 мин (с последующим осаждением центри-
фугированием и без него) позволила получить на-
ибольшее число трансфицированных ММСК� (рис. 
3а). Однако трансфекция в условиях суспензии 
приводила к значительно большей гибели клеток, 
чем в адгезионных культурах (рис. 3b).

Таким образом, наиболее эффективно культу-
ры ММСК� трансфицируются в адгезионном со-
стоянии при использовании трансфицирующих 

комплексов, содержащих 2 мкг pEGFP-C1 и 4 мкл 
TF на 1 мл среды в течение 1 ч. Этот способ по-
зволяет достичь значимой эффективности тран-
сфекции (15,33±1,45%) при высокой относи-
тельной жизнеспособности клеточной культуры 
(83,58±7,58%).

Трансфекции ММСК� плазмидами pcDNA3, 
кодирующими ген BMP2,  по разработанному 
протоколу привела к значительному увеличе-
нию экспрессии целевого гена через 14 сут по-
сле трансфекции (почти в 2 000 раз по сравнению 
с контролем) (рис. 4), что подтверждает высокую 
эффективность трансфекции ММСК� плазмидами 
с целевым геном в выбранных условиях.

Оценка остеогенного действия материала 
на основе хитозана in vitro

К�ультивирование ММСК� в присутствии хи-
тозановых губок, импрегнированных плазмида-
ми pcDNA3, несущими целевой ген BMP2, приво-
дит к значительному увеличению экспрессии ге-
нов маркеров остеогенной дифференцировки: 
RUNX2 и ALPL. Материалы на основе хитозана с бо-
лее высокой степенью деацетилирования (55%) ока-
зывают более выраженное остеогенное действие, 
чем материалы с 19,5% деацетилирования (рис. 5).

Это может быть вызвано увеличением коли-
чества аминогрупп, несущих положительный за-
ряд и тем самым способных связывать боль-
шее количество отрицательно заряженных плаз-
мид, что в дальнейшем приводит к эффективному 
высвобождению этих плазмид и, как следствие, 
к успешной трансфекции. Ранее нами показано, 
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что уменьшение положительного заряда хитозана 
повышает его биосовместимость, снижая лейко-
цитарную инфильтрацию при имплантации [10]. 
Импрегнация хитозана плазмидами позволит ней-
трализовать положительный заряд аминогрупп, 
что существенно снизит развитие воспалитель-
ной реакции при введении материала.

В результате проведенного исследования по-
добраны оптимальные условия трансфекции 

ММСК� при использовании трансфицирующих 
комплексов. Показано, что хитозановый материал 
со степенью деацетилирования 55%, импрегни-
рованный плазмидными конструкциями с геном 
BMP2, оказывает остеоиндуцирующее действие 
на культуру ММСК� in  vitro. Разработанный ген-
активированный материал может стать эффектив-
ным инструментом, использование которого по-
зволит восполнять дефекты костной ткани.
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Рис. 3. Трансфекция ММСК� в условиях суспензии комплексами TF с плазмидой pEGFP-C1 в течение 10 мин и 1 ч. 
a — Оценка эффективности трансфекции методом проточной цитометрии через 24 ч после трансфекции. b — Оцен-
ка жизнеспособности ММСК� методом МТТ через 24 и 48 ч после трансфекции. *p < 0,05 (по сравнению с соответ-
ствующим контролем).

Fig. 3. Transfection of MSC suspension with complexes of TF with plasmid pEGFP-C1. a — Evaluation of transfection 
efficiency by flow cytometry 24 h after transfection. b — Evaluation of MSC viability by MTT 24 and 48 h after transfection. 
*p < 0,05 (vs the corresponding control).
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Рис. 4. Относительная экспрессия BMP2 после тран-
сфекции клеток ММСК� полиплексами, образованны-
ми 2 мкг pcDNA3 + 4 мкл TF. Анализ проведен мето-
дом ПЦР в режиме реального времени через 14 суток 
после трансфекции. *p < 0,05.

Fig. 4. BMP2 relative expression after transfection 
of MSC with polyplexes from 2 μg of pcDNA3 + 
4 μl of TF. The results of RT-PCR assay after 14 days 
after transfection are presented.*p < 0,05.
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Рис. 5. Оценка экспрессии генов RUNX2 и ALPL по-
сле сокультивирования клеток ММСК� с хитозановы-
ми матрицами, импрегнированными полиплексами 
10мкг pcDNA3 + 20мкл TF. Анализ проведен методом 
ПЦР в режиме реального времени через 14 суток по-
сле трансфекции. *p < 0,05.

Fig. 5. Evaluation of RUNX2 и ALPL expression after co-
cultivation of MSC with chitosan matrices impregnated 
with polyplexes from 10 μg pcDNA3 + 20 μl TF. The 
results of RT-PCR assay after 14 days after transfection 
are presented. *p < 0,05.
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Abstract–The biological properties of a new gene-activated osteoplastic material based on chitosan 
sponges impregnated with plasmids with the gene for the bone morphogenetic protein-2 (BMP2) have 
been studied. The optimal conditions for transfection of multipotent mesenchymal stromal cells with 
TurboFect reagent were selected. The in vitro osteoinducing effect of the developed material associated 
with an increase in the expression of osteogenic markers in mesenchymal stromal cells was shown. 
The designed gene-activated material can be used to repair bone defects.
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