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ДОСТАВКА ГЕНЕТИЧЕСКИХ КОНСТРУКЦИЙ С ПОМОЩЬЮ 
СКАФФОЛДОВ, ИЗГОТОВЛЕННЫХ МЕТОДОМ 3D-ПЕЧАТИ, 

in vitro И in vivo
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Использование 3D-печати позволяет создавать новые эффективные костно-пластические матери-
алы в виде биорезорбируемых имплантатов для восполнения протяженных костных дефектов в сто-
матологии и челюстно-лицевой хирургии. Для придания остеоиндуктивности в такие скаффолды могут
быть включены генетические конструкции, несущие гены необходимых белков. С помощью антисоль-
вентной 3D-печати были изготовлены ген-активированные скаффолды, на основе полилактогликоли-
да и аденовирусных конструкций, несущих ген модельного зеленого флуоресцентного белка, поз-
воляющего визуализировать продукты экспрессии трансгена. Изучена эффективность трансдукции
мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток жировой ткани крыс аденовирусными век-
торами, импрегнированными в скаффолды. In vivo при имплантации скаффолдов и желатиновых
губок с аденовирусными конструкциями, несущими ген зеленого флуоресцентного белка, отсут-
ствовали признаки острого воспаления. Остатки волокон скаффолда были окружены гигантскими
клетками инородных тел, между которыми разрасталась грануляционная ткань, представленная не-
структурированными коллагеновыми волокнами. Иммуногистохимическое окрашивание позволи-
ло обнаружить, что спустя 14 сут макрофаги и гигантские клетки инородных тел поглощали белок
GFP. Полученные результаты позволяют рассматривать разработанные ген-активированные скаф-
фолды в качестве основы для создания материалов, несущих гены остеоиндуктивных белков, для
регенерации обширных костных дефектов в стоматологии и челюстно-лицевой хирургии.
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Восстановление костных дефектов, возникших в
результате воспалительных заболеваний, травм или
хирургических вмешательств, – частая задача хи-
рургической стоматологии, челюстно-лицевой хи-
рургии, травматологии и ортопедии. Эффективным
подходом к решению проблемы является целевая
доставка генов белков, обладающих остеоиндук-
тивными свойствами, для ускорения восстановле-
ния костной ткани [1]. В связи с этим активно раз-

рабатываются ген-активированные костно-пласти-
ческие материалы, состоящие из
биорезорбируемых, биосовместимых скаффол-
дов, несущих конструкции с генами остеоиндук-
торов. Аденовирусные векторы могут быть ис-
пользованы для создания ген-активированных
матриксов (ГАМ) благодаря способности трансду-
цировать делящиеся и неделящиеся клетки, вы-
сокой пакующей емкости и низкому риску инсер-
ционного мутагенеза [2, 3]. Одним из способов до-
ставки аденовирусных конструкций в область
восстановления костных дефектов является их
включение в материалы на основе синтетических
полимеров. В регенеративной медицине для со-
здания скаффолдов широко используется синте-

Список сокращений: 3D-печать – трехмерная печать,
PLGA – полилактогликолид, Ad-GFP – аденовирусный
вектор, несущий ген зеленого флуоресцентного белка,
ММСК-ЖТ – мультипотентные мехенхимальные стро-
мальные клетки, полученные из жировой ткани, ГАМ –
ген-активированный матрикс, DAPI – 4',6-диамидино-2-
фенилиндол.
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тический сополимер молочной и гликолевой кис-
лот (PLGA), который обладает высокой биосов-
местимостью и биорезорбируемостью [4]. При
разработке ген-активированных костно-пласти-
ческих материалов важной характеристикой яв-
ляется структура скаффолда, которая обеспечи-
вает миграцию клеток и прорастание сосудов, а
также контролируемое высвобождение содержа-
щихся в нем биоактивных веществ, [5]. Примене-
ние подходов трехмерной или 3D-печати позво-
ляет создавать матриксы в соответствии с геомет-
рией костного дефекта пациента с заданной
микро- и макроархитектоникой. Это способству-
ет оптимальной интеграции имплантата с окру-
жающими тканями и быстрому восстановлению
кости [6].

Таким образом, выбор компонентов для созда-
ния ген-активированных скаффолдов, методов
их изготовления, а также разработка модельных
систем для изучения биологических свойств та-
ких конструкций до сих пор остается актуальной
задачей. Для исследования доставки целевого ге-
на в клетки и ткани могут быть использованы аде-
новирусные конструкции с геном зеленого флуо-
ресцентного белка (GFP) для облегчения визуа-
лизации продукта трансгена. Целью данной работы
является изучение доставки аденовирусных кон-
струкций, несущих ген зеленого флуоресцентно-
го белка (GFP) с помощью матриксов, изготовлен-
ных методом антисольвентной 3D-печати на осно-
ве полилактогликолида в моделях in vitro и in vivo.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

3D-печать PLGA скаффолдов

Полилактогликолид (Purasorb PDLG7507 Cor-
bion PURAC Biochem, Нидерланды) был исполь-
зован для приготовления 10 мас. % раствора в тет-
рагликоле (Sigma-Aldrich, США). 1 г PLGA сме-
шивали с 9 г тетрагликоля с помощью магнитной
мешалки (DLab FlatSpin, Китай) в течение 2 сут
при комнатной температуре, затем хранили в
плотно закрытой упаковке при 7°C. 3D-скаффол-
ды изготавливали на специально разработанном
3D-принтере (ФНИЦ “Кристаллографии и фо-
ники РАН”, Россия) с системой шприцевого до-
зирования. Раствор PLGA вводили в ванну с вод-
ным осадком через иглу из нержавеющей стали
диаметром 330 мкм при скорости потока 15 мкл/с
и температуре 25°C. Каждый скаффолд хранили в
дистиллированной воде при 37°C в течение 24 ч,
затем промывали 95%-ным этанолом и сушили
при комнатной температуре [7].

Получение ген-активированных скаффолдов PLGA, 
содержащих аденовирусные конструкции 

с геном GFP
Ген-активированные скаффолды были полу-

чены путем сорбции аденовирусных частиц c ге-
ном GFP из раствора в уже сформированные мат-
риксы. Для этого матриксы на основе PLGA ин-
кубировали в течение 24 ч с вирусными частицами
в концентрации 125 нг/мкл.

Мультипотентные мезенхимальные 
стромальные клетки

Мультипотентные мезенхимальные стромаль-
ные клетки получали из жировой ткани крысы
(ММСК ЖТ) в соответствии с описанным прото-
колом [8]. Их культивировали в среде DMEM/F12
(“ПанЭко”, Россия) с 10% фетальной телячьей
сыворотки (FCS, PAA Laboratories, Канада),
0.584 мг/мл L-глютамина (“ПанЭко”) и антибиоти-
ка (5000 ед/мл пенициллина и 5000 мкг/мл стрепто-
мицина) (“ПанЭко”) при 37°C и 5% CO2.

Трансдукция
Для исследования трансдуцирующей способ-

ности Ad-GFP, включенных в PLGA скаффолды,
ММСК ЖТ инкубировали в присутствии матрик-
сов в 24 луночных планшетах с системой Transwell
(SPL Lifesciences, Корея) в течение 7 сут. Эффек-
тивность аденовирусной трансдукции оценивали
методом флуоресцентной микроскопии по выяв-
лению клеток, продуцирующих GFP, на автома-
тическом микроскопе Lionheart FX (Agilent BioTek,
США) и методом проточной цитофлуориметрии.
Для этого клетки снимали с планшетов с использо-
ванием раствора Версен-трипсин (“ПанЭко”) в те-
чение 5 мин при 37°C, осаждали центрифугирова-
нием на Jouan BR4i, (Jouan, Франция) при 260 g, в
течение 5 мин, супернатант отбирали, а осадок
промывали раствором Хенкса (“ПанЭко”). Коли-
чество клеток, синтезирующих GFP, анализирова-
ли на проточном цитофлуориметре CyFlow Space
(Partec, США) с максимумом возбуждения 495 нм
и максимумом эмиссии 519 нм, а количественную
оценку проводили с помощью программы Flo-
Max (Partec, США).

Внутримышечная имплантация
Для оценки трансдуцирующих свойств in vivo

проводили внутримышечную имплантацию но-
сителей в виде желатиновой губки “Спонгостан”
(Ethicon, США) или скаффолдов на основе PLGA,
импрегнированных аденовирусными векторами,
несущими ген GFP. Губку “Спонгостан” исполь-
зовали в качестве модельной системы, поскольку
в предыдущих исследованиях нами уже были изу-
чены ее свойства и показана биосовместимость



44

БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 41  № 1  2025

ЧЕРНОМЫРДИНА и др.

при имплантации крысам [9]. Для проведения ис-
следования in vivo использовали самцов крыс ли-
нии Wistar (ФГБУН “НЦБМТ” ФМБА России,
Московская область, р/п Андреевка) массой 300–
350 г. Крыс содержали в стандартных условиях
вивария с открытым доступом к пище и воде. Все
стадии исследования соответствовали законода-
тельству Российской Федерации, международным
этическим нормам и нормативным документам
учреждения по правилам работы с лабораторными
животными. Лабораторные животные были разде-
лены на экспериментальные группы по 10 живот-
ных в каждой. Для проведения внутримышечной
имплантации крысам сбривали шерсть в области
задней поверхности бедра. После антисептиче-
ской обработки в стерильных условиях делали
продольный разрез кожи. Затем между головками
трехглавой мышцы тупым путем формировали
карман, в который помещали желатиновую губку
или 3D-скаффолд с Ad-GFP. Животных выводи-
ли из эксперимента через 14 дней путем передо-
зировки анестетика. Зоны имплантации материа-
лов были взяты для гистологического исследова-
ния. Трансдуцированные клетки, продуцирующие
GFP, после внутримышечной имплантации
определяли флуоресцентным методом.

Иммуногистохимия
Кроличьи поликлональные антитела против GFP

(GTX37759, GeneTex, США) использовали с систе-
мой визуализации на основе DAB (GTX73338), по-
сле чего окрашивали препарат гематоксилином и
эозином (“Biovitrum”, Россия). Иммуногистохи-
мическое окрашивание проводили в соответ-
ствии с протоколом производителя.

Статистический анализ
Статистический анализ проводили с помощью

программы GraphPad Prism (GraphPad Software,
Inc., США). Данные представляли как среднее
±SD (стандартное отклонение). Нормальность
распределения проверяли с помощью теста нор-
мальности Шапиро–Уилка. Межгрупповые срав-
нения проводили с помощью t-теста Стьюдента
или U-теста Манна–Уитни. Различия считались
статистически значимыми при вероятности ме-
нее 5% (p < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Эффективность трансдукции ММСК ЖТ 

аденовирусными конструкциями, 
импрегнированными в PLGA скаффолды

Инкубация ММСК ЖТ с PLGA скаффолдами,
содержащими Ad-GFP, приводила к трансдукции
клеток. На первые сутки количество трансдуци-
рованных клеток составляло 4.6 ± 2.1%. На 4 сут

данный показатель увеличивался до 24.4 ± 2.1%, а
через 7 сут наблюдали 41.5 ± 6.2% трансдуциро-
ванных ММСК ЖТ (рис. 1). Полученная эффек-
тивность на первые сутки была ниже, чем в экспе-
риментах, где клетки трансдуцировали Ad-GFP без
скаффолда, что обусловлено более медленной ки-
нетикой высвобождения аденовирусных векто-
ров из скаффолда [10].

Имплантация губки “Спонгостан” с Ad-GFP

В области имплантации губки “Спонгостан” с
Ad-GFP не было выявлено существенных разли-
чий с контрольной группой, где использовалась
только губка, что говорит об отсутствии специфи-
ческой тканевой реакции на аденовирусные кон-
струкции. В обеих группах к концу 14 сут наблюда-
ли материал, окруженный гигантскими клетками
инородного тела (рис. 2), что является характерной
картиной биодеградации губки “Спонгостан” [11].
Таким образом, показана высокая биосовмести-
мость имплантированных ГАМ, содержащих аде-
новирусные векторы, при внутримышечной им-
плантации крысам.

Согласно результатам флуоресцентной микро-
скопии, при имплантации губки “Спонгостан” с
Ad-GFP в цитоплазме фибробластоподобных
клеток наблюдалось зеленое свечение, вызванное
продукцией GFP, что свидетельствовало об эф-
фективной трансдукции этих клеток аденовирус-
ными векторами in vivo (рис.3).

Имплантация PLGA-скаффолдов с Ad-GFP

Для оценки биологических свойств PLGA-скаф-
фолдов с Ad-GFP, в сравнении с губкой “Спонго-
стан”, используемой в различных исследованиях
в качестве сравнения [11], скаффолды с аденови-
русными конструкциями, несущими ген GFP, бы-
ли имплантированы крысам внутримышечно. При
сравнении групп, в которых были имплантированы
PLGA-Ad-GFP и PLGA-скаффолды существенных
различий в реакции окружающих тканей обнару-
жено не было. В обеих группах на 14 сутки волок-
на скаффолда были окружены гигантскими клет-
ками инородных тел. Между ними разрасталась
грануляционная ткань, представленная неструкту-
рированными коллагеновыми волокнами. Были
выявлены фибробластоподобные клетки, макрофа-
ги и полнокровные кровеносные сосуды (рис. 4).
Таким образом, имплантация изготовленных мето-
дом антисольвентной 3D-печати PLGA-скаффол-
дов с Ad-GFP не сопровождалась выраженным вос-
палительным ответом, что свидетельствовало о вы-
сокой биосовместимости ГАМ.
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Иммуногистохимическое окрашивание белка 
GFP после имплантации губки “Спонгостан” 

и скаффолда на основе PLGA, 
импрегнированных Ad-GFP

Чтобы исключить вероятность автофлуорес-
ценции материалов для подтверждения синтеза
белка GFP трансдуцированными клетками было
проведено иммуногистохимическое окрашивание.

Было выявлено большое количество фибробласто-
подобных клеток с окрашенной цитоплазмой в
центре губки “Спонгостан” и в ее порах. По пери-
ферии было обнаружено выраженное окрашива-
ние макрофагов, что свидетельствовует о погло-
щении ими белка GFP к концу 14 сут эксперимента.
Окрашивание фибробластоподобных клеток было
более выражено в центре материала, чем на пери-
ферии (рис. 3). Этот результат можно объяснить

Рис. 1. Эффективность трансдукции ММСК ЖТ при инкубации с PLGA + Ad-GFP скаффолдами. а – Проточная ци-
тофлуориметрия. b – Флуоресцентная и фазово-контрастная микроскопия. Масштабный отрезок = 100 мкм.
Fig. 1. Efficiency of MSC AT transduction during incubation with PLGA + Ad-GFP scaffolds. a – Flow cytofluorometry. b –
Fluorescence and phase contrast microscopy. Scale bar = 100 μm.
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Рис. 2. Внутримышечная имплантация губки “Спонгостан” с аденовирусной конструкцией, несущей ген GFP (Ad-
GFP), в сравнении с губкой без Ad-GFP. Увеличение ×10, ×80. BV – кровеносные сосуды, Mp – макрофаги, GC – ги-
гантские клетки инородного тела, Fb – фибробластоподобные клетки, Sp – остатки имплантированной губки, MT –
мышечная ткань, Ly – лимфоциты и плазмоциты.

Fig. 2. Intramuscular implantation of Spongostane sponge with an adenovirus construct carrying the GFP gene (Ad-GFP), compared
with a sponge without Ad-GFP. Magnification ×10, ×80. BV – blood vessels, Mp – macrophages, GC – foreign-body giant cell, Fb –
fibroblast-like cells, Sp – remnants of an implanted sponge, MT – muscle tissue, Ly – lymphocytes and plasmocytes.
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Рис. 3. Внутримышечная имплантация губки “Спонгостан” с аденовирусным вектором, несущим ген GFP. Ядра – синие
(DAPI), цитоплазма трансдуцированных клеток – зеленая (GFP). Увеличение ×100 и ×200.

Fig. 3. Intramuscular implantation of “Spongostan” sponge with an adenovirus vector carrying the GFP gene. The nuclei are blue
(DAPI), the cytoplasm of the transduced cells is green (GFP). Magnification of ×100 and ×200.
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тем, что клетки, мигрировавшие внутрь губки, впо-
следствии были трансдуцированы аденовирусным
вектором и начали синтезировать белок [12].

При имплантации скаффолдов на основе PLGA,
содержащих Ad-GFP, выявлено, что накопление
белка происходило не только в макрофагах и
фибробластоподобных клетках, но и в порах ни-
тей каркаса. В то же время в некоторых полях зре-
ния наблюдали фибробластоподобные клетки с
окрашенной цитоплазмой (рис. 5). Полученные
результаты подтверждают, что трансдукция кле-
ток in vivo проходила эффективно и приводила к
синтезу белка. Ранее было показано успешное ис-

пользование 3D-скаффолдов для доставки по-
липлексов с геном GFP при внутримышечной им-
плантации крысам [13]. Однако включение по-
липлексов в состав 3D-скаффодов вызывало более
выраженную воспалительную реакцию по срав-
нению с неактивированными материалами. В то-
же время использование в данном исследовании
аденовирусных векторов не приводило к реакции
со стороны окружающих тканей и поэтому явля-
ется более предпочтительным.

Таким образом, согласно результатам прове-
денных исследований in vitro и in vivo, аденови-
русные векторы, несущие ген GFP, демонстриру-

Рис. 4. Внутримышечная имплантация PLGA-скаффолда с аденовирусными конструкциями, несущими ген GFP (Ad-
GFP), в сравнении со скаффолдом без Ad-GFP. Увеличение ×10, ×80. BV – кровеносные сосуды, MF – макрофаги,
GC – гигантские клетки инородного тела, Fb – фибробластоподобные клетки, PLGA – остатки имплантированного
скаффолда, MT – мышечная ткань, Ly – лимфоциты и плазмоциты.

Fig. 4. Intramuscular implantation of PLGA scaffold with an adenovirus construct carrying the GFP gene (Ad-GFP), compared
with a scaffold without Ad-GFP. Magnification ×10, ×80. BV – blood vessels, Mp – macrophages, GC – foreign-body giant
cell, Fb – fibroblast-like cells, PLGA – remnants of an implanted scaffold, MT – muscle tissue, Ly – lymphocytes and plasmo-
cytes.
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ют высокую трансдуцирующую способность как в

культурах клеток, так и при внутримышечной им-

плантации вне зависимости от типа носителя. Раз-

работанные 3D-скаффолды, изготовленные ме-

тодом антисольвентной 3D-печати, характери-

зовались биосовместимыми свойствами и не

препятствовали трансдукции клеток и синтезу бел-

ка GFP. Это означает, что исследованные ГАМ мо-

гут рассматриваться в качестве основы для даль-

нейшей разработки биосовместимых материалов,

несущих целевые гены остеоиндукторов, для за-

мещения обширных дефектов в клинической ме-

дицине, включая стоматологию и челюстно-ли-

цевую хирургию.
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Abstract—The use of 3D printing in the creation of bioresorbable implants for filling extended bone defects
allows for the development of new, effective materials in dentistry and maxillofacial surgery. Gene-activated
scaffolds based on polylactoglycolide and adenoviral constructs carrying the gene of a model green fluores-
cent protein, which allows visualization of transgene expression products, were manufactured using antisol-
vent 3D printing. The transduction efficiency of rat adipose tissue multipotent mesenchymal stromal cells by
adenoviral vectors impregnated into the scaffolds was investigated. In vivo studies showed that when scaffolds
and gelatin sponges were implanted with adenoviral constructs containing the green f luorescent protein gene,
there was no evidence of acute inflammation. Remnants of the scaffold filaments were surrounded by giant
foreign body cells, and granulation tissue, represented by unstructured collagen fibers, grew between them.
After 14 days, immunohistochemical staining showed that macrophages and giant foreign body cells had ab-
sorbed the GFP protein. The results allow to consider the developed gene-activated scaffolds as a basis for the
creating materials that carry osteoinductive protein genes and could be used for the regeneration of bone de-
fects in dentistry and maxillofacial surgery.

Keywords: adenoviral vector, GFP, polylactide-co-glycolide, 3D printing
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