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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Существующие клеточные методы восстановления хрящевой ткани, такие 
как аутологичная трансплантация хондроцитов, недостаточно эффективны, а хирурги-
ческое вмешательство болезненно и травматично. Поэтому требуется разработка более 
эффективного продукта для клеточной терапии с малоинвазивной хирургической проце-
дурой его имплантации пациенту.
ЦЕЛЬ. Разработка технологии производства аутологичного биомедицинского клеточного 
продукта (БМКП), содержащего трехмерные структуры (3D-сфероиды) на основе хондро-
цитов, выделенных из хрящевой ткани пациента, и оценка клинической эффективности 
его применения.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Аутологичные хондроциты, выделенные из биоптата хрящевой 
ткани пациента, культивировали в монослойной культуре для получения необходимого ко-
личества клеток. Дальнейшее культивирование хондроцитов проводили с использованием 
неадгезивного покрытия для формирования 3D-сфероидов. Все этапы производства БМКП 
проводили в асептических условиях в изоляторах клеточных культур. Для характеристики 
фенотипа хондроцитов на разных этапах культивирования использовали фазово-контраст-
ную микроскопию и иммуногистохимическое окрашивание с применением специфических 
флуоресцентно меченных антител. Генетическую стабильность контролировали кариологи-
ческим методом. В рамках клинического исследования (КИ) проводили оценку эффективно-
сти БМКП Изитенс® при помощи специализированных функциональных тестов и по Шкале 
оценки восстановления хрящевой ткани по результатам магнитно-резонансной томографии 
(MOCART). Основным критерием эффективности было изменение общего балла по Шкале 
оценки исхода травмы и остеоартроза коленного сустава (KOOS).
РЕЗУЛЬТАТЫ. Разработана технология производства аутологичного БМКП Изитенс® из соб-
ственных клеток пациента без применения сыворотки животных, ростовых факторов, цито-
кинов и других добавок. С использованием кариологического метода подтверждено сохра-
нение генетической стабильности хондроцитов на протяжении 3 пассажей культивирования 
в монослойной культуре. При 3D-культивировании в виде сфероидов хондроциты продуци-
руют характерные для матрикса хрящевой ткани белки (коллаген типа II, аггрекан), приоб-
ретая таким образом способность к восстановлению поврежденного хряща. В ходе КИ про-
демонстрировано статистически значимое улучшение состояния хрящевой ткани коленных 
суставов через 12 мес. после трансплантации 3D-сфероидов из аутологичных хондроцитов. 
Среднее изменение общего балла KOOS составило 23,8±15,9.
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ВЫВОДЫ. Продемонстрирована высокая эффективность БМКП Изитенс® для восстанов-
ления хрящевой ткани. На основании результатов клинических исследований данный 
БМКП зарегистрирован на территории Российской Федерации, введен в клиническую 
практику и может стать альтернативой эндопротезированию и дорогостоящим операциям 
за рубежом.
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. The current cell-based cartilage repair methods, such as autologous chon-
drocyte transplantation, are not sufficiently effective, and the surgery is painful and traumatic. 
Therefore, there is a need for a more effective cell therapy product with a minimally invasive 
surgical procedure for its implantation into the patient.
AIM. This study aimed to develop a manufacturing technology for the production of an autolo
gous cell-based medicinal product (CBMP) comprising three-dimensional structures (3D-spher-
oids) based on chondrocytes isolated from the patient’s cartilage tissue, as well as to evaluate 
its clinical efficacy.
MATERIALS AND METHODS. Autologous chondrocytes isolated from the patient’s cartilage biopsy 
were propagated in monolayer culture to obtain the required number of cells. Subsequently, the 
chondrocytes were cultivated on plates with a non-adhesive coating to form 3D spheroids. All 
CBMP production steps were performed under aseptic conditions in cell culture isolators. The 
authors used phase-contrast microscopy and immunohistochemical staining with specific fluo
rescence-labelled antibodies to characterise chondrocyte phenotypes at different stages of cul-
tivation. Genetic stability was controlled by karyotyping. The efficacy of Easytense® was evalu-
ated in a clinical trial using specialised functional tests and the Magnetic Resonance Observation 
of Cartilage Repair Tissue (MOCART) score. The primary efficacy endpoint was a change in the 
overall score on the Knee Injury and Osteoarthritis Outcome Score (KOOS).

Zoricheva A.S., Zvonova E.A., Agapova L.S., Lykova M.S., Markova O.A., Leonov V.S. Experience in the pro-
duction and clinical application of the cell-based medicinal product Easytense® for 
the repair of cartilage defects of the human knee.
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RESULTS. A manufacturing technology without using animal sera, growth factors, cytokines, 
or other additives was developed for the production of the autologous CBMP Easytense®. 
Karyological data confirmed that the chondrocytes retained genetic stability for 3 passages 
in monolayer culture. When cultured as 3D spheroids, the chondrocytes produced cartilage 
extracellular matrix proteins (type II collagen, aggrecan), thus acquiring the ability to repair 
damaged cartilage. The clinical trial demonstrated a statistically significant improvement in 
knee cartilage 12 months after the transplantation of 3D spheroids derived from autologous 
chondrocytes. The mean change in the overall KOOS score was 23.8±15.9.
CONCLUSIONS. The clinical trial results indicate that Easytense® is highly effective for cartil-
age repair. Based on these results, the CBMP has been granted marketing authorisation and 
introduced into clinical practice in the Russian Federation. Easytense® has the potential to 
replace endoprosthetics and expensive surgeries abroad.

Keywords:	 Easytense®; cell-based medicinal product; CBMP; knee cartilage; chondrocytes; autologous 
chondrocytes; spheroids; transplantation; genetic stability; quality control of CBMPs; clinical 
trials of CBMPs
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ВВЕДЕНИЕ
Основной причиной ограниченной регенера-

тивной способности хряща является малое коли-
чество хондроцитов в ткани, а также их низкий 
пролиферативный потенциал. После поврежде-
ния вследствие травмы или заболевания (рассе-
кающий остеохондрит, остеоартроз и др.) хря-
щевая ткань практически не восстанавливается.

Наиболее часто встречается повреждение 
хряща коленного сустава, симптомы которого 
(боль, отек, скованность и ограничение в дви-
жении) сильно снижают качество жизни паци-
ентов. Несмотря на существование множества 
хирургических подходов для восстановления 
поврежденного хряща сустава, проблема ле-
чения данной патологии требует поиска новых 
технологических решений.

В последние годы перспективным направ-
лением является разработка клеточных ме-
тодов восстановления хрящевой ткани, таких 
как аутологичная трансплантация хондроцитов 
(АТХ). Принцип АТХ основан на получении соб-
ственных клеток пациента, которые наращива-
ют in  vitro, а затем переносят в область повре-
ждения хряща, где они интегрируются в ткань 
реципиента, заполняя поврежденную область. 
Считается, что АТХ значительно превосходит ра-
нее применявшиеся методы терапии [1–3].

Несмотря на прогресс в области развития 
клеточных технологий для восстановления 
хрящевой ткани, многие вопросы остаются 

нерешенными. Одной из основных проблем 
АТХ является дедифференцировка хондроци-
тов в процессе культивирования, проявляю-
щаяся изменением фенотипа и снижением 
способности синтезировать белки внеклеточно-
го матрикса (аггрекан, коллаген типа II и др.). 
При трансплантации таких дедифференциро-
ванных хондроцитов вместо гиалинового хряща 
формируется волокнистый хрящ с недостаточ-
ными для физических нагрузок биомеханиче-
скими свойствами [4]. Это стимулировало поиск 
новых условий культивирования, инициирую-
щих повторную дифференцировку хондроцитов 
in vitro. В литературе описаны различные мето-
дические подходы, направленные на индукцию 
редифференцировки хондроцитов в культуре, 
включая использование факторов роста [5–7], 
ингибиторов и индукторов различных сигналь-
ных путей [8], генетические модификации кле-
ток с регулируемой экспрессией генов [9, 10]. 
Во многих исследованиях продемонстрирова-
но, что использование трехмерных матриксов 
для культивирования хондроцитов индуцирует 
их редифференцировку в функционально ак-
тивные хондроциты [11, 12]. Вместе с тем посто-
ронний материал в составе трансплантата может 
вызывать иммунные и воспалительные реакции. 
Кроме того, использование объемных матрик-
сов часто делает невозможным осуществление 
операции малоинвазивным методом, услож-
няя тем самым хирургическое вмешательство. 
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Следующим этапом развития технологии АТХ 
стало получение трехмерной культуры клеток 
без использования матриксов или иных стиму-
лирующих воздействий [13–15].

В настоящее время в Российской Федерации 
зарегистрирован первый биомедицинский 
клеточный продукт (БМКП) Изитенс® 
(АО  «ГЕНЕРИУМ»). Клинические исследования 
(КИ) БМКП проводились в рамках проспек-
тивного открытого многоцентрового КИ эф-
фективности и безопасности трансплантации 
препарата в ходе терапии пациентов с дефек-
тами хряща коленного сустава 1–10  см2. БМКП 
представляет собой сфероиды из аутологич-
ных хондроцитов человека, связанных матрик-
сом, синтезированным этими клетками de novo 
(рис. 1). Одним из основных преимуществ БМКП 
является то, что это полностью аутологичный 
продукт. При его производстве в качестве ис-
ходных материалов используют только биопта-
ты собственных тканей пациента и сыворотку 
крови. Применение любых компонентов живот-

ного происхождения в процессе культивирова-
ния хондроцитов и формирования сфероидов 
исключено. Процедура культивирования без ис-
пользования добавок (факторы роста, ингибито-
ры и др.) обеспечивает преимущества данного 
БМКП с точки зрения эффективности и безопас-
ности по сравнению с другими известными про-
дуктами на основе хондроцитов. Еще одним 
преимуществом препарата является его способ-
ность самостоятельно прикрепляться к поверх-
ности поврежденного хряща без какого-либо 
внешнего воздействия. Это делает метод лече-
ния малоинвазивным и позволяет отказаться 
от использования дополнительных этапов фик-
сации, сократить длительность хирургического 
вмешательства, снизить боль и улучшить тече-
ние послеоперационного периода, сократить 
время пребывания пациента в стационаре.

Цель работы — разработка технологии произ-
водства аутологичного БМКП, содержащего 
трехмерные структуры (3D-сфероиды) на осно-
ве хондроцитов, выделенных из хрящевой ткани 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 1. Схема получения биомедицинского клеточного продукта (БМКП) на основе аутологичных хондроцитов человека 
в виде сфероидов. 1 — отбор биоптата хряща, получение аутологичной сыворотки крови; 2 — выделение хондроцитов из 
биоптата; 3 — культивирование хондроцитов в монослойной культуре; 4 — пересев хондроцитов в 96-луночный планшет 
с неадгезивным покрытием для получения сфероидов; 5 — формирование сфероидов из хондроцитов; 6 — изготовление 
готовой формы БМКП; 7 — трансплантация препарата БМКП пациенту.

Fig. 1. Scheme for the production of a cell-based medicinal product (CBMP) from autologous human chondrocytes formed as spher-
oids. 1, collection of a cartilage biopsy and autologous serum; 2, isolation of chondrocytes from the biopsy material; 3, cultivation 
of the chondrocytes in monolayer culture; 4, transfer of the chondrocytes to a 96-well plate with a non-adhesive coating to obtain 
spheroids; 5, formation of chondrocyte spheroids; 6, production of the finished CBMP dosage form; 7, transplantation of the CBMP 
into the patient.
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пациента, и оценка клинической эффективности 
его применения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Все этапы производства БМКП Изитенс® про-

водили в асептических условиях в изоляторах 
клеточных культур (Comecer, Италия), оснащен-
ных СО2-инкубаторами, центрифугами, микро-
скопами [16].

Выделение хондроцитов из биоптата хрящевой 
ткани и культивирование in vitro

Хондроциты выделяли из биоптата хрящевой 
ткани человека путем механического измель-
чения и обработки коллагеназой (Nordmark, 
Германия) при постоянном перемешивании. 
После центрифугирования осадок, содержащий 
хондроциты, инкубировали в культуральных 
флаконах при 37 °С и 5% СО2 в среде Ham’s F-12 
(Corning, США) и αMEM (Corning, США) (в соот-
ношении 1:1) с добавлением 2 мМ L-глутамина 
(Corning, США) и 10–15% аутологичной сыво-
ротки крови. Среду обновляли каждые 3–4 сут. 
При достижении субконфлюэнтного состоя-
ния (80–90%) клетки диссоциировали TrypLE™ 
(Gibco, США). Далее проводили следующий пас-
саж клеток в плотности 5000–7000 клеток/см2. 
Конфлюэнтность оценивали визуально с по-
мощью инвертированного микроскопа (Nikon, 
Япония). Для подсчета клеток использовали 
трипановый синий (Sigma-Aldrich, США) и каме-
ру гемоцитометра (INCYTO, Республика Корея).

Формирование сфероидов на неадгезивной 
поверхности

Для формирования трансплантата хондроци-
ты 1 или 2 пассажа переносили в лунки 96-лу-
ночного планшета с неадгезивным покрытием 
(Corning, США), где клетки формировали трех-
мерную структуру  — сфероиды. Сфероиды ин-
кубировали в среде Ham’s F-12 и αMEM (в соот-
ношении 1:1) с добавлением 2 мМ L-глутамина 
и 10% аутологичной сыворотки крови пациента 
при температуре 37 °С и 5% СО2. Обновление 
среды проводили каждые 3–4 сут.

Оценка пролиферативной активности, 
определение времени удвоения популяции 
культивируемых хондроцитов

Для оценки пролиферативной активности 
культивируемых хондроцитов рассчитывали 
количество удвоений популяции (population 
doubling level, PDL) и время удвоения популяции 

(population doubling time, PDT). Для этого учи-
тывали время культивирования, количество 
клеток при диссоциации монослойной культуры 
и последующем пассаже. Расчет показателя PDL 
проводили согласно формуле (1):

	
PDL =

ln 2
,ln (N /N0)

	
(1)

где N0 — исходное количество клеток, N — коли-
чество клеток через время Т.

Расчет показателя PDT проводили согласно 
формуле (2):

	
PDT =

PDL
,T

	
(2)

где Т — время культивирования.
Кроме того, для оценки пролиферативной ак-

тивности хондроцитов использовали иммуноци-
тохимический метод, основанный на выявлении 
экспрессии маркера пролиферации Ki-67 [17]. 
С использованием микроскопа подсчитывали 
количество клеток, положительно окрашенных 
антителами к Ki-67, и общее количество клеток 
в нескольких полях зрения, далее вычисляли 
процентное содержание митотически активных 
клеток.

Кариологический анализ
Для проведения кариологического анали-

за препараты метафазных хромосом полу-
чали по стандартной методике. Для иденти-
фикации отдельных хромосом использовали 
дифференциальную G-окраску хромосом по ме-
тоду Мительмана [18]. Анализ проводили с по-
мощью микроскопа Axio Imager.Z2 (Carl Zeiss, 
Германия) и программного обеспечения Ikaros 
(MetaSystems, Германия). Для хромосомного 
анализа использовали иммерсионный объек-
тив (×100). Подсчитывали не менее 50 метафаз 
на пассажах, при этом номер пассажа пре-
вышал необходимое число для производства 
БМКП. Кариотип анализировали в соответствии 
с критериями Международной цитогенетиче-
ской номенклатуры1.

Иммуногистохимическое окрашивание
Для анализа экспрессии хондрогенных мар-

керов культивированные хондроциты фиксиро-
вали в 4% формальдегиде. Сфероиды заключа-
ли в среду Tissue-Tek® O.C.T. Compound (Sakura 
Finetek, Япония) и замораживали, далее с помо-
щью криостата (CM1520, Leica, Германия) полу-
чали срезы толщиной 8 мкм, снимали на теплое 

1	 ISCN 2016: An international system for human cytogenomic nomenclature. Reprint of: Cytogenetic and genome research. 
2016;149(1–2).
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2	 Integrated addendum to ICH E6(R1): Guideline for good clinical practice E6(R2). https://database.ich.org/sites/default/files/
E6_R2_Addendum.pdf

3	 WMA Declaration of Helsinki — ethical principles for medical research involving human subjects. https://www.wma.net/poli-
cies-post/wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/

предметное стекло, фиксировали в холодном 
ацетоне (минус 20 °С).

Зафиксированные препараты окрашива-
ли первичными антителами в течение 12–15 ч 
при 4 °С. Использовали антитела к следующим 
белкам: Sox9 (1:200; Abcam, Великобритания), 
аггрекан (1:10; R&D Systems, США), коллаген 
типа II (1:100; Abcam, Великобритания), колла-
ген типа I (1:200; Abcam, Великобритания), Ki-67 
(1:200; Abcam, Великобритания). После отмывки 
от первичных антител препараты инкубировали, 
применяя соответствующие вторичные антите-
ла, конъюгированные с флуорохромами (Alexa 
Fluor 488, Alexa Fluor 546; 1:500; Life Technology, 
США) в течение 1 ч при комнатной температуре. 
После отмывки препараты покрывали средой 
Vectashield (Vector Laboratories, США), содержа-
щей краситель 4’,6-диамидино-2-фенилиндол 
(DAPI) для окрашивания ядер. Окрашенные пре-
параты анализировали с помощью микроскопа 
Axio Imager.Z2 с использованием подходящих 
флуоресцентных фильтров.

Клиническое исследование, статистическая 
обработка

БМКП Изитенс® применялся у пациентов в рам-
ках клинического исследования HACS-KCD-III  
«Проспективное сравнительное открытое 
многоцентровое клиническое исследование эф-
фективности и безопасности трансплантации 
препарата GNR-089 (Сфероиды из аутологичных 
хондроцитов человека, связанных матриксом) 
(АО «ГЕНЕРИУМ», Россия) в лечении пациентов 
с дефектами хряща коленного сустава 1–10 см2». 
Протокол исследования одобрен Минздравом 
России (разрешение на проведение клиниче-
ского исследования БМКП № 1 от 12.03.2021), 
Советом по этике Минздрава России (выписка 
из протокола № 1 от 10.08.2020) и независимы-
ми локальными этическими комитетами кли-
нических центров. Исследование проводилось 
в 8 исследовательских центрах Российской 
Федерации в соответствии с Правилами над-
лежащей клинической практики2, действую-
щими нормативными требованиями и с соблю-
дением этических принципов медицинских 
исследований с участием человека, заложенных 
Хельсинкской декларацией Всемирной меди-
цинской ассоциации3.

В исследовании приняли участие 104 пациен-
та в возрасте от 18 до 50 лет с изолированным 
единичным повреждением хряща коленного 

сустава III или IV степени по классификации по-
вреждений хряща Международного общества 
восстановления хряща (International Cartilage 
Repair Society, ICRS) [19]. Пациенты были раз-
делены на 2 группы в соответствии с размером 
дефекта хряща коленного сустава: группа I — 52 
пациента с размером дефекта от ≥1 до <4 см2, 
группа II  — 52 пациента с размером дефекта 
от ≥4 до <10 см2. Все пациенты предоставили 
информированное согласие на участие в иссле-
довании до проведения любых процедур в рам-
ках протокола. Дозировка трансплантируемых 
сфероидов составляла 10–70 сфероидов на 1 см² 
дефекта хрящевой ткани после хирургической 
обработки.

Промежуточная оценка была проведена 
через 12 мес. после трансплантации БМКП. 
Предусмотренные протоколом клинического ис-
следования наблюдение и оценка функциональ-
ного состояния будут продолжаться в течение 
36 мес. после проведения трансплантации.

Оценка эффективности лечения поврежде-
ний суставного хряща проводилась при помощи 
батареи специализированных функциональ-
ных тестов и по Шкале оценки восстановле-
ния хрящевой ткани по результатам магнитно-
резонансной томографии (Magnetic Resonance 
Observation of Cartilage Repair Tissue, MOCART) 
через 12 мес. после введения БМКП. Также 9 па-
циентам из группы II была проведена контроль-
ная артроскопия. Основным критерием эф-
фективности в исследовании было изменение 
общего балла по Шкале оценки исхода травмы 
и остеоартроза коленного сустава (Knee Injury 
and Osteoarthritis Outcome Score, KOOS).

Анализ изменения общего балла и баллов 
по пяти подшкалам Шкалы KOOS, а также других 
конечных точек в виде численных переменных 
в различных временных точках относительно 
исходного уровня проводился с использовани-
ем парного t-теста. Для оценки результатов маг-
нитно-резонансной томографии использованы 
методы описательной статистики.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Основные характеристики производственного 
процесса биомедицинского клеточного продукта

Была разработана технология производства 
БМКП в изоляторах клеточных культур. Общий 
вид изолятора клеточных культур, состоящего 
из трех сообщающихся модулей, представлен 
на рисунке 2.

https://database.ich.org/sites/default/files/E6_R2_Addendum.pdf
https://database.ich.org/sites/default/files/E6_R2_Addendum.pdf
https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/
https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/
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Поскольку серии БМКП не проходят ста-
дию финальной стерилизации, в течение 
всего процесса должны соблюдаться высокие 
требования асептического производства. Все 
этапы производства БМКП проходили в асеп-
тических условиях в изоляторах клеточных 
культур. Использование данной технологии 
для производства серий БМКП позволило 
обеспечить постоянное соблюдение условий, 
соответствующих чистоте зон класса А (со-
гласно рекомендациям GMP) во время культи-
вирования, отбора образцов для контроля 
качества клеток и готового к имплантации 
продукта. Передача сырья и материалов 
внутрь изолятора возможна без нарушения 
асептических условий путем использования 
шлюза с сопутствующей биодеконтаминацией 
парами перекиси водорода. Благодаря изоля-
торной технологии исключен прямой контакт 
между персоналом и продуктом и снижен 
риск микробной и перекрестной контамина-
ции БМКП.

Процесс производства БМКП был вали-
дирован в ходе получения серий продукта 
для КИ. Все контролируемые параметры тех-
нологического процесса соответствовали 
критериям приемлемости. Процесс позволял 
получать серии БМКП, соответствующего тре-
бованиям спецификации на готовый продукт. 
Спецификация содержит сведения об ауто-

логичном БМКП, его качественном и количе-
ственном составе, биологических и иных ха-
рактеристиках [20].

Основные характеристики производственно-
го процесса и клеточного продукта представле-
ны в таблице 1.

Выделение и культивирование хондроцитов
После механического измельчения и фер-

ментативного расщепления матрикса хрящевой 
ткани из биоптата хряща изолированные хон-
дроциты высевали в культуральные флаконы 
в среде с добавлением аутологичной сыворотки 
и культивировали в стандартных условиях. 
Освобожденные от матрикса хондроциты приоб-
ретали способность быстро делиться в культуре 
(рис. 3А, Р0). Высокая пролиферативная актив-
ность хондроцитов была подтверждена имму-
ногистохимическим методом с использованием 
антител к маркеру пролиферации Ki-67 (рис. 3В). 
На первом пассаже количество клеток (%), на-
ходящихся в активной фазе клеточного цик-
ла, составляло более 75%. Показано, что наи-
большая скорость пролиферации наблюдалась 
в культуре хондроцитов на первичном (нулевом) 
пассаже  — время удвоения популяции состав-
ляло в среднем 48±15 ч. После субкультивиро-
вания скорость деления клеток заметно снижа-
лась и составила 73±13 и 81±16 ч на пассажах 
1 и 2 соответственно.

Фотография выполнена авторами / The photograph is taken by authors

Рис. 2. Изолятор клеточных культур, используемый для производства биомедицинского клеточного продукта Изитенс®.

Fig. 2. Cell culture isolator used for the production of the cell-based medicinal product Easytense®.
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Таким образом, культивирование хондроци-
тов, выделенных из биоптата хряща, позволяет 
в течение одного-двух пассажей получить необ-
ходимое количество клеток для трансплантации 
и восстановления поврежденной хрящевой тка-
ни. Однако культивирование хондроцитов в виде 
монослойной культуры имело существенный 
недостаток  — во время пассажей происходила 
дедифференцировка хондроцитов с утратой 
характерного фенотипа. Клетки приобретали 
вытянутую, веретенообразную форму, напо-
минающую фибробласты (рис. 3А, Р2). Анализ 
основных хондрогенных маркеров (аггрекан, 
коллаген типа II, Sox9) с помощью иммуноцито-
химического окрашивания выявил изменения 

уровня их экспрессии при культивировании 
хондроцитов в монослое. Продукция характер-
ного для гиалинового хряща коллагена типа II 
снижалась, в то время как продукция коллагена 
типа I повышалась (рис. 3С). Эти результаты со-
гласуются с описанными в литературе данными 
[21, 22].  Ранее было показано, что при транс-
плантации дедифференцированных хондроци-
тов происходило формирование волокнистого 
хряща с низкими биомеханическими свойства-
ми [23–25], что ограничило применение клеток, 
культивируемых в виде монослоя, для восста-
новления поврежденного хряща и потребовало 
дополнительной разработки клеточного про-
дукта на основе хондроцитов.

Таблица 1. Основные характеристики производственного процесса и биомедицинского клеточного продукта
Table 1. Main characteristics of the production process and the cell-based medicinal product

Характеристика
Characteristics 

Описание
Description

Культура клеток
Cell culture

Аутологичные хондроциты человека
Human autologous chondrocytes

Количество пассажей
Number of passages

Не более двух
Not more than two

Питательная среда
Culture medium

Химически определенная среда (Ham’s F-12; αMEM) с аутологичной сывороткой крови 
человека
Chemically defined medium (Ham’s F-12; αMEM) with autologous human serum

Производственная среда
Production environment

Изолятор класса cGMP, класс чистоты А/ISO 5
cGMP grade isolator, cleanliness grade A/ISO 5

Параметры изолятора 
клеточных культур
Cell culture isolator 
parameters

Концентрация СО2 в инкубаторе
Incubator CO2 levels

4–6%

Температура в инкубаторе
Incubator temperature

36–38 °С

Скорость ламинарного потока
Laminar flow velocity

0,36–0,54 м/с
0.36–0.54 m/s

Избыточное давление в камере
Chamber overpressure 

Не менее 50 Па
Not less than 50 Pa

Нормы концентрации аэрозольных 
частиц в зоне чистоты класса А
Maximum permitted airborne particle 
concentration for Grade A clean zones

Частицы размером более 0,5 мкм — не более 3520/м3

Not more than 3,520 particles above 0.5 μm per m3

Частицы размером более 5,0 мкм — не более 20/м3

Not more than 20 particles above 5.0 μm per m3

Пределы микробной контаминации 
для класса чистоты А
Microbial contamination limits for 
Grade A clean zones

<1 КОЕ/чашку Петри за 4 ч методом седиментации
<1 CFU/settle plate in 4 h (sedimentation method)

<1 КОЕ/м3 воздуха методом аспирации
<1 CFU/m3 (aspiration method)

<1 КОЕ/пластину методом отпечатка
<1 CFU/contact plate (imprint method)

Продукт
Product

Суспензия сфероидов для внутрисуставного введения в 0,9% растворе натрия хлорида
Spheroid suspension for intra-articular injection in 0.9% sodium chloride solution

Дозировка БМКП
CBMP dosage

10–70 сфероидов на 1 см² дефекта суставного хряща
10–70 spheroids per 1 cm² of joint cartilage defect

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. КОЕ — колониеобразующая единица, БМКП — биомедицинский клеточный продукт.
Note. CFU, colony-forming unit; CBMP, cell-based medicinal product.

https://www.multitran.com/m.exe?s=cell+culture&l1=1&l2=2
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Получение сфероидов
Одним из способов редифференцировки хон-

дроцитов является помещение их в условия 
трехмерной модели культивирования с фор-
мированием сфероидов, что способствует сти-
муляции экспрессии ключевых белковых марке-
ров хрящевой ткани [26–28]. Для производства 
БМКП хондроциты высевали в лунки с неадге-
зивным покрытием, которое препятствует при-
креплению клеток ко дну лунок, повышая их ад-
гезию друг к другу и, таким образом, способствуя 
образованию трехмерной клеточной струк-
туры (сфероидов) (рис. 4А). В лунках в течение 
2–3 нед. происходила агрегация хондроцитов 

и формирование сфероидов без какого-либо 
физического, химического или иного стимулиру-
ющего воздействия.

Переход к культивированию дедифферен-
цированных хондроцитов в трехмерной си-
стеме индуцировал их редифференцировку, 
что сопровождалось восстановлением морфо-
логических и функциональных свойств клеток. 
В течение 1 нед. культивирования сферои-
дов интенсивность окрашивания коллагена 
типа I оставалось более высокой в сравнении 
с коллагеном типа II, который выявлялся толь-
ко в отдельных клетках. В течение следующих 
2 нед. уровень коллагена типа II значительно 
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Рис. 3. Культивирование хондроцитов из биоптата хряща в монослойной культуре. А — прикрепление выделенных хондро-
цитов к поверхности культурального флакона (верхняя фотография), морфология клеток на первичном (нулевом) пассаже 
(фотография P0) и втором пассаже (фотография P2); фазово-контрастная микроскопия; В — выявление маркера хондроци-
тов Sox9 (красный цвет) и маркера пролиферирующих клеток Ki-67 (зеленый цвет); иммуноцитохимическое окрашивание 
на первом пассаже; ядра клеток докрашены красителем DAPI (синий цвет); С — снижение уровня экспрессии коллагена 
типа II при культивировании хондроцитов в монослое от нулевого (Р0) до второго пассажа (Р2), иммуноцитохимическое 
окрашивание.

Fig. 3. Cultivation of chondrocytes in monolayer culture. A: attachment of isolated chondrocytes to the culture flask surface (top), 
cell morphology during the initial (baseline) passage (P0) and the second passage (P2) visualised by phase-contrast microscopy. 
B: immunocytochemical detection of Sox9, a chondrocyte marker (red), and Ki-67, a cell proliferation marker (green), visualised 
by immunocytochemical staining at the first passage, with nuclei counterstained with DAPI, 4’,6-diamidino-2-phenylindole (blue). 
C: reduction of collagen II expression in monolayer culture of chondrocytes from the baseline passage (P0) through the second 
passage (P2) visualised by immunocytochemical staining.
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повышался, при этом интенсивность окра-
шивания была равномерной по всему сфе-
роиду  — не только в клетках, но и в межкле-
точном пространстве, что свидетельствует 
о формировании характерного для хрящевой 
ткани внеклеточного матрикса. Одновременно 
с этим снижался уровень экспрессии коллаге-
на типа I, при этом окрашивание наблюдалось, 

главным образом, в плоских клетках наружно-
го слоя сфероидов, что имитировало образо-
вание слоя, подобного надхрящнице (рис. 4В). 
Через 2–3 нед. культивирования сфероидов 
в клетках наблюдалась устойчивая экспрессия 
характерных белков хрящевой ткани  — колла-
гена типа II и аггрекана, при незначительном 
уровне коллагена типа I (рис. 4С).
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Рис. 4. Культивирование сфероидов из хондроцитов, выделенных из биоптата хряща. А — формирование сфероидов в лун-
ках с неадгезивным покрытием через 0, 2, 4, 24 и 48 ч; фазово-контрастная микроскопия; В — переключение синтеза с 
коллагена типа I на коллаген типа II при культивировании сфероидов от 1 до 3 нед.: экспрессия маркера хрящевой ткани 
коллагена типа II (зеленый цвет) увеличивалась к 3 нед. культивирования, тогда как экспрессия коллагена типа I (красный 
цвет) снижалась; иммуноцитохимическое окрашивание, ядра клеток докрашены красителем DAPI (синий цвет); С — экспрес-
сия маркеров хрящевой ткани — коллагена II (зеленый цвет) и аггрекана (красный); иммуноцитохимическое окрашивание, 
ядра клеток докрашены красителем DAPI (синий цвет).

Fig. 4. Cultivation of spheroids from chondrocytes isolated from a cartilage biopsy. A: formation of spheroids in culture plate wells 
with a non-adhesive coating in 0, 2, 4, 24, and 48 h, visualised by phase-contrast microscopy. B: switching from collagen I to collagen II 
synthesis during spheroid cultivation for 1 to 3 weeks with the expression of collagen II, a cartilage marker, increasing (green) and the 
expression of collagen I declining (red) by week 3, visualised by immunocytochemical staining, with nuclei counterstained with DAPI, 
4’,6-diamidino-2-phenylindole (blue). C: expression of the cartilage-specific markers, collagen II (green) and aggrecan (red), visualised 
by immunocytochemical staining, with nuclei counterstained with DAPI (blue).
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Полученные результаты подтверждают, 
что в сфероидах хондроциты находятся на бо-
лее высоком уровне дифференцировки по срав-
нению с клетками в монослойной культуре, про-
дуцируют характерные для матрикса хрящевой 
ткани белки, приобретая таким образом способ-
ность к быстрой адгезии сфероидов к хрящевой 
ткани и восстановлению поврежденного хряща.

Генетическая стабильность культивируемых 
хондроцитов

Генетическая стабильность культивируемых 
клеточных линий, используемых в производстве 
БМКП, является одним из обязательных условий 
обеспечения безопасности клеточной терапии 
[29]. В Европейском союзе в соответствии 
с Директивой Еврокомиссии 2009/120/ЕС4 ка-
риологическая характеристика и генетическая 
стабильность используемой клеточной линии 
определены как одни из важнейших показа-
телей при оценке качества и безопасности пре-
парата для клеточной терапии.

Оценку генетической стабильности культи-
вируемых хондроцитов проводили методом 
кариотипирования дифференциально окра-
шенных метафазных хромосом, позволяющим 
выявить численные и крупные структурные хро-
мосомные аномалии. Анализ кариотипа вклю-
чал подсчет числа хромосом в клетке, а также 
выявление структурных аномалий (одиночные 
и парные фрагменты; дицентрические, кольце-
вые, атипичные моноцентрические хромосомы). 
Клетки имели диплоидный набор хромосом, ка-
риотип соответствовал нормальному кариотипу 
человека (46 ХХ или 46 XY) (рис. 5). При культи-
вировании в течение не менее трех пассажей 
не было выявлено структурных и численных 
хромосомных аномалий, носящих клональный 
характер.

В производстве БМКП использовались хон-
дроциты, культивируемые in vitro не более 
двух пассажей. Анализ кариотипа хондроцитов 
на третьем пассаже (пассаж 3 превышает ли-
мит культивирования, необходимый для произ-
водства препарата) подтвердил хромосомную 
стабильность культивируемых хондроцитов, 
что свидетельствует о генетической безопасно-
сти БМКП.

При подсчете количества удвоений по-
пуляции (показатель PDL) было установ-
лено, что при культивировании хондроци-
тов в течение двух пассажей происходило 

от 7,5 до 10,7 удвоения популяции, в среднем 
8,9±1,24. Таким образом, значение показателя 
PDL не более 10 можно считать максимальным 
для ограничения длительности культивирова-
ния хондроцитов с целью сохранения генетиче-
ской стабильности.

Разработка стратегии контроля качества 
биомедицинского клеточного продукта

БМКП на основе сфероидов из аутологич-
ных хондроцитов человека, связанных мат-
риксом, имеет короткий срок годности (72 ч) 
и ограниченный объем серии, предназначенный 
для введения пациенту, для которого был полу-
чен продукт. В связи с этим для выполнения всех 
испытаний, необходимых для подтверждения 
качества продукта и соответствия требованиям 
приказа Минздрава России № 14н5, на различ-
ных этапах производственного цикла отбирают 
образцы для проведения контроля по соответ-
ствующим показателям.

Стерильность БМКП является критическим по-
казателем качества. Данный показатель контро-
лировали 4 раза на протяжении производствен-
ного процесса, начиная с контроля стерильности 
транспортной среды, в которой поставляется 
образец хрящевой ткани, и заканчивая ретро-
спективным контролем стерильности готового 
продукта. Для исключения возможности получе-
ния неверных результатов, вызванных челове-
ческим фактором, и повышения чувствительно-
сти метода для контроля стерильности внедрен 
автоматизированный колориметрический метод 
(система BacT/ALERT® 3D DualT).

Контроль подлинности и специфической ак-
тивности продукта проводили путем детекции 
экспрессии генов, характерных для хондроци-
тов человека, методом полимеразной цепной 
реакции с обратной транскрипцией с последую-
щим электрофорезом в агарозном геле. Наличие 
экспрессии маркерных генов свидетельствует 
о том, что клетки в составе готового продук-
та обладают требуемыми характеристиками 
для восстановления поврежденной хрящевой 
ткани гиалинового типа. Определение жизне-
способности и количества клеток в составе сфе-
роида проводили параллельно с процедурой 
упаковки готового продукта [20].

Стратегия контроля качества серии продук-
та обеспечивает готовность всех показателей 
качества к моменту отгрузки в медицинскую 
организацию за исключением завершающего 

4	 Commission directive 2009/120/EC of 14 September 2009 amending Directive 2001/83/EC of the European Parliament and of the 
Council on the Community code relating to medicinal products for human use as regards advanced therapy medicinal products.

5	 Приказ Министерства здравоохранения Российской Федерации от 19.01.2017 № 14н «Об утверждении формы специфи-
кации на биомедицинский клеточный продукт».
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ретроспективного контроля стерильности 
готового продукта. По причине технической 
невозможности получить все результаты 
контроля к моменту отгрузки, выпуск про-
дукта происходит в два этапа в соответствии 
с порядком, описанном в приказе Минздрава 
России № 512н6. На первом этапе ответствен-
ные за производство и контроль качества 
проводят оценку записей, относящихся к про-
цессу производства серии БМКП, и результа-
тов мониторинга среды помещений, условий 
производства, отклонений от установлен-
ных процедур и контрольных результатов 
для первичного выпуска серии БМКП. После 
получения всех результатов уполномоченное 
лицо оценивает полностью сформирован-
ное досье на серию БМКП для заключитель-
ного подтверждения соответствия требова-
ниям, установленным при государственной  
регистрации.

Клиническое применение биомедицинского 
клеточного продукта

В клиническое исследование были включены 
пациенты в возрасте от 18 до 49 лет, средний 
возраст составил 33,5±8,7 года. В соответствии 
с размером дефекта хряща коленного сустава 
пациенты были разделены на 2 группы: группа I — 
52 пациента с размером дефекта от ≥1 до <4 см2, 
группа II  — 52 пациента с размером дефекта 
от ≥4 до <10 см2. Статистически значимых отли-
чий по показателям возраста, роста, массы тела 
и индекса массы тела между группами не выяв-
лено (p>0,05). Группы были также сопоставимы 
по причинам формирования дефектов хряща 
коленного сустава (p>0,05) (табл. 2).

Анализ динамики общего балла по Шкале 
KOOS через 12 мес. после введения БМКП 
на основе сфероидов показал статистически 
значимое улучшение относительно исходного 
уровня (p<0,0001). Среднее изменение общего 
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Рис. 5. Кариотип культивируемых хондроцитов человека, использованных при производстве биомедицинского клеточного 
продукта, на третьем пассаже (объектив ×100). А — 46 ХХ; В — 46 XY.

Fig. 5. Karyotype of cultured (third-passage) human chondrocytes used in the production of the cell-based medicinal product (×100 
magnification). A, 46 XX; B, 46 XY.

6	 Приказ Министерства здравоохранения Российской Федерации от 8.08.2018 № 512н «Об утверждении Правил надлежа-
щей практики по работе с биомедицинскими клеточными продуктами».
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балла KOOS составило 23,8±15,91, более вы-
раженное у пациентов группы II (28,12±15,11) 
в сравнении с пациентами группы I (19,14±15,59).

При анализе оценок по подшкалам KOOS 
был получен такой же качественный результат, 
что и при оценке общего балла KOOS, а имен-
но улучшение оценок по каждой подшкале 
через 12 мес. после трансплантации по сравне-
нию с исходным уровнем (p<0,0001). Средние 
значения изменений по подшкалам KOOS варьи-
ровали от 16,1±14,41 до 35,1±28,76.

Полученные результаты анализа общей оцен-
ки МРТ по шкале MOCART также продемонстри-
ровали улучшение состояния хрящевой ткани 
коленных суставов через 12 мес. после транс-
плантации в обеих группах пациентов и суммар-
но (p<0,0001).

Оценка состояния суставного хряща в ходе 
контрольной артроскопии, проведенной у 9 па-
циентов группы II, показала высокую степень 
восстановления: у 8 из 9 пациентов степень 
восстановления дефекта была сравнима с окру-
жающим хрящом и только у 1 пациента наблю-
далось восстановление на 75% от глубины де-
фекта; интеграция относительно пограничной 
зоны у 5 из 9 пациентов была полной, у осталь-
ных 4 пациентов наблюдалось формирование 
демаркационной линии менее 1 мм. Общая 
оценка восстановления хряща у всех пациентов 
была высокой и соответствовала II степени (по-
чти нормальное состояние), что подтверждает 
факт успешной трансплантации БМКП на основе 
сфероидов.

Дополнительно проведен анализ проли-
феративной активности культивируемых хон-
дроцитов в зависимости от возраста, поло-
вой принадлежности, диагноза пациентов. 

Пролиферативная активность хондроцитов 
не зависела от возраста и половой принадлеж-
ности. В группах с разными диагнозами (трав-
матическое повреждение хряща, остеоартроз 
и рассекающий остеохондрит) выявлены меж-
групповые статистически значимые различия 
по показателю времени удвоения популяции 
(p<0,0001). Наибольшей пролиферативной ак-
тивностью обладали хондроциты, выделенные 
из хрящевой ткани пациентов с травматическим 
повреждением хряща и рассекающим остео-
хондритом: время удвоения популяции в этих 
группах составило 62,9±13,95 и 67,4±15,46 ч 
соответственно. Наименее активно пролифери-
ровали хондроциты, выделенные из хрящевой 
ткани пациентов с остеоартрозом: время удво-
ения популяции в этой группе  — 81,3±25,30  ч. 
Однако анализ данных по изменению балла 
KOOS в этих группах не выявил межгрупповых 
статистически значимых различий через 12 мес. 
после трансплантации. Средние значения из-
менения общего балла KOOS варьировали 
от 22,2±19,67 до 22,9±16,35. Это свидетельствует 
об отсутствии корреляции между пролифера-
тивной активностью культивируемых хондро-
цитов и эффективностью БМКП на основе этих 
хондроцитов.

Также не выявлено зависимости эффек-
тивности препарата от дозы, определяемой 
как количество трансплантированных сферои-
дов на квадратный сантиметр поврежденной 
поверхности суставного хряща. При трансплан-
тации до 30 сфероидов на 1 см2 дефекта хря-
ща изменение общего балла по шкале KOOS 
составило 24,07±14,48, при трансплантации 
30–40 сфероидов/см2  — 21,83±16,66, а более 
40 сфероидов/см2 — 18,86±20,19.

Таблица 2. Причины формирования дефектов хряща коленного сустава у пациентов при проведении клинического исследо-
вания биомедицинского клеточного продукта
Table 2. Causes of knee cartilage defects in the patients enrolled in the clinical trial of the cell-based medicinal product

Причина дефекта хряща
Cartilage defect cause

Группа I, размер дефекта  
от ≥1 до <4 см2, N (% по группе)

Group I, defect size
from ≥1 to <4 cm2, N (% of the group)

Группа II, размер дефекта
от ≥4 до <10 см2, N (% по группе)

Group II, defect size
from ≥4 to <10 cm2, N (% of the group)

Всего, N (%)
Total, N (%)

Травматическое повреждение
Traumatic damage 12 (23,07%) 15 (28,84%) 27 (25,96%)

Рассекающий остеохондрит
Dissecting osteochondritis 14 (26,92%) 15 (28,84%) 29 (27,89%)

Остеоартроз
Osteoarthritis 25 (48,08%) 22 (42,31%) 47 (45,19%)

Аваскулярный некроз
Avascular necrosis 1 (1,92%) 0 1 (0,96%)

Всего:
Total: 52 52 104

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Технология производства отечественного пре-

парата Изитенс® (АО ГЕНЕРИУМ», РУ  №  БМКП 
№  1) в изоляторах клеточных культур валиди-
рована и обладает повторяемостью и надеж-
ностью, что гарантирует получение аутологич-
ного биомедицинского клеточного продукта, 
соответствующего требованиям спецификации 
на готовый продукт.

С использованием кариологического мето-
да показано, что при производстве биомеди-
цинского клеточного продукта сохраняется 
генетическая стабильность клеточной линии 
хондроцитов.

При проведении клинических исследований 
препарата продемонстрировано улучшение 
состояния хрящевой ткани коленных суставов 
через 12 мес. после трансплантации. Показано, 
что ни возраст, ни половая принадлежность, 
ни площадь дефекта не являются ограничива-
ющими факторами для лечения повреждений 

хрящевой ткани трансплантацией сфероидов 
из аутологичных хондроцитов. У пациентов 
с остеоартрозом было отмечено незначитель-
ное снижение характеристик пролиферативной 
активности хондроцитов по сравнению с паци-
ентами с травматическим повреждением хряща 
и рассекающим остеохондритом. Производство 
продукта для пациентов с остеоартрозом мо-
жет занять больше времени, однако подтвер-
ждено, что уровень пролиферативной актив-
ности клеток не влияет на результат лечения. 
Продемонстрирована высокая эффективность 
препарата для восстановления хрящевой ткани 
в установленном диапазоне дозировки транс-
плантируемых сфероидов.

На основании результатов КИ БМКП Изитенс® 
зарегистрирован биомедицинский клеточный 
продукт на территории Российской Федерации, 
введен в клиническую практику и может стать 
альтернативой эндопротезированию и дорого-
стоящим операциям за рубежом.
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Соответствие принципам этики. Протокол иссле-
дования одобрен Минздравом России (разреше-
ние на проведение клинического исследования 
БМКП № 1 от 12.03.2021), Советом по этике Минздра-
ва России (выписка из протокола № 1 от 10.08.2020) 
и независимыми локальными этическими комитета-
ми клинических центров. Клиническое исследование 
проводилось в соответствии с этическими принципа-
ми медицинских исследований с участием человека, 
изложенными в Хельсинкской декларации. 
Согласие пациентов. Получено информированное 
добровольное согласие участников исследования 
на обработку персональных данных и их использова-
ние с научной и образовательной целью, в том числе 
на публикацию персональной медицинской инфор-
мации в обезличенной форме.
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