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Ðåöåëëþëÿðèçàöèÿ òêàíåèíæåíåðíûõ ñîñóäîâ â ïðîòî÷íîì áèîðåàêòîðå

Òêàíåèíæåíåðíûå êðîâåíîñíûå ñîñóäû ìàëîãî êàëèáðà ñïîñîáíû ðåøèòü îñòðóþ íåõâàòêó ìàòåðè-
àëà äëÿ øóíòîâ â ðåêîíñòðóêòèâíîé ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîé õèðóðãèè. Ðàíåå íàìè áûë ðàçðàáîòàí ýôôåê-
òèâíûé ñïîñîá äåöåëëþëÿðèçàöèè àðòåðèé ïóïîâèíû ÷åëîâåêà, êîòîðûå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû êàê
íîñèòåëü êëåòîê. Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ áûëà îïòèìèçàöèÿ ïðîòîêîëà çàñåëåíèÿ äåöåëëþëÿ-
ðèçîâàííîé àðòåðèè ìåçåíõèìíûìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè. Ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü ðîñòà êëåòîê íà äå-
öåëëþëÿðèçèðîâàííîì ñîñóäå è äîêàçàíî, ÷òî èñïîëüçîâàíèå ïðîòî÷íîãî áèîðåàêòîðà óëó÷øàåò ðåçóëü-
òàòû ðåöåëëþëÿðèçàöèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ðåöåëëþëÿðèçàöèÿ, àðòåðèè ïóïîâèíû, áèîðåàêòîð.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÂÊÌ — âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, ÄÀ — äåöåëëþëÿðèçîâàííûå àðòå-
ðèè ïóïîâèíû, ÆÒ — æèðîâàÿ òêàíü, ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, ÊÌ — êîñòíûé ìîçã,
ÒÈÊÑ — òêàíåèíæåíåðíûé êðîâåíîñíûé ñîñóä.

Àêòèâíîå ðàçâèòèå ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîé õèðóðãèè
âûÿâèëî î÷åâèäíûé â íàñòîÿùåå âðåìÿ äåôèöèò ñîñóäîâ
ìàëîãî äèàìåòðà äëÿ òðàíñïëàíòàöèé (Seifu et al., 2013).
Ýòè ñîñóäû íåîáõîäèìû äëÿ òàêèõ ðàñïðîñòðàíåííûõ
îïåðàöèé, êàê àîðòîêîðîíàðíîå øóíòèðîâàíèå, ðåâàñêó-
ëÿðèçàöèÿ àðòåðèé íèæíèõ êîíå÷íîñòåé, ñîçäàíèå àðòå-
ðèîâåíîçíûõ ôèñòóë äëÿ ãåìîäèàëèçà. Èñïîëüçóåìûå
ñåé÷àñ äëÿ ýòîãî ïîäêîæíûå âåíû ÷àñòî íåäîñòóïíû èëè
èçìåíåíû. Ñèíòåòè÷åñêèå ïðîòåçû èç äàêðîíà è ïîëèòåò-
ðàôòîðýòèëåíà ñ óñïåõîì ïðèìåíÿþòñÿ äëÿ øóíòèðîâà-
íèÿ ñîñóäîâ äèàìåòðîì áîëåå 6 ìì, à ïðè ìåíüøåì ðàçìå-
ðå îíè ïðèâîäÿò ê áûñòðîìó òðîìáîçó çîíû ðåêîíñòðóê-
öèè (Naito et al., 2011; Seifu et al., 2013). Âñå ýòè ôàêòîðû
îêàçàëè ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà áûñòðîå ðàçâèòèå â ïî-
ñëåäíåå äåñÿòèëåòèå òêàíåâîé èíæåíåðèè êðîâåíîñíûõ
ñîñóäîâ. Èñêóññòâåííûå àðòåðèè è âåíû, êàê îæèäàåòñÿ,
áóäóò îòâå÷àòü âñåì òðåáîâàíèÿì, ïðåäúÿâëÿåìûì â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ ê ñîñóäèñòûì çàìåíèòåëÿì (Naito et al.,
2011; Seifu et al., 2013).

Òêàíåâàÿ èíæåíåðèÿ ñîñóäîâ â ñâîåì êëàññè÷åñêîì
âèäå îñíîâàíà íà êîëîíèçàöèè êëåòêàìè ðåöèïèåíòà ïî-
ðèñòîãî áèîäåãðàäèðóåìîãî íîñèòåëÿ (îò àíãë. scaffold —
êàðêàñ) â ôîðìå òðóáêè íóæíûõ äëèíû è äèàìåòðà. Òàêîé
êàðêàñ ïðîèçâîäèòñÿ èç ðàçëè÷íûõ ïðèðîäíûõ è ñèíòåòè-
÷åñêèõ ïîëèìåðíûõ ìàòåðèàëîâ è èãðàåò ðîëü âðåìåííîé
îñíîâû äëÿ êëåòîê, ïîêà òå ïîä äåéñòâèåì âíåøíèõ ôàê-
òîðîâ íå ñôîðìèðóþò ñîáñòâåííûé âíåêëåòî÷íûé ìàò-
ðèêñ (ÂÊÌ) (Naito et al., 2011).

Ðàíåå íàìè áûë îïèñàí îðèãèíàëüíûé ñïîñîá äåöåë-
ëþëÿðèçàöèè àðòåðèé ïóïîâèíû ÷åëîâåêà, ïîçâîëÿþùèé

ýôôåêòèâíî óäàëÿòü êëåòêè è èõ îñòàòêè ñ ñîõðàíåíèåì
ñòðóêòóðû è áèîìåõàíè÷åñêîãî ïðîôèëÿ ÂÊÌ ñîñóäîâ
(Íàñðåäèíîâ, 2012; Íàñðåäèíîâ è äð., 2013). Ïîëó÷åííûå
ðåçóëüòàòû ïîçâîëèëè íàì ïðåäïîëîæèòü, ÷òî äåöåëëþ-
ëÿðèçîâàííûå àðòåðèè ïóïîâèíû (ÄÀ) ìîãóò ñòàòü ïîäõî-
äÿùåé îñíîâîé â òêàíåâîé èíæåíåðèè êðîâåíîñíûõ ñîñó-
äîâ. Îäíàêî êëþ÷åâûì ìîìåíòîì ñîçäàíèÿ òêàíåèíæå-
íåðíûõ êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ (ÒÈÊÑ) ïðèíÿòî ñ÷èòàòü
ïîñåâ êëåòîê íà íîñèòåëü (ðåöåëëþëÿðèçàöèÿ) (Villalona
et al., 2010; Krawiec, Vorp, 2012). Â íåñêîëüêèõ èññëåäî-
âàíèÿõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íåçàâèñèìî îò òèïà îñíîâû
áóäóùåãî ñîñóäà íàëè÷èå êëåòîê óëó÷øàåò åãî ïðîõîäè-
ìîñòü (Cho et al., 2005; Krawiec, Vorp, 2012). Ïðîâåäåí-
íûå íàìè ïðåäâàðèòåëüíûå ýêñïåðèìåíòû ïî ðåöåëëþëÿ-
ðèçàöèè ïîäòâåðäèëè âîçìîæíîñòü êëåòî÷íîãî ðîñòà íà
âíóòðåííåé ïîâåðõíîñòè ÄÀ. Îäíîé èç ïåðâûõ ðåøåííûõ
çàäà÷ áûëî îïðåäåëåíèå ýìïèðè÷åñêèì ïóòåì îïòèìàëü-
íîãî êîëè÷åñòâà ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ) â
êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè, ââîäèìîé â ïðîñâåò ÄÀ. Îíî ñîñòà-
âèëî 1�106 êëåòîê.

Äëÿ ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè ñòàòè÷íîãî çàñåâàíèÿ
áûëè àïðîáèðîâàíû äâà ñïîñîáà äèíàìè÷íîé äîñòàâêè
êëåòîê íà íîñèòåëü, êîòîðûå èñïîëüçóþòñÿ â òêàíåâîé
èíæåíåðèè êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ (Villalona et al., 2010;
Íàñðåäèíîâ, Ëàâðåøèí, 2014). Â ÷àñòíîñòè, ïîêàçàíî, ÷òî
ñîâìåùåíèå ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòîê è ôèáðîáëàñòîâ ñ
íîñèòåëåì èç ïîëèãëèêîëåâîé êèñëîòû ñ ïîìîùüþ öåíò-
ðèôóãèðîâàíèÿ ïîçâîëÿåò â òå÷åíèå 10 ìèí äîáèòüñÿ
òðåõêðàòíîãî óâåëè÷åíèÿ ýôôåêòèâíîñòè çàñåëåíèÿ ïî
ñðàâíåíèþ ñî ñòàòè÷íûì ìåòîäîì (Godbey et al., 2004).
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Ïîäîáíûé ïîäõîä áûë èñïîëüçîâàí ïîçæå è äðóãèìè èñ-
ñëåäîâàòåëÿìè (Roh et al., 2007; Ng et al., 2010). Äëÿ îöåí-
êè òàêîé âîçìîæíîñòè ïðèìåíèòåëüíî ê ÄÀ íàìè áûë
ñêîíñòðóèðîâàí ñïåöèàëüíûé ðîòîð äëÿ èìåþùåéñÿ ëà-
áîðàòîðíîé ìóëüòèôóíêöèîíàëüíîé öåíòðèôóãè. Îäíàêî
ñåðèÿ ýêñïåðèìåíòîâ ñ âàðüèðîâàíèåì ïàðàìåòðîâ öåíò-
ðèôóãèðîâàíèÿ íå ïîêàçàëà ëó÷øåãî ïðîíèêíîâåíèÿ êëå-
òîê â ãëóáü ñîñóäèñòîé ñòåíêè ïî ñðàâíåíèþ ñî ñòàòè÷-
íûì çàñåâàíèåì. Áîëåå òîãî, öåíòðèôóãèðîâàíèå ñîñóäîâ
ïðè ñêîðîñòè âðàùåíèÿ áîëåå 2000 îá/ìèí (11.2 g) ïðèâî-
äèëî ê èõ ñèëüíîìó ïåðåêðó÷èâàíèþ (íåîáðàòèìîé äå-
ôîðìàöèè). Ýôôåêòèâíîñòü çàñåâàíèÿ îêàçàëàñü íèæå,
÷åì ïðè ñòàòè÷íîì ñïîñîáå.

Îïèñàíî èñïîëüçîâàíèå âàêóóìèðîâàíèÿ äëÿ ñîâìå-
ùåíèÿ ÌÑÊ ñ ñèíòåòè÷åñêèì íîñèòåëåì èç êîïîëèìåðà
ïîëèãëèêîëåâîé êèñëîòû (Solchaga et al., 2006). Ýòî ïîçâî-
ëèëî àâòîðàì çà 10 ìèí ïîâûñèòü ýôôåêòèâíîñòü çàñåâà-
íèÿ ìèíèìóì â 2 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñî ñòàòè÷íûì ìåòî-
äîì (72 ÷). Â íàøåì ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèå âàêóóìèðîâà-
íèÿ íå äàëî ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè çàñåâàíèÿ: çà
ïåðèîä ìåíüøå 20 ìèí êëåòêè íå óñïåâàëè àäãåçèðîâàòü íà
ïîâåðõíîñòè ÄÀ. Áîëåå äëèòåëüíîå âðåìÿ ìû íå èññëåäî-
âàëè â ñâÿçè ñ âîçìîæíûì íåãàòèâíûì âîçäåéñòâèåì íà
êëåòêè èç-çà îòñóòñòâèÿ ãàçîîáìåíà â ãåðìåòè÷íîé êàìåðå.

Òàêèì îáðàçîì, äèíàìè÷íûå ñïîñîáû àêòèâíîãî áû-
ñòðîãî âíåäðåíèÿ êëåòîê ïîñðåäñòâîì öåíòðèôóãèðîâà-
íèÿ è âàêóóìèðîâàíèÿ, ïîäõîäÿùèå äëÿ êðóïíîïîðèñòûõ
íîñèòåëåé èç ñèíòåòè÷åñêèõ ïîëèìåðîâ, îêàçàëèñü íåïðè-
ìåíèìû äëÿ çàñåëåíèÿ êëåòêàìè äåöåëëþëÿðèçîâàííîãî
ìàòðèêñà ñîñóäîâ âñëåäñòâèå ìàëîãî ðàçìåðà ïîð è
îãðîìíîãî ãèäðîäèíàìè÷åñêîãî ñîïðîòèâëåíèÿ òêàíè.
Äàëüíåéøåå èññëåäîâàíèå ýòèõ ìåòîäîâ áûëî ïðèîñòà-
íîâëåíî. Äëÿ óëó÷øåíèÿ ðåçóëüòàòîâ ðåöåëëþëÿðèçàöèè
ðåøåíî áûëî èñïîëüçîâàòü êîìáèíàöèþ ñòàòè÷íîãî ìå-
òîäà äîñòàâêè êëåòîê ñ ïîñëåäóþùåé ïåðôóçèåé ñîñóäè-
ñòîãî êîíäóèòà â áèîðåàêòîðå.

Áèîðåàêòîðû ÷àñòî èñïîëüçóþò â òêàíåâîé èíæåíå-
ðèè êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ äëÿ âîññîçäàíèÿ ôèçèîëîãè÷å-
ñêèõ óñëîâèé, êîòîðûå ñîñóäû è êëåòêè èñïûòûâàþò in
vivo. Áèîðåàêòîðû ñïîñîáñòâóþò óëó÷øåíèþ êëåòî÷íîé
àäãåçèè, äèôôåðåíöèðîâêå è ñîçðåâàíèþ êëåòîê, ñîäåéñò-
âóþò ôîðìèðîâàíèþ ñîáñòâåííîãî ÂÊÌ (Pei et al., 2002).
Êðîìå òîãî, âñëåäñòâèå öèðêóëÿöèè êóëüòóðàëüíîé ñðåäû
óëó÷øàþòñÿ äîñòàâêà ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ êëåòêàì è ãà-
çîîáìåí. Â ñòàòè÷íûõ óñëîâèÿõ, êîãäà íå ïðîèñõîäèò
ñìåøèâàíèÿ ñðåäû, ôîðìèðóþòñÿ áîëüøèå ãðàäèåíòû
äèôôóçèè ìåæäó òêàíåèíæåíåðíûìè êîíñòðóêöèÿìè è
îêðóæàþùåé ñðåäîé, è êëåòêè â öåíòðå êîíñòðóêöèè ïî-
ëó÷àþò ìåíüøå ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ, ÷åì íåîáõîäèìî, à
óñòðàíåíèå ïðîäóêòîâ îáìåíà ïðîèñõîäèò ìåäëåííåå, ÷òî
â êîíöå êîíöîâ ïðèâîäèò ê ãèáåëè êëåòîê (Shachar, Co-
hen, 2003; Wang, 2012).

Îïèñàííûå â ëèòåðàòóðå áèîðåàêòîðû ïîñòðîåíû ïî
îáùåìó ïðèíöèïó: â êàìåðå áèîðåàêòîðà íàõîäèòñÿ 1 èëè
íåñêîëüêî êóëüòèâèðóåìûõ ñîñóäèñòûõ êîíäóèòîâ, ÷åðåç
êîòîðûé ïåðôóçèðóåòñÿ êóëüòóðàëüíàÿ ñðåäà ñ ïîìîùüþ
ïåðèñòàëüòè÷åñêîãî íàñîñà èç ñïåöèàëüíîé åìêîñòè ïî
çàìêíóòîìó êðóãó. Âñå êîìïîíåíòû áèîðåàêòîðà íàõîäÿò-
ñÿ â ÑÎ2-èíêóáàòîðå äëÿ îáåñïå÷åíèÿ íåîáõîäèìîãî ãàçî-
âîãî ñîñòàâà ñðåäû è òåìïåðàòóðíûõ óñëîâèé (Lyons,
Pandit 2005).

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ áûëî ñðàâíåíèå ðå-
çóëüòàòîâ ðåöåëëþëÿðèçàöèè ÄÀ ñ ïîìîùüþ ÌÑÊ â ñòà-
òè÷íûõ óñëîâèÿõ è â îðèãèíàëüíîì ïðîòî÷íîì áèîðåàê-
òîðå.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï î ë ó ÷ å í è å è ä å ö å ë ë þ ë ÿ ð è ç à ö è ÿ À Ï. ÀÏ
ïîëó÷àëè è îáðàáàòûâàëè, êàê áûëî ïîäðîáíî îïèñàíî
íàìè ðàíåå (Íàñðåäèíîâ, 2012; Íàñðåäèíîâ è äð., 2013).
ÄÀ õðàíèëè â ñòåðèëüíîì ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåð-
íîì ðàñòâîðå (PBS, Ðîñìåäáèî, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåì
100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà è 100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà (In-
vitrogen, ÑØÀ), ïðè 4 °Ñ. Íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ïðîâå-
äåíèåì ðåöåëëþëÿðèçàöèè ÄÀ ïîìåùàëè â ïîëíóþ ïèòà-
òåëüíóþ ñðåäó (ñì. íèæå) íà 16—24 ÷ ïðè 4 °Ñ.

Â û ä å ë å í è å è ý ê ñ ï à í ñ è ÿ Ì Ñ Ê. Äëÿ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ êëåòîê è ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòîâ ïî ðåöåë-
ëþëÿðèçàöèè èñïîëüçîâàëè ïèòàòåëüíóþ ñðåäó a-MEM
(ÏàíÝêî, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùóþ 10 % ôåòàëüíîé ñûâîðîò-
êè êîðîâ (Hyclone, ÑØÀ), 1 % ãëóòàìèíà (Invitrogen,
ÑØÀ) è 1 % ñìåñè ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà (Invit-
rogen, ÑØÀ) áåç äîáàâëåíèÿ ôàêòîðîâ ðîñòà.

Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê è ðåöåëëþëÿðèçàöèþ ñîñó-
äèñòûõ êîíäóèòîâ ïðîâîäèëè â ëàáîðàòîðíîì CO2-èíêó-
áàòîðå ShelLab (Sheldon Manufacturing, ÑØÀ) ïðè
5%-íîì ñîäåðæàíèè ÑÎ2 è 37 °Ñ.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ÌÑÊ êîñòíîãî
ìîçãà (ÌÑÊ-ÊÌ) è ÌÑÊ æèðîâîé òêàíè (ÌÑÊ-ÆÒ)
âçðîñëûõ êðûñ èñïîëüçîâàëè òðàäèöèîííóþ ìåòîäèêó ñå-
ëåêöèè ïî àäãåçèè ê ïëàñòèêó (Dmitrieva et al., 2012). Äëÿ
ýòîãî èñïîëüçîâàëè îäíîãî âçðîñëîãî ñàìöà áåëîé ëàáî-
ðàòîðíîé êðûñû ëèíèè Wistar ìàññîé 255 ã. Îáðàùåíèå
ñ æèâîòíûì ñîîòâåòñòâîâàëî ïðàâèëàì Åâðîïåéñêîé êîí-
âåíöèè ïî çàùèòå ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ, èñïîëüçóå-
ìûõ â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ è äðóãèõ íàó÷íûõ öåëÿõ
(Ñòðàñáóðã, 1986), ïðîâåäåíèå èññëåäîâàíèÿ áûëî îäîá-
ðåíî ëîêàëüíûì ýòè÷åñêèì êîìèòåòîì ÔÃÁÓ «ÔÌÈÖ
èì. Â. À. Àëìàçîâà».

Ýâòàíàçèþ æèâîòíîãî ïðîâîäèëè èíòðàïåðèòîíåàëü-
íûì ââåäåíèåì ëåòàëüíîé äîçû õëîðàëãèäðàòà èç ðàñ÷åòà
1.2 ã íà 1 êã ìàññû òåëà. Â àñåïòè÷åñêèõ óñëîâèÿõ âûäå-
ëÿëè áåäðåííûå êîñòè, íîæíèöàìè îòñåêàëè ýïèôèçû.
Êîñòíûé ìîçã èç äèàôèçîâ êîñòåé âûìûâàëè íà ïëàñòèêî-
âûå ÷àøêè Ïåòðè (Sarstedt, Ãåðìàíèÿ) ñ ïîìîùüþ øïðèöà
è PBS. Äîáàâëÿëè ïîëíóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó è ïåðåíî-
ñèëè ÷àøêè â CO2-èíêóáàòîð (ïàññàæ 0). Êðîìå òîãî, âû-
äåëÿëè 0.3—0.5 ìë ÆÒ èç çàáðþøèííîãî ïðîñòðàíñòâà.
ÆÒ â ÷àøêå Ïåòðè ìåõàíè÷åñêè ãîìîãåíåçèðîâàëè, çàòåì
ïðîâîäèëè ýíçèìàòè÷åñêóþ äèññîöèàöèþ êëåòîê êîëëà-
ãåíàçîé III (Worthington, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè
1000 åä./ìë â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37 °Ñ. Ïîñëå íåéòðàëè-
çàöèè äåéñòâèÿ êîëëàãåíàçû ïîëíîé ïèòàòåëüíîé ñðåäîé
âñå êëåòêè ïîìåùàëè â êóëüòóðàëüíûå ôëàêîíû è êóëüòè-
âèðîâàëè â òåõ æå óñëîâèÿõ, ÷òî è ÌÑÊ-ÊÌ.

×åðåç 48 ÷ íåïðèêðåïèâøèåñÿ êëåòêè, ôîðìåííûå
ýëåìåíòû êðîâè è ñîåäèíèòåëüíîòêàííóþ ñòðîìó óäàëÿ-
ëè äâóêðàòíîé îòìûâêîé PBS. Ïîëîâèíó ïèòàòåëüíîé
ñðåäû ìåíÿëè ÷åðåç 1 ñóò. ×åðåç 7 ñóò êëåòêè ìîáèëèçî-
âàëè 0.05%-íûì ðàñòâîðîì òðèïñèíà (Invitrogen, ÑØÀ) è
ïåðåñåâàëè. Â äàëüíåéøåì êóëüòèâèðîâàíèå ÌÑÊ ïðîâî-
äèëè â êóëüòóðàëüíûõ ïëàøêàõ ïëîùàäüþ 25 è 75 ñì2

(Sigma, ÑØÀ) äî äîñòèæåíèÿ ñóáêîíôëþýíòíîñòè ìîíî-
ñëîÿ ïåðåä êàæäûì ïàñññàæåì. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ðåöåëëþ-
ëÿðèçàöèè èñïîëüçîâàëè êëåòêè 3—8 ïàññàæåé.

Ï î ä ã î ò î â ê à ê ë å ò î ê ê ð å ö å ë ë þ ë ÿ ð è ç à ö è è,
ï î ñ å â ê ë å ò î ê í à Ä À. Ìîáèëèçîâàííûå êëåòêè
(ÌÑÊ-ÊÌ è ÌÑÊ-ÆÒ) îñàæäàëè ïóòåì öåíòðèôóãèðîâà-
íèÿ â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 300 g. Ïîñëå ýòîãî ìåìáðàíû
êëåòîê ìåòèëè ïðèæèçíåííûì ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòå-

Ðåöåëëþëÿðèçàöèÿ òêàíåèíæåíåðíûõ ñîñóäîâ â ïðîòî÷íîì áèîðåàêòîðå 927



ëåì PKH26 ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ
(Sigma, ÑØÀ). ÄÀ êàíþëèðîâàëè ñ îáåèõ ñòîðîí àäàïòå-
ðîì òèïà Ëþåð (B. Braun, Ãåðìàíèÿ). Ìå÷åíûå ÌÑÊ
(1�106) ðåñóñïåíäèðîâàëè â 100 ìêë êóëüòóðàëüíîé ñðå-
äû è ñ ïîìîùüþ ïèïåòêè ââîäèëè â ïðîñâåò ñîñóäà. Çàòåì
êàíþëè çàêðûâàëè çàãëóøêîé CombiStopper (B. Braun,
Ãåðìàíèÿ) è èíêóáèðîâàëè çàñåÿííûé ñîñóäèñòûé êîíäó-
èò â òå÷åíèå 1 ÷ â ÑÎ2-èíêóáàòîðå, âðó÷íóþ ïîâîðà÷èâàÿ
ñîñóä êàæäûå 15 ìèí íà 90° äëÿ áîëåå ðàâíîìåðíîãî ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî åãî âíóòðåííåé ïîâåðõíîñòè. ×åðåç
1 ÷ ñíèìàëè çàãëóøêè è àêêóðàòíî ïðîìûâàëè çàñåÿííûå
êëåòêàìè ñîñóäû ïðè ïîìîùè PBS.

Ó ñ ò ð î é ñ ò â î á è î ð å à ê ò î ð à. Îðèãèíàëüíûé áèî-
ðåàêòîð ñîáñòâåííîé êîíñòðóêöèè (ðèñ. 1) ïðåäñòàâëÿåò
ñîáîé ñèñòåìó ñ çàêðûòûì êîíòóðîì, ïîçâîëÿþùóþ ïðî-
âîäèòü ïîñòîÿííóþ ïåðôóçèþ ïèòàòåëüíîé ñðåäû (1) ÷å-
ðåç ïðîñâåò ðåöåëëþëÿðèçèðóåìîãî ñîñóäà (2). Îí ñîñòî-
èò èç êàìåðû (3) è ïåðèñòàëüòè÷åñêîãî íàñîñà (4), ñîåäè-
íåííûõ ïîëèõëîðâèíèëîâûìè òðóáêàìè (5).

Êàìåðà áèîðåàêòîðà èçãîòîâëåíà èç ïðîçðà÷íîãî ïëà-
ñòèêîâîãî ïèùåâîãî êîíòåéíåðà 15�10�5 ñì ñ ãåðìåòè÷-

íî çàêðûâàþùåéñÿ êðûøêîé (Lock&Lock, Êèòàé). Îíà
íàõîäèòñÿ âíóòðè ÑÎ2-èíêóáàòîðà (ðèñ. 1, 6) è ñëóæèò ðå-
çåðâóàðîì äëÿ ïèòàòåëüíîé ñðåäû. Â âåðõíå-áîêîâîé ÷àñ-
òè êîíòåéíåðà ñäåëàíî âåíòèëÿöèîííîå îòâåðñòèå, êîòî-
ðîå äëÿ ñíèæåíèÿ ðèñêà êîíòàìèíàöèè çàùèùåíî ôèëü-
òðîì (7) ñ ðàçìåðîì ïîð 0.45 ìêì (Jet Biofil, Êèòàé).
Ïåðèñòàëüòè÷åñêèé íàñîñ Gilson MiniPulse 3 (Gilson,
ÑØÀ) ðàçìåùàëè ðÿäîì ñ èíêóáàòîðîì. Îäíîðàçîâûå
ñòåðèëüíûå ñîåäèíèòåëüíûå òðóáêè (B. Braun, Ãåðìàíèÿ)
ïðîïóñêàëè âíóòðü èíêóáàòîðà ÷åðåç òåõíîëîãè÷åñêîå îò-
âåðñòèå â åãî áîêîâîé ñòåíêå (8). Âñå ñîåäèíåíèÿ îñóùå-
ñòâëÿëè ÷åðåç Ëþåð-êîííåêòîðû. Ñíàðóæè èíêóáàòîðà íà
âûõîäíóþ òðóáêó íàñîñà óñòàíàâëèâàëè àíàëîãîâûé ìà-
íîìåòð (Microlife, Øâåéöàðèÿ) (9) äëÿ èçìåðåíèÿ äàâëå-
íèÿ æèäêîñòè â ñèñòåìå. Íåîáõîäèìîå äàâëåíèå ñîçäàâà-
ëè ïóòåì óâåëè÷åíèÿ ïåðèôåðè÷åñêîãî ñîïðîòèâëåíèÿ íà
âûõîäå èç êàìåðû áèîðåàêòîðà, îñóùåñòâëÿÿ âíåøíþþ
êîìïðåññèþ òðóáêè (10).

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ò ê à í å è í æ å í å ð í û õ ñ î -
ñ ó ä î â.×àñòü ñîñóäîâ (ãðóïïà I, n = 18) èíêóáèðîâàëè â
ñòàòè÷íûõ óñëîâèÿõ. Çàñåÿííûå ñîñóäèñòûå êîíäóèòû

928 À. Ñ. Íàñðåäèíîâ è äð.

Ðèñ. 1. Ñõåìà (à) è ôîòîãðàôèè (á, â) áèîðåàêòîðà; âèä âíóòðè (á) è ñíàðóæè (â) CO2-èíêóáàòîðà.

1 — ïèòàòåëüíàÿ ñðåäà, 2 — ðåöåëëþëÿðèçèðóåìûé ñîñóä, 3 — êàìåðà áèîðåàêòîðà, 4 — ïåðèñòàëüòè÷åñêèé íàñîñ, 5 — ñîåäèíèòåëüíûå òðóáêè, 6 —
CO2-èíêóáàòîð, 7 — àíòèáàêòåðèàëüíûé ôèëüòð, 8 — òåõíîëîãè÷åñêîå îòâåðñòèå â áîêîâîé ñòåíêå èíêóáàòîðà, 9 — ìàíîìåòð, 10 — ðåãóëèðóåìîå ñó-

æåíèå âûõîäíîé òðóáêè.



ïîìåùàëè â 6-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû (Corning-Costar,
ÑØÀ), äîáàâëÿëè ïî 3 ìë êóëüòóðàëüíîé ñðåäû â êàæäóþ
ëóíêó, ïîñëå ÷åãî èíêóáèðîâàëè òå÷åíèå 5, 10 è 21 ñóò.
Ñìåíó ñðåäû ïðîâîäèëè êàæäûå 3 ñóò. Äðóãóþ ÷àñòü ñî-
ñóäîâ (ãðóïïà II, n = 6) êóëüòèâèðîâàëè â áèîðåàêòîðå.
Çàñåÿííûå ñîñóäû ÷åðåç Ëþåð-àäàïòåðû ôèêñèðîâàëè ê
ñîîòâåòñòâóþùèì ðàçúåìàì â êàìåðå áèîðåàêòîðà
(ðèñ. 2). Ïîñëå ýòîãî êàìåðó çàïîëíÿëè êóëüòóðàëüíîé
ñðåäîé îáúåìîì 30 ìë è íà÷èíàëè ïåðôóçèþ ÷åðåç ïðî-
ñâåò ñîñóäà ñî ñêîðîñòüþ 1 ìë/ìèí. ×åðåç 1 ÷ ñêîðîñòü
ïåðôóçèè óâåëè÷èâàëè äî 2 ìë/ìèí. Íà ñëåäóþùèå ñóòêè
âíóòðè ñèñòåìû ñîçäàâàëè äàâëåíèå 20—40 ìì ðò. ñò., à
ñêîðîñòü ïåðôóçèè óâåëè÷èâàëè äî 5 ìë/ìèí. Ïåðôóçèþ
ïðîäîëæàëè â òå÷åíèå 5 ñóò. Ñðåäó â áèîðåàêòîðå íå ìå-
íÿëè. Ïî îêîí÷àíèè ðåöåëëþëÿðèçàöèè ñîñóäèñòûå êîí-
äóèòû îáåèõ ãðóïï îòìûâàëè â PBS. Á *îëüøóþ ÷àñòü êàæ-
äîãî ãðàôòà (îêîëî 2—3 ñì) ôèêñèðîâàëè â ôîðìàëèíå,
äåãèäðàòèðîâàëè â ðàñòâîðàõ ýòèëîâîãî ñïèðòà âîñõîäÿ-
ùåé êîíöåíòðàöèè è çàëèâàëè â ïàðàôèíîâûå áëîêè ïî
ñòàíäàðòíîé ïðîãðàììå íà àâòîìàòè÷åñêîì òêàíåâîì
ïðîöåññîðå Leica TP 1020 (Leica, Ãåðìàíèÿ). Èçãîòàâëè-
âàëè ïîïåðå÷íûå ñðåçû ðåöåëëþëÿðèçîâàííûõ ñîñóäîâ,
êîòîðûå îêðàøèâàëè ãåìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì (Dako,
Äàíèÿ) äëÿ îáùåé îöåíêè ïðåïàðàòà è âèçóàëèçàöèè êëå-
òîê. Èñïîëüçîâàëè ñâåòîâîé ìèêðîñêîï ñ ôîòîêàìåðîé è
îáúåêòèâ ñ óâåëè÷åíèåì îò 4� äî 40� (Leica, Ãåðìàíèÿ).

Ä ë ÿ î ö å í ê è ê î ë è ÷ å ñ ò â à è æ è ç í å ñ ï î ñ î á -
í î ñ ò è ê ë å ò î ê â ñòåíêå ðåöåëëþëÿðèçîâàííûõ ñîñóäîâ
îò êàæäîãî ãðàôòà (ðåöåëëþëÿðèçîâàííîãî ñîñóäà) îòñå-
êàëè ó÷àñòîê äëèíîé 1 ñì. Âèçóàëèçàöèþ æèâûõ êëåòîê
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ CFSE
(ñarboxyfluorescein succinimidyl ester; Invitrogen, ÑØÀ).
Äëÿ ýòîãî ïðèìåíÿëè ðåêîìåíäîâàííóþ ôèðìîé-ïðîèç-
âîäèòåëåì ìåòîäèêó îêðàøèâàíèÿ ïðèêðåïèâøèõñÿ êëå-
òîê ñ ñîáñòâåííûìè ìîäèôèêàöèÿìè. Ó÷àñòîê èññëåäóå-
ìîãî ñîñóäà äëèíîé 1 ñì ðàçðåçàëè âäîëü òàê, ÷òî ïîëó-
÷àëñÿ ïðÿìîóãîëüíûé ó÷àñòîê òêàíè, êîòîðûé ïîìåùàëè
â ðàñòâîð êðàñèòåëÿ CSFE (10 ìêÌ) è èíêóáèðîâàëè
15 ìèí ïðè 37 °Ñ. Çàòåì îáðàçåö òðèæäû îòìûâàëè ðàñ-
òâîðîì PBS è èíêóáèðîâàëè åãî 30 ìèí â ïîëíîé ïèòà-
òåëüíîé ñðåäå ïðè 37 °Ñ. Ïîñëå ýòîãî åãî ñíîâà òðèæäû
îòìûâàëè â PBS, ðàñïëàñòûâàëè íà ïðåäìåòíîì ñòåêëå è
èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Axiovert 40 CFL (Carl Ze-
iss, Ãåðìàíèÿ) ñ ôëóîðåñöåíòíîé ëàìïîé è ôîòîêàìåðîé
(Canon, ßïîíèÿ). Êîëè÷åñòâî êëåòîê, ìå÷åííûõ PKH26 è
âèäèìûõ â êðàñíîì äèàïàçîíå ñïåêòðà, ñîîòâåòñòâîâàëî
îáùåìó êîëè÷åñòâó êëåòîê íà ìàòðèêñå. Âèçóàëèçèðîâàâ-
øèåñÿ â æåëòî-çåëåíîì ñâåòå êëåòêè, öèòîïëàçìà êîòî-
ðûõ îêðàñèëàñü CFSE, ñ÷èòàëè æèâûìè. Êëåòêè ïîäñ÷è-
òûâàëè â 4 ïîëÿõ çðåíèÿ ïðè óâåëè÷åíèè îáúåêòèâà 20�.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à. Ðåçóëüòàòû îáðà-
áàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Microsoft Excel 2010.
Äàííûå ïðèâîäÿòñÿ â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé è èõ ñòàí-
äàðòíûõ îòêëîíåíèé. Ñòåïåíü äîñòîâåðíîñòè ìåæãðóïïî-
âûõ ðàçëè÷èé ñðåäíèõ çíà÷åíèé îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ
ïàðíîãî t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà ñ äâóõñòîðîííèì ðàñïðå-
äåëåíèåì (ôóíêöèÿ «ÑÒÜÞÄÅÍÒ.ÒÅÑÒ» â Microsoft Ex-
cel 2010). Íóëåâàÿ ãèïîòåçà çàêëþ÷àëàñü â ðàâåíñòâå èñ-
ñëåäóåìûõ ãðóïï. Åñëè ðåçóëüòàò t-òåñòà áûë áîëüøå
óðîâíÿ çíà÷èìîñòè (à = 0.05), ðàçëè÷èÿ â âûáîðêàõ ñ÷èòà-
ëè äîñòîâåðíî íå îòëè÷àþùèìèñÿ äðóã îò äðóãà
(P < 0.05) (Ãìóðìàí, 2003).

È ñ ï î ë ü ç î â à ë è ñ ë å ä ó þ ù è å ð å à ê ò è â û: PBS,
ÐÍÊàçà À, ÄÍÊàçà I (Áèîëîò, Ðîññèÿ); L-ãëþòàìèí, àíòè-
áèîòèêè ïåíèöèëëèí è ñòðåïòîìèöèí, òðèïñèí è íàáîð
äëÿ ìå÷åíèÿ êëåòîê CFSE (CellTrace™ CFSE Cell Prolife-
ration Kit; Invitrogen, ÑØÀ); íàáîð äëÿ ìå÷åíèÿ ìåìáðàí
êëåòîê PKH26 (PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kit;
Sigma-Aldrich, ÑØÀ); ôåòàëüíàÿ áû÷üÿ ñûâîðîòêà (Hyc-
lone, ÑØÀ); äåèîíèçèðîâàííàÿ âîäà (Milli-Q, Millipore,
ÑØÀ); òðèïñèí (Ñàìñîí-Ìåä, Ðîññèÿ); äîäåöèëñóëüôàò
íàòðèÿ; Òðèòîí Õ-100 (Amresco, ÑØÀ); êîëëàãåíàçà III
(Worthington, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Ïîñëå äåöåëëþëÿðèçàöèè ÀÏ ñîõðàíÿëè ñâîè èñõîä-
íûå ôîðìó è ðàçìåðû, òåðÿëè ñâîé åñòåñòâåííûé öâåò è
ñòàíîâèëèñü áåëåñûìè. Ñðîê õðàíåíèÿ ÄÀ ñîñòàâëÿë
26 � 14 ñóò. ÌÑÊ-ÆÒ íà êóëüòóðàëüíîì ïëàñòèêå áûñò-
ðåå ïðîëèôåðèðîâàëè, ÷åì ÌÑÊ-ÊÌ (äàííûå íå ïðåä-
ñòàâëåíû). Îäíàêî ïðè ðåöåëëþëÿðèçàöèè ÄÀ ðàçëè÷èé
ìåæäó èñïîëüçîâàíèåì ÌÑÊ-ÊÌ è ÌÑÊ-ÆÒ íå îáíàðó-
æåíî.

×åðåç 5 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ÷èñëî êëåòîê â ïîëå çðå-
íèÿ ó÷àñòêà ðåöåëëþëÿðèçîâàííîãî â ñòàòè÷íûõ óñëîâè-
ÿõ ñîñóäà (ãðóïïà I) ñîñòàâèëî 16.0 � 3.4, ÷åðåç 14 ñóò —
17.5 � 4.4, ÷åðåç 21 ñóò — 15.8 � 4.9 (äîñòîâåðíûõ ðàçëè-
÷èé íåò). Â ãðóïïå II àíàëîãè÷íûé ïîêàçàòåëü áûë ñóùå-
ñòâåííî âûøå è ïîñëå 5-ñóòî÷íîé ïåðôóçèè ñîñóäîâ â
áèîðåàêòîðå ñîñòàâèë 27.9 � 6.0. Ñðåäíÿÿ äîëÿ æèâûõ
êëåòîê â ãðóïïå I ÷åðåç 5 ñóò, 2 è 3 íåä ñîñòàâëÿëà
81.3 � 4.2, 74.5 � 4.6 è 75.8 � 4.3 % ñîîòâåòñòâåííî.
Ñíèæåíèå æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê ïðè êóëüòèâèðîâà-
íèè áîëåå 5 ñóò ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíî.

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè òêàíåèíæíåíåðíîãî ñîñóäà â
áèîðåàêòîðå äîëÿ æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê (ãðóïïà II)
áûëà âûøå, ÷åì â ñòàòè÷íûõ óñëîâèÿõ, è ñîñòàâëÿëà
89.3 � 5.9 % (ðèñ. 3; ðàçëè÷èå äîñòîâåðíî). Ïðè ãèñòîëî-
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Ðèñ. 2. Ôîòîãðàôèÿ ñîñóäèñòîãî êîíäóèòà, çàñåÿííîãî ÌÑÊ (à), è êàìåðû áèîðåàêòîðà, ïîäãîòîâëåííîé ê ðàáîòå (á).

Ñîñóäèñòûé êîíäóèò (1) ñîåäèíåí ñ ïîìîùüþ àäàïòåðîâ (2) ñ êàìåðîé áèîðåàêòîðà.



ãè÷åñêîì èññëåäîâàíèè îáíàðóæåíî íàëè÷èå êëåòîê íà
âíóòðåííåé ïîâåðõíîñòè âñåõ èññëåäóåìûõ ñîñóäîâ.

Â îáðàçöàõ ãðóïïû I ÷àùå âñåãî íàáëþäàëè îáðàçîâà-
íèå ìîíîñëîÿ êëåòîê áåç èõ ïðîíèêíîâåíèÿ â ãëóáü ñîñó-
äèñòîé ñòåíêè. ÂÊÌ ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿëñÿ. Ñ óâåëè-
÷åíèåì âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ íå çàìå÷åíî çíà÷èìîé
äèíàìèêè ãèñòîëîãè÷åñêîé êàðòèíû (ðèñ. 4, à). Â îáðàçöàõ
ãðóïïû II îòìå÷åíî îáðàçîâàíèå íåñêîëüêèõ ñëîåâ êëåòîê
íà âíóòðåííåé ïîâåðõíîñòè ãðàôòà, â íåêîòîðûõ ìåñòàõ
íàáëþäàëè èíôèëüòðàöèþ êëåòîê â ãëóáü ñîñóäèñòîé
ñòåíêè, êîòîðàÿ ñòàíîâèëàñü áîëåå êîìïàêòíîé, ÷åì ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè ñîñóäîâ â ñòàòè÷íûõ óñëîâèÿõ (ðèñ. 4, á).

Îáñóæäåíèå

ÄÀ ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïîäõîäÿùóþ îñíîâó äëÿ òêà-
íåâîé èíæåíåðèè ñîñóäîâ â ñâÿçè ñ ñîõðàíåííîé íàòèâ-
íîé ñòðóêòóðîé ÂÊÌ, îòñóòñòâèåì èììóíîãåííûõ

ñâîéñòâ è ñïîñîáíîñòüþ ê îïòèìàëüíîé ïî âðåìåíè áèî-
äåãðàäàöèè (Cho et al., 2005; Naito et al., 2011; Seifu et al.,
2013). Äåòàëüíîìó èçó÷åíèþ ìîðôîëîãè÷åñêèõ è áèîìå-
õàíè÷åñêèõ ñâîéñòâ ÄÀ ìû óäåëèëè âíèìàíèå íà ïåðâîì
ýòàïå ðàáîòû ïðè ðàçðàáîòêå ïðîòîêîëà äåöåëëþëÿðèçà-
öèè, íà êîòîðûé âïîñëåäñòâèè ïîëó÷åí ïàòåíò ÐÔ íà
èçîáðåòåíèå (Íàñðåäèíîâ, 2012; Íàñðåäèíîâ è äð., 2013).
Êàê áûëî óñòàíîâëåíî, ðàçðàáîòàííûé íàìè ñïîñîá äå-
öåëëþëÿðèçàöèè ýôôåêòèâíî óäàëÿåò êëåòêè è êëåòî÷-
íûé äåáðèñ, îñòàâëÿÿ ÂÊÌ íåïîâðåæäåííûì. Ñîõðàí-
íîñòü è ïðèãîäíîñòü ÂÊÌ ïîäòâåðæäåíà ïðè èçó÷åíèè
ìåõàíè÷åñêèõ ñâîéñòâ äåöåëëþëÿðèçîâàííûõ ñîñóäèñòûõ
êîíäóèòîâ, â òîì ÷èñëå ïðè äëèòåëüíîì õðàíåíèè (äî
10 ìåñ).

Èçâåñòíî, ÷òî îñòàòêè äåòåðãåíòîâ, èñïîëüçóþùèõñÿ
â ïðîöåññå äåöåëëþëÿðèçàöèè, îáëàäàþò öèòîòîêñè÷å-
ñêèìè ñâîéñòâàìè è ìîãóò ñòàòü ïðè÷èíîé îòñóòñòâèÿ ðî-
ñòà êëåòîê íà äåöåëëþëÿðèçîâàííîé òêàíè (Cebotari et al.,
2010). Äëÿ ñíèæåíèÿ îñòàòêîâ äåöåëëþëÿðèçóþùèõ àãåí-

930 À. Ñ. Íàñðåäèíîâ è äð.

Ðèñ. 3. Ìèêðîôîòîãðàôèÿ âíóòðåííåé ïîâåðõíîñòè ñîñóäèñòîãî êîíäóèòà ÷åðåç 5 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñòàòè÷íûõ óñëîâèÿõ (à)
è â ïðîòî÷íîì áèîðåàêòîðå (á).

Îêðàñêà êðàñèòåëåì PKH26 (êðàñíûé) è CFSE (æåëòî-çåëåíûé). Ìåðòâûå êëåòêè ïîêàçàíû ñòðåëêàìè. Îá. 20�.

Ðèñ. 4. Ìèêðîôîòîãðàôèÿ ïîïåðå÷íîãî ñðåçà ñîñóäèñòîãî êîíäóèòà, ðåöåëëþëÿðèçîâàííîãî â ñòàòè÷íûõ óñëîâèÿõ (à) è â ïðîòî÷-
íîì áèîðåàêòîðå (á).

Îêðàñêà ãåìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì. Çâåçäî÷êîé ïîêàçàí ïðîñâåò. Îá. 20�.



òîâ ÄÀ ìíîãîêðàòíî îòìûâàëè â áîëüøîì êîëè÷åñòâå
PBS. Êðîìå òîãî, äëÿ íàñûùåíèÿ ìàòðèêñà íåîáõîäèìû-
ìè äëÿ ðîñòà êëåòîê ïèòàòåëüíûìè âåùåñòâàìè ãðàôòû çà
1 ñóò äî ðåöåëëþëÿðèçàöèè ïîìåùàëè â êóëüòóðàëüíóþ
ñðåäó. Îòäåëüíîãî òåñòà íà öèòîòîêñè÷íîñòü ÄÀ íå ïðî-
âîäèëè. Îäíàêî äîêàçàòåëüñòâàìè îòñóòñòâèÿ íåãàòèâíî-
ãî âëèÿíèÿ ñîñòàâà ÄÀ íà êëåòêè ÿâëÿëèñü è ðîñò ÌÑÊ íà
ïîâåðõíîñòè ìàòðèêñà ïðè ïðîâåäåíèè ýêñïåðèìåíòîâ ïî
ðåöåëëþëÿðèçàöèè, è âûñîêèé óðîâåíü æèçíåñïîñîáíî-
ñòè ýòèõ êëåòîê.

ÌÑÊ îáëàäàþò òàêèìè êëþ÷åâûìè ñâîéñòâàìè, êàê
âûñîêàÿ ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü è ñïîñîáíîñòü ê
äèôôåðåíöèðîâêå â ðàçëè÷íûå òèïû ñïåöèàëèçèðîâàí-
íûõ êëåòîê. Ïðè ýòîì îíè ëåãêî ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû â
íåîáõîäèìîì êîëè÷åñòâå â àóòîãåííîì âàðèàíòå â îòëè-
÷èå îò HUVEC è ñòâîëîâûõ êëåòîê ïóïîâèííîé êðîâè,
÷òî â ñîâîêóïíîñòè äåëàåò èñïîëüçîâàíèå ÌÑÊ äëÿ ñî-
çäàíèÿ ÒÈÊÑ ïðèâëåêàòåëüíûì äëÿ ìíîãèõ èññëåäîâàòå-
ëåé (Cho et al., 2005; Zhao et al., 2010; Krawiec, Vorp,
2012). Êðîìå òîãî, èçâåñòíî, ÷òî ÌÑÊ îáëàäàþò àíòè-
òðîìáîãåííîé àêòèâíîñòüþ (Hashi et al., 2007). Â õîäå íà-
ñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÌÑÊ ëàáîðàòîðíûõ êðûñ áûëè
âûáðàíû ïî íåñêîëüêèì ïðè÷èíàì. Âî-ïåðâûõ, èñïîëüçî-
âàíèå ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ ñíèìàåò ýòè÷åñêèå ïðîá-
ëåìû, ñâÿçàííûå ñ çàáîðîì êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà ó ÷åëî-
âåêà. Âî-âòîðûõ, êðûñû îòíîñèòåëüíî äîñòóïíû. Â-òðåòü-
èõ, ìåòîäîëîãèè çàáîðà, âûäåëåíèÿ è êóëüòèâèðîâàíèÿ
ÌÑÊ-ÊÌ è ÌÑÊ-ÆÒ êðûñ â íàøåé ëàáîðàòîðèè ÿâëÿþò-
ñÿ õîðîøî îòðàáîòàííûìè. Â-÷åòâåðòûõ, ýêñïàíñèÿ ÌÑÊ
êðûñ in vitro ÿâëÿåòñÿ îòíîñèòåëüíî íåäîðîãîé è ýôôåê-
òèâíîé. È íàêîíåö, ýòî äàåò âîçìîæíîñòü ïðîâåäåíèÿ â
áóäóùåì ýêñïåðèìåíòà ïî èçó÷åíèþ ôóíêöèîíàëüíîñòè
ïîëó÷åííîãî ñîñóäèñòîãî êîíäóèòà ó êðûñ in vivo, îñíî-
âàííîãî íà åãî òðàíñïëàíòàöèè â àîðòàëüíóþ ïîçèöèþ.

Èñïîëüçîâàííûé íàìè ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü
PKH26 ñâÿçûâàåòñÿ ëèïèäíûìè ìåìáðàíàìè êëåòîê, íå
âëèÿÿ íà ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ÌÑÊ. Îí ïîçâîëÿ-
åò îöåíèâàòü íàëè÷èå è êîíöåíòðàöèþ êëåòîê â ðåöåëëþ-
ëÿðèçîâàííîì ñîñóäå áåç äîïîëíèòåëüíûõ îêðàñîê, ÷òî
ìû íàøëè ÷ðåçâû÷àéíî óäîáíûì. Êðîìå òîãî, â ñâÿçè ñ
äëèòåëüíûì ñîõðàíåíèåì ìåòêè (äî 100 ñóò ïî äàííûì
ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ) ìîæåò áûòü èçó÷åíà äèíàìèêà
êëåòî÷íîãî ñîñòàâà ÒÈÊÑ â äàëüíåéøèõ ýêñïåðèìåíòàõ
in vivo.

Äëÿ îöåíêè æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê ìû èñïîëüçî-
âàëè äðóãîé ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü, à èìåííî CFSE.
Åãî îñîáåííîñòü çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî îí ñâîáîäíî ïðî-
íèêàåò â öèòîïëàçìó âñåõ êëåòîê, íî íà÷èíàåò ôëóîðåñ-
öèðîâàòü òîëüêî ïîñëå ðàñùåïëåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íûìè
ýñòåðàçàìè, êîòîðûå ôóíêöèîíèðóþò ëèøü â æèâûõ êëåò-
êàõ. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî èñïîëüçîâàíèå CFSE ñ òàêîé öå-
ëüþ ðàíåå íå îïèñàíî, ìû ïðèøëè ê âûâîäó î òîì, ÷òî ýòî
ïðîñòîé, íàãëÿäíûé è èíôîðìàòèâíûé ìåòîä îöåíêè æèç-
íåñïîñîáíîñòè êëåòîê.

Â ïîèñêàõ ñïîñîáà óëó÷øåíèÿ ðåçóëüòàòîâ ðåöåëëþ-
ëÿðèçàöèè ÄÀ ìû ïðîáîâàëè óâåëè÷èòü âðåìÿ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ, íî ýòî ïðèâåëî ëèøü ê ñíèæåíèþ äîëè æèçíå-
ñïîñîáíûõ êëåòîê áåç óâåëè÷åíèÿ èõ îáùåãî êîëè÷åñòâà
(ãðóïïà I). Òîãäà íàìè áûë ñêîíñòðóèðîâàí ïðîòî÷íûé
áèîðåàêòîð, êîòîðûé ÷àñòî èñïîëüçóþò â òêàíåâîé èíæå-
íåðèè êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ äëÿ âîññîçäàíèÿ ôèçèîëîãè-
÷åñêèõ óñëîâèé è áèîìåõàíè÷åñêèõ ñòðåññîâ (Pei et al.,
2002). Ôàêòîðû, âîçäåéñòâèå êîòîðûõ ñîñóäû è êëåòêè
ïîñòîÿííî èñïûòûâàþò in vivo (íàïðÿæåíèå ñäâèãà, öèê-
ëè÷åñêîå ðàñòÿæåíèå è ãèäðîñòàòè÷åñêîå äàâëåíèå), ñïî-

ñîáñòâóþò óëó÷øåíèþ êëåòî÷íîé àäãåçèè, äèôôåðåíöè-
ðîâêå è ñîçðåâàíèþ êëåòîê, ñîäåéñòâóþò ôîðìèðîâàíèþ
ñîáñòâåííîãî ÂÊÌ (Pei et al., 2002). Êðîìå òîãî, âñëåäñò-
âèå öèðêóëÿöèè êóëüòóðàëüíîé ñðåäû óëó÷øàþòñÿ äî-
ñòàâêà ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ ê êëåòêàì è ãàçîîáìåí.

Îðèãèíàëüíàÿ ìîäåëü áèîðåàêòîðà, èñïîëüçóåìàÿ â
äàííîé ðàáîòå, ñîçäàííàÿ èç íåäîðîãèõ è äîñòóïíûõ êîì-
ïîíåíòîâ, îáåñïå÷èâàåò ïîñòîÿííóþ ïåðôóçèþ ðîñòîâîé
ñðåäû ñ çàäàííîé ñêîðîñòüþ ÷åðåç ïðîñâåò êóëüòèâèðóå-
ìîãî ñîñóäà. Îñíîâíûìè îòëè÷èÿìè îò àíàëîãîâ, îïèñàí-
íûõ â ëèòåðàòóðå (Lyons, Pandit 2005), ÿâëÿþòñÿ íàðóæ-
íîå ðàñïîëîæåíèå ïåðèñòàëüòè÷åñêîãî íàñîñà è êîìïàêò-
íûå ðàçìåðû êàìåðû áèîðåàêòîðà, êîòîðàÿ îäíîâðåìåííî
ÿâëÿåòñÿ òàêæå ðåçåðâóàðîì äëÿ ïèòàòåëüíîé ñðåäû, ÷òî
ïîçâîëÿåò êóëüòèâèðîâàòü ÒÈÊÑ âíóòðè ëþáîãî ÑÎ2-èí-
êóáàòîðà, ïðè÷åì â ýòîì æå èíêóáàòîðå ìîãóò îäíîâðå-
ìåííî ðàçìåùàòüñÿ è äðóãèå êóëüòóðàëüíûå ïëàøêè. Ñó-
æàÿ (ìåõàíè÷åñêè) òðóáêó íà âûõîäå èç êàìåðû áèîðåàê-
òîðà, ìû ïîëó÷àåì òðåáóåìîå äàâëåíèå âíóòðè ÒÈÊÑ.
Îñíîâíîé íåäîñòàòîê ñèñòåìû — îòñóòñòâèå ïóëüñîâîé
âîëíû — ìîæíî â áóäóùåì èñïðàâèòü, ïîìåíÿâ ñòåíîç íà
êëàïàí, è ïåðèîäè÷åñêè (íàïðèìåð, 1 ðàç çà 1 ñ) êðàòêî-
âðåìåííî ïîëíîñòüþ ïåðåêðûâàòü ïðîñâåò âûõîäíîé
òðóáêè.

Ñ ïîìîùüþ ïåðôóçèè ñîñóäèñòîãî êîíäóèòà â áèîðå-
àêòîðå óäàëîñü óëó÷øèòü ðåçóëüòàòû ñòàòè÷íîãî ïîñåâà
êëåòîê, ïîâûñèòü æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê, ñîêðàòèòü
ïðîäîëæèòåëüíîñòü êóëüòèâèðîâàíèÿ äî 5 ñóò, äîñòèãàÿ
îáðàçîâàíèÿ íåñêîëüêèõ ñëîåâ êëåòîê ïî âñåé âíóòðåííåé
ïîâåðõíîñòè ãðàôòà ñ èõ èíôèëüòðàöèåé â ãëóáü ñîñóäè-
ñòîé ñòåíêè. Â èòîãå ìû ïîëó÷èëè ÒÈÊÑ, ïîäãîòîâëåí-
íûé in vitro äëÿ òðàíñïëàíòàöèè â àðòåðèþ äîíîðà êëåòîê.
Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî äàëüíåéøàÿ ïåðåñòðîéêà â çðåëûé
êðîâåíîñíûé ñîñóä áóäåò ïðîäîëæàòüñÿ in vivo.

Ç à ê ë þ ÷ å í è å. Èòàê, ìû îáîñíîâàëè ïðèìåíåíèå
ÄÀ ïóïîâèíû ÷åëîâåêà â êà÷åñòâå íîñèòåëÿ êëåòî÷íîãî
ñóáñòðàòà äëÿ òêàíåâîé èíæåíåðèè êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ
ìàëîãî êàëèáðà è ïîäòâåðäèëè ðîñò ÌÑÊ íà íèõ. Ðåçóëü-
òàòû ðåöåëëþëÿðèçàöèè îêàçàëèñü ëó÷øå ïðè èñïîëüçî-
âàíèè îðèãèíàëüíîãî ïðîòî÷íîãî áèîðåàêòîðà, ÷åì ïðè
ñòàòè÷íîì êóëüòèâèðîâàíèè. Òåì íå ìåíåå äëÿ ôóíêöèî-
íàëüíîé îöåíêè ñâîéñòâ ïîëó÷åííûõ ÒÈÊÑ íåîáõîäèìî
ïðîâåäåíèå äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé in vivo.
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RECELLULARIZATION OF TISSUE ENGINEERED VASCULAR GRAFTS

IN PERFUSION BIOREACTOR

A. S. Nasredinov,1, * S. V. Anisimov,1 V. N. Vavilov,1, 2 M. V. Puzanov,1 D. I. Kurapeev1

1 Federal V. A. Almazov Medical Research Centre, S.-Petersburg,

and 2 St. Petersburg First I. P. Pavlov State Medical University;
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Small diameter tissue engineered vascular grafts could be a potential solution to the shortage of vascular
substitutes in reconstructive cardiovascular surgery. Previously, we have developed a decellularization method
for human umbilical arteries, which could be used as a scaffold in vascular tissue engineering. Objective of the
study was to optimize the recellelularization of decellularized scaffolds with mesenchymal stem cells. In the
study, the possibility of cell growth on decellularized vessel has been shown. We also has proved that the use of
perfusion-bioreactor improves the results of recellularization.

K e y w o r d s: recellularization, umbilical artery, bioreactor.
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