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Þ. À. Íàùåêèí è äð.
Çàâèñèìîñòü çàïîëíåíèÿ ÑÊÊÌ òðåõìåðíîé ìàòðèöû îò ñïîñîáà ïîñåâà êëåòîê

Èññëåäîâàëè ðàñïðåäåëåíèå ñòðîìàëüíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà (ÑÊÊÌ) â òðåõìåðíîé ïîëèëàê-
òèäíîé ìàòðèöå. Ïîêàçàíî, ÷òî çàñåëåíèå êëåòîê âíóòðü ìàòðèöû äèíàìè÷åñêèì ñïîñîáîì (ñ ïîìîùüþ
ïåðèñòàëüòè÷åñêîãî íàñîñà) îáåñïå÷èâàåò ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî âñåìó îáúåìó ìàòðèöû â îòëè÷èå îò
ñòàòè÷åñêîãî ñïîñîáà çàñåëåíèÿ, ïðè êîòîðîì ñóñïåíçèþ êëåòîê íàíîñÿò íà ïîâåðõíîñòü ìàòðèöû. Â îò-
ëè÷èå îò êëåòîê, çàñåëåííûõ â ìàòðèöó äèíàìè÷åñêèì ñïîñîáîì, êëåòêè, çàñåëåííûå ñòàòè÷åñêèì ñïî-
ñîáîì, â ïåðâûå íåñêîëüêî ñóòîê ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ìèãðèðóþò ñ ìàòðèöû íà ÷àøêó. Îáíàðóæåíî,
÷òî ÑÊÊÌ, êóëüòèâèðóåìûå â òðåõìåðíûõ ïîëèëàêòèäíûõ ìàòðèöàõ, ìîäèôèöèðîâàííûõ ôèáðèíîì,
îáðàçóþò êîëîíèè, â òî âðåìÿ êàê ÑÊÊÌ, êóëüòèâèðóåìûå âíóòðè ìàòðèö, ìîäèôèöèðîâàííûõ êîëëàãå-
íîì I òèïà, ðàñïðåäåëåíû ïî âñåìó îáúåìó ìàòðèöû â âèäå îäèíî÷íûõ êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òðåõìåðíûå ïîëèëàêòèäíûå ìàòðèöû, êîëëàãåí I òèïà, ôèáðèí, ñòðîìàëüíûå
êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÑÊÊÌ — ñòðîìàëüíûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ìåäèöèíñêîé ïðàêòèêå ïðè ëå-
÷åíèè ðàçëè÷íîãî ðîäà çàáîëåâàíèé øèðîêîå ïðèìåíåíèå
íàõîäÿò ìåòîäû êëåòî÷íîé òåðàïèè. Ââåäåííûå â îðãà-
íèçì ïàöèåíòà êëåòêè ó÷àñòâóþò â ðåãåíåðàòèâíûõ ïðî-
öåññàõ è ñïîñîáñòâóþò áîëåå áûñòðîìó âîññòàíîâëåíèþ
ïîâðåæäåííûõ îðãàíîâ è òêàíåé (Ruszczak, 2000; Boyce,
Warden, 2002). Âìåñòå ñ òåì âûÿñíèëîñü, ÷òî âíåñåíèå
êëåòîê íåïîñðåäñòâåííî â çîíû ïîâðåæäåíèÿ íå âñåãäà
ïðèâîäèò ê ïîëíîìó âîññòàíîâëåíèþ ïîâðåæäåííîé òêà-
íè. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî â ïðîöåññå âûäåëåíèÿ êëåòîê
èç íàòèâíîé òêàíè îíè òåðÿþò åñòåñòâåííîå äëÿ íèõ
ìèêðîîêðóæåíèå, ñîñòàâ è ñòðóêòóðà êîòîðîãî èìåþò ñó-
ùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ in vivo è in vitro. Ýòè ðàçëè÷èÿ
âëèÿþò êàê íà ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü êóëüòèâèðóå-
ìûõ êëåòîê, òàê è íà èõ ïðîëèôåðàòèâíûé è äèôôåðåíöè-
ðîâî÷íûé ïîòåíöèàëû. Îäíèì èç âàæíûõ îòëè÷èé ÿâëÿ-
åòñÿ òðåõìåðíîñòü ìèêðîîêðóæåíèÿ êëåòîê â íàòèâíîé
òêàíè ïî ñðàâíåíèþ ñ äâóõìåðíîé ïëîñêîñòüþ êóëüòó-
ðàëüíîé ÷àøêè (Carolyn et al., 2009). Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê äëÿ ñîçäàíèÿ in vitro îêðóæåíèÿ,
ñîñòàâ è ñâîéñòâà êîòîðîãî ìàêñèìàëüíî ïðèáëèæåíû ê
íàòèâíîé òêàíè, ñòàëè èñïîëüçîâàòü òðåõìåðíûå ïîëè-
ìåðíûå ìàòðèöû (Khetani, Bhatia, 2005; Khademhosseini
et al., 2006).

Â çàâèñèìîñòè îò òèïà êëåòîê, òêàíåé è ñòåïåíè èõ
ïîâðåæäåíèÿ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè èñïîëüçóþò ìàòðèöû
îïðåäåëåííîãî ñîñòàâà è ñòðóêòóðû. Îäíèì èç ïåðñïåê-
òèâíûõ íåòîêñè÷íûõ ìàòåðèàëîâ, àêòèâíî èñïîëüçóåìûõ
â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ðàçëè÷íûõ îáëàñòÿõ ìåäèöèíû è
êëåòî÷íîé áèîëîãèè, ÿâëÿåòñÿ áèîäåãðàäèðóåìûé ïîëè-

ìåð íà îñíîâå ìîëî÷íîé êèñëîòû — ïîëè(L,L-ëàêòèä).
Ñîñòàâ è ñâîéñòâà ýòîãî ïîëèìåðà ïîçâîëÿþò ôîðìèðî-
âàòü íà åãî îñíîâå èçäåëèÿ ñ òðåõìåðíîé ïðîñòðàíñòâåí-
íîé àðõèòåêòóðîé, èìèòèðóþùåé íàòèâíóþ òêàíü (Mikos
et al., 1994; Shi et al., 2001). Îäíàêî, ÿâëÿÿñü ñèíòåòè÷å-
ñêèì ïîëèìåðîì, ïîëè(L,L-ëàêòèä) îáëàäàåò íèçêîé áèî-
ñîâìåñòèìîñòüþ, è â ñâÿçè ñ îòñóòñòâèåì ñïåöèôè÷åñêèõ
ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ äëÿ êëåòîê ìàòðèöû íà åãî îñíîâå òðå-
áóþò äîïîëíèòåëüíîé ìîäèôèêàöèè (Zhu et al., 2002; Yu
et al., 2007).

Îáùåïðèíÿòûì ìîäèôèêàòîðîì ïîâåðõíîñòè, èñ-
ïîëüçóåìûì ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê, ÿâëÿåòñÿ áåëîê
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà — êîëëàãåí I òèïà. Íåîäíîêðàò-
íî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî íàíåñåíèå ýòîãî áåëêà íà ïî-
ëèìåðíóþ ïîâåðõíîñòü ñïîñîáñòâóåò óâåëè÷åíèþ àäãå-
çèè è ïðîëèôåðàöèè ðàçëè÷íîãî òèïà êóëüòèâèðóåìûõ
êëåòîê (Dai et al., 2004; Shved et al., 2007). Îäíàêî ïðè êó-
ëüòèâèðîâàíèè ñòâîëîâûõ êëåòîê â òðåõìåðíûõ ìàòðèöàõ
îñíîâîïîëàãàþùèìè ôàêòîðàìè îáðàçîâàíèÿ íîâîé òêà-
íè in vitro ÿâëÿþòñÿ òàêèå ïðîöåññû, êàê äèôôåðåíöèðîâ-
êà è çàðîæäåíèå àíãèîãåíåçà èëè ôîðìèðîâàíèå ñîñóäîâ.
Íî, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî êîëëàãåí I òèïà ÿâëÿåòñÿ îñíîâ-
íûì êîìïîíåíòîì ìíîãèõ òêàíåé, ïî äàííûì ðÿäà àâòî-
ðîâ, ñòâîëîâûå êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå íà ïîâåðõíîñòè,
ìîäèôèöèðîâàííîé ýòèì áåëêîì, îáëàäàþò ìèíèìàëüíîé
àíãèîãåíåçíîé àêòèâíîñòüþ in vitro (Dvorak et al., 1987).
Â îòëè÷èå îò êëåòîê, êóëüòèâèðóåìûõ íà ìàòðèöàõ ñ êîë-
ëàãåíîì I òèïà, âûñîêîé ñïîñîáíîñòüþ ê àíãèîãåíåçó îá-
ëàäàþò ñòâîëîâûå êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå íà ïîâåðõíî-
ñòè, ìîäèôèöèðîâàííîé áåëêîì ôèáðèíîì (Takei et al.,
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1995), êîòîðûé îáðàçóåòñÿ â ãðàíóëÿöèîííîé òêàíè ðàíû
â ïðîöåññå åå çàæèâëåíèÿ.

Ïðè íàíåñåíèè êëåòîê â âèäå ñóñïåíçèè íà ïîâåðõ-
íîñòü òðåõìåðíîé ïîðèñòîé ìàòðèöû îñíîâíîå èõ êîëè-
÷åñòâî àäãåçèðóåò è ïðîëèôåðèðóåò òîëüêî íà ïîâåðõíî-
ñòè ìàòðèöû. Ïîýòîìó ïî ñðàâíåíèþ ñ äâóõìåðíûìè ïî-
ëèìåðíûìè ìàòðèöàìè, ïðåäñòàâëÿþùèìè ñîáîé ïëåíêè,
íà êîòîðûå êëåòêè íàíîñÿò â âèäå êàïëè ñóñïåíçèè, òðåõ-
ìåðíûå ïîðèñòûå ìàòðèöû òðåáóþò äîïîëíèòåëüíîé ðàç-
ðàáîòêè óñëîâèé çàñåëåíèÿ êëåòîê, îáåñïå÷èâàþùèõ èõ
ðàñïðåäåëåíèå ïî âñåìó îáúåìó ìàòðèöû. Â ñâÿçè ñ ýòèì
äëÿ ïîñåâà êëåòîê èñïîëüçóþò ñïåöèàëüíûå óñòðîéñòâà,
ïîçâîëÿþùèå çàñåëÿòü êëåòêè âíóòðü ìàòðèöû ïîä äåéñò-
âèåì äàâëåíèÿ èëè öåíòðîáåæíîé ñèëû (Vunjak-Novako-
vic et al., 1998; Dar et al., 2002). Ïîêàçàíî, ÷òî òàêîé ñïî-
ñîá ââåäåíèÿ êëåòîê îáåñïå÷èâàåò èõ ðàâíîìåðíîå ðàñ-
ïðåäåëåíèå ïî âñåìó îáúåìó ìàòðèöû (Zhu et al., 2010).
Òàêèì îáðàçîì, íà àäãåçèþ è ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê â
òðåõìåðíîé ìàòðèöå âëèÿþò êàê ñïîñîá çàñåëåíèÿ, òàê è
òèï åå ìîäèôèêàöèè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè ñîâìåñòíîå âëè-
ÿíèå óñëîâèé çàñåëåíèÿ êëåòîê è òèïà ìîäèôèêàöèè íà
ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê âíóòðè òðåõìåðíîé ìàòðèöû, äëÿ
òîãî ÷òîáû âûáðàòü îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ÑÊÊÌ â òðåõìåðíûõ ïîëèëàêòèäíûõ ìàòðèöàõ. Äëÿ
ìîäèôèêàöèè ìàòðèö èñïîëüçîâàëè êîëëàãåí I òèïà è
ôèáðèí.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð å à ê ò è â û: ïèòàòåëüíûå ñðåäû a-MEM (Sigma,
ÑØÀ), DMEM (ICN, ÑØÀ) è ýìáðèîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà
êîðîâ (Gibco, ÑØÀ); ôèáðèíîãåí (Calbiochem, ÑØÀ),
ñìåñü ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà (Invitrogen, Âåëèêîá-
ðèòàíèÿ), ãèñòîïàê, òðîìáèí (Sigma, ÑØÀ), ïîëè(L,L-ëàê-
òèä) (Sigma, ÑØÀ) è ìåòèëåí õëîðèä («Ðåàêòèâ», Ðîññèÿ).

Â û ä å ë å í è å è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å Ñ Ê Ê Ì. Èç
íîâîðîæäåííîãî êðîëèêà èçâëåêàëè ïëîñêèå êîñòè òàçà è
ïîìåùàëè èõ â PBS (ôîñôàòíûé áóôåð) ñ äîáàâëåíèåì
ïåíèöèëëèíà (100 åä./ìë) è ñòðåïòîìèöèíà (100 ìêã/ìë).
Ñ êîñòåé óäàëÿëè ìÿãêèå òêàíè è ïðîìûâàëè â PBS. Êîñ-
òè ðàññåêàëè ñêàëüïåëåì è îñòîðîæíî âûìûâàëè PBS êî-
ñòíûé ìîçã ïðè ïîìîùè øïðèöà ñ èãëîé 23 ãîø. ßäðîñî-
äåðæàùèå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà âûäåëÿëè ñîãëàñíî ìî-
äèôèöèðîâàííîìó ìåòîäó (Íèêîëàåíêî è äð., 2003). Äëÿ
ýòîãî êîñòíûé ìîçã ñóñïåíäèðîâàëè â 2 ìë PBS, ñóñïåí-
çèþ íàñëàèâàëè íà 3 ìë ðàñòâîðà ãèñòîïàêà (Sigma,
ÑØÀ) ñ ïëîòíîñòüþ 1.077 ã/ìë è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè
800 g â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Êëåòêè, íàõîäÿùèåñÿ â èíòåðôàçíîì ñëîå ãèñòîïàêà
(â îñíîâíîì ÿäðîñîäåðæàùèå êëåòêè), ïåðåíîñèëè â äðó-
ãóþ ïðîáèðêó è öåíòðèôóãèðîâàëè â 10 îáúåìàõ PBS ïðè
600 g â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
äëÿ î÷èñòêè îò ãèñòîïàêà. Ïðîìûòûå êëåòêè ñóñïåíäèðî-
âàëè â ñðåäå a-MEM, ñîäåðæàùåé 10%-íóþ ñûâîðîòêó
ýìáðèîíîâ êîðîâ è ñìåñü ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà
â ñòàíäàðòíûõ êîíöåíòðàöèÿõ. Ïîäñ÷åò ÿäðîñîäåðæà-
ùèõ êëåòîê ïðîâîäèëè ïîä èíâåðòèðîâàííûì ìèêðîñêî-
ïîì, èñïîëüçóÿ ñ÷åò÷èê ôîðìåííûõ ýëåìåíòîâ êðîâè.
Êëåòêè âûñåâàëè â ÷àøêè Ïåòðè ñ êîíöåíòðàöèåé
1�106 êë./ñì2 è ïîìåùàëè â èíêóáàòîð ñ 5%-íûì ñîäåð-
æàíèåì ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè
êëåòêè 2—10-ãî ïàññàæà, âûñåâàåìûå â êîíöåíòðàöèè
1�104 êë./ñì2. Äîïîëíèòåëüíî ÑÊÊÌ áûëè ëþáåçíî ïðå-

äîñòàâëåíû Ñ. À. Àëåêñàíäðîâîé (Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã)

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å ì à ò ð è ö. Ìàòðèöû äëÿ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ ÑÊÊÌ èçãîòàâëèâàëè ìåòîäîì âûùåëà÷èâà-
íèÿ (Hou et al., 2003). Âî ôòîðîïëàñòîâóþ ôîðìó äèàìåò-
ðîì 1.5 è âûñîòîé 0.5 ñì ïîìåùàëè 1 ã NaCl ñ äèàìåòðîì
êðèñòàëëîâ 250 ìêì. Ïîëè(L,L-ëàêòèä) ñ õàðàêòåðèñòè÷å-
ñêîé âÿçêîñòüþ h = 4.0 äë/ã ðàñòâîðÿëè â ìåòèëåí õëîðè-
äå. 0.6 ìë ðàñòâîðà ïîëè(L,L-ëàêòèäà) ñ êîíöåíòðàöèåé
ïîëèìåðà 0.02 ã/ìë íàëèâàëè â ôîðìó ñ ñîëüþ è îñòàâëÿ-
ëè ñóøèòüñÿ íà âîçäóõå â òå÷åíèå 2 ñóò. Ïîñëå èñïàðåíèÿ
ðàñòâîðèòåëÿ ìàòðèöó âûäåðæèâàëè â 100 ìë äèñòèëëè-
ðîâàííîé âîäû â òå÷åíèå 1 ñóò. Âîäó ìåíÿëè êàæäûå 3 ÷
äëÿ ïîëíîãî ðàñòâîðåíèÿ êðèñòàëëîâ õëîðèñòîãî íàòðèÿ.
Ïîñëå ðàñòâîðåíèÿ ñîëè ìàòðèöó âûñóøèâàëè ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 2 ñóò, à çàòåì ïîìåùàëè
åùå íà 2 ñóò â âàêóóìíûé ýêñèêàòîð. Ïðèãîòîâëåííûå
ìàòðèöû ñòåðèëèçîâàëè â 70%-íîì ðàñòâîðå ýòàíîëà â òå-
÷åíèå 20 ìèí, ïðîìûâàëè PBS è îáëó÷àëè ÓÔ-ñâåòîì â
òå÷åíèå 4 ÷.

À í à ë è ç ñ ò ð ó ê ò ó ð û ì à ò ð è ö. Ñòðóêòóðà ïðèãî-
òîâëåííûõ ìàòðèö áûëà èññëåäîâàíà ìåòîäîì ñêàíèðóþ-
ùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè (JSM-35C, Jeol, ßïîíèÿ).
Äëÿ ýòîãî îáðàçöû ìàòðèö îáðàáàòûâàëè ïîñëåäîâàòåëü-
íî ðàñòâîðàìè 2.5%-íîãî ãëóòàðàëüäåãèäà, ýòàíîëà è
ýôèðà, ïîñëå ÷åãî íà ëèîôèëüíî âûñóøåííûå îáðàçöû íà-
íîñèëè ñëîé çîëîòà òîëùèíîé 5 íì.

Î ï ð å ä å ë å í è å î ò í î ñ è ò å ë ü í î é ï î ð è ñ ò î ñ ò è
ì à ò ð è ö. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ îòíîñèòåëüíîé ïîðèñòîñòè
âûñóøåííûå è ïðåäâàðèòåëüíî âçâåøåííûå ìàòðèöû ïî-
ìåùàëè â 96%-íûé ýòèëîâûé ñïèðò è âûäåðæèâàëè ïîä
âàêóóìîì (50—60 ìì ðò. ñò.) â òå÷åíèå 20 ìèí. Ïîñëå
ïîëíîãî çàïîëíåíèÿ ïîð ìàòðèöû ýòèëîâûì ñïèðòîì åå
ïîâòîðíî âçâåøèâàëè. Îòíîñèòåëüíóþ ïîðèñòîñòü ìàòðè-
öû ðàññ÷èòûâàëè êàê îòíîøåíèå îáúåìà ñîðáèðîâàííîãî
ýòèëîâîãî ñïèðòà ê îáùåìó îáúåìó ìàòðèöû ïî ôîðìóëå
(Choi et al., 2009):

å = Výò/Vìàò = m/(pr2�h�r), (1)

ãäå Výò — îáúåì ñîðáèðîâàííîãî â ìàòðèöó ýòèëîâîãî
ñïèðòà, Vìàò —îáúåì ìàòðèöû, m — ìàññà ñîðáèðîâàí-
íîãî ýòèëîâîãî ñïèðòà, p — ìàòåìàòè÷åñêàÿ êîíñòàíòà,
âûðàæàþùàÿ îòíîøåíèå äëèíû îêðóæíîñòè ê äëèíå åå
äèàìåòðà (p = 3.14), r — ðàäèóñ ìàòðèöû, h — âûñîòà
ìàòðèöû, r — ïëîòíîñòü 96%-íîãî ýòèëîâîãî ñïèðòà
(r = 0.79 ã/ñì3).

Ì î ä è ô è ê à ö è ÿ ì à ò ð è ö. Ïîðèñòûå òðåõìåðíûå
ìàòðèöû ìîäèôèöèðîâàëè êîëëàãåíîì I òèïà èëè ôèáðè-
íîì. Êîëëàãåí I òèïà áûë ïîëó÷åí èç êðûñèíûõ õâîñòîâ
(Chandrakasan et al., 1967). Êîëëàãåí áûë âûäåëåí è ëþ-
áåçíî ïðåäîñòàâëåí Ë. Â. Êóõàðåâîé (Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Äëÿ ìîäèôèêàöèè ïîâåðõíî-
ñòè êîëëàãåíîì I òèïà ìàòðèöó ïîìåùàëè â ðàñòâîð áåëêà
ñ êîíöåíòðàöèåé 0.1 ìã/ìë íà 12 ÷ ïðè 4 °Ñ. Ïîñëå èíêó-
áàöèè äëÿ óäàëåíèÿ íåïðèêðåïèâøåãîñÿ áåëêà ìàòðèöó
äâàæäû ïðîìûâàëè PBS.

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ôèáðèíà èñïîëüçîâàëè êîììåð÷å-
ñêèé ïðåïàðàò ôèáðèíîãåí, âûäåëåííûé èç ïëàçìû êðîâè
÷åëîâåêà (Calbiochem, ÑØÀ). Ôèáðèíîãåí ðàçâîäèëè â
äèñòèëëèðîâàííîé âîäå äî êîíöåíòðàöèè 2 ìã/ìë è õðà-
íèëè ïðè –20 °Ñ. Ïðè ìîäèôèêàöèè ìàòðèöû ôèáðèíîì
íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä íàíåñåíèåì áåëêà ãîòîâèëè ðàñò-
âîð, ñìåøèâàÿ 1.9 ìë äèñòèëëèðîâàííîé âîäû, 100 ìêë
ôèáðèíîãåíà è 20 ìêë òðîìáèíà (Sigma, ÑØÀ). Îáðàçî-
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âàíèå ôèáðèíà ïðîèñõîäèò áëàãîäàðÿ äåéñòâèþ òðîìáè-
íà, êîòîðûé îáðåçàåò îò a-öåïè ôèáðèíîãåíà ôèáðèíî-
ïåïòèä À, èíèöèèðóÿ ïîëèìåðèçàöèþ. Ìàòðèöû èíêóáè-
ðîâàëè â ïðèãîòîâëåííîì ðàñòâîðå ôèáðèíà â òå÷åíèå
12 ÷ ïðè 4 °Ñ. Äëÿ óäàëåíèÿ íåïðèêðåïèâøåãîñÿ áåëêà
ìàòðèöó äâàæäû ïðîìûâàëè PBS.

Ç à ñ å ë å í è å ì à ò ð è ö ê ë å ò ê à ì è. Ïîñåâ ÑÊÊÌ íà
ìàòðèöó îñóùåñòâëÿëè äâóìÿ ñïîñîáàìè. Â îäíîì ñëó÷àå
íà ïîâåðõíîñòü ìàòðèöû íàíîñèëè 200 ìêë ñóñïåíçèè
êëåòîê ñ êîíöåíòðàöèåé 0.5�107 êë./ìë (ñòàòè÷åñêèé ñïî-
ñîá). Âòîðîé ñïîñîá ïîñåâà ÑÊÊÌ çàêëþ÷àëñÿ â ïðîêà÷è-
âàíèè ñóñïåíçèè ÷åðåç ìàòðèöó ïîä äåéñòâèåì äàâëåíèÿ
(äèíàìè÷åñêèé ñïîñîá). Ñõåìà ïîñåâà êëåòîê äèíàìè÷å-
ñêèì ñïîñîáîì ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 1.

Íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä íàíåñåíèåì êëåòîê íà ìàòðèöó
äèíàìè÷åñêèì ñïîñîáîì ñèñòåìó ñòåðèëèçîâàëè, ïðîïóñêàÿ
÷åðåç íåå 70%-íûé ðàñòâîð ýòèëîâîãî ñïèðòà, è çàòåì äâàæ-
äû ïðîìûâàëè PBS äëÿ óäàëåíèÿ ñïèðòà. 15 ìë ñóñïåíçèè
ÑÊÊÌ ñ êîíöåíòðàöèåé 0.6�105 êë./ìë âíîñèëè â ðåçåðâóàð,
à ìàòðèöó ïîìåùàëè â ôèëüòðîäåðæàòåëü. Ñóñïåíçèþ êëå-
òîê ïðîêà÷èâàëè ÷åðåç ìàòðèöó â òå÷åíèå 20 ìèí ñî ñêîðî-
ñòüþ 50 ìë/ìèí. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ ïîñåâà ìàòðèöó ïåðåíî-
ñèëè â ÷àøêó Ïåòðè ñ ïèòàòåëüíîé ñðåäîé è ïîìåùàëè â èí-
êóáàòîð ñ 5%-íûì ñîäåðæàíèåì ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ.

À í à ë è ç ð à ñ ï ð å ä å ë å í è ÿ Ñ Ê Ê Ì â í ó ò ð è
ì à ò ð è ö û. Ðàñïðåäåëåíèå ÑÊÊÌ âíóòðè ìàòðèöû îöå-
íèâàëè ñ ïîìîùüþ ãèñòîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà. Ïîñëå
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê âíóòðè ìàòðèöû â òå÷åíèå 3 èëè
10 ñóò ìàòðèöû ñ êëåòêàìè ïðîìûâàëè PBS, îáðàáàòûâà-
ëè êðèîãåëåì è çàìîðàæèâàëè â æèäêîì àçîòå. Ïîëó÷åí-
íûå íà êðèîòîìå ñðåçû òîëùèíîé 25—30 ìêì ôèêñèðîâà-
ëè 4%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëèíà. Ïîñëå ôèêñàöèè ñðåçû
âûäåðæèâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí â 0.1%-íîì ðàñòâîðå àêðè-
äèíîâîãî îðàíæåâîãî â öèòðàòíîì áóôåðå (pH 4.2). Ïîä
äåéñòâèåì óëüòðàôèîëåòîâîãî èçëó÷åíèÿ àêðèäèíîâûé
îðàíæåâûé îêðàøèâàåò ÐÍÊ è îäíîíèòåâóþ ÄÍÊ â îðàí-
æåâûé öâåò, äâóõíèòåâóþ ÄÍÊ — â çåëåíûé. Ïîñëå îêðà-
øèâàíèÿ ñðåçû ïðîìûâàëè èñõîäíûì áóôåðíûì ðàñòâî-
ðîì â òå÷åíèå 20 ìèí. Àíàëèç ïîëó÷åííûõ ïðåïàðàòîâ
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà ïðè
äëèíå âîëíû 300—400 íì.

Î ö å í ê à ý ô ô å ê ò è â í î ñ ò è ï î ñ à ä ê è ê ë å ò î ê
í à ì à ò ð è ö ó. Îäíèì èç êðèòåðèåâ ýôôåêòèâíîé ïîñàä-
êè êëåòîê íà ìàòðèöó ÿâëÿåòñÿ èõ ìèíèìàëüíîå êîëè÷åñò-
âî íà äíå ÷àøêè Ïåòðè, â êîòîðîé íàõîäèòñÿ ìàòðèöà ñ
ÑÊÊÌ. Äëÿ îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè ïîñåâà êëåòîê íà ìàò-
ðèöó ïðîâîäèëè âèçóàëüíûå íàáëþäåíèÿ çà ÑÊÊÌ íà
÷àøêå Ïåòðè ïîä èíâåðòèðîâàííûì ìèêðîñêîïîì.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Î ö å í ê à ñ ò ð ó ê ò ó ð û è î á ù å é ï î ð è ñ ò î ñ ò è
ì à ò ð è ö. Òðåõìåðíàÿ ïîëèëàêòèäíàÿ ìàòðèöà â îòëè÷èå
îò ðàíåå èçó÷àåìûõ ïëåíîê (Øâåä è äð., 2006) íåïðîçðà÷-
íà, ïîýòîìó äëÿ îïðåäåëåíèÿ åå ñòðóêòóðû è ðàçìåðîâ
ïîð èñïîëüçîâàëè ìåòîä ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèê-
ðîñêîïèè.

Ïîëó÷åííàÿ ìàòðèöà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé äèñê äèà-
ìåòðîì 1.5 è âûñîòîé 0.3 ñì (ðèñ. 2, à). Ïðè èçó÷åíèè áî-
êîâîãî ñðåçà ìàòðèöû îïðåäåëèëè, ÷òî ðàçìåð ïîð âàðüè-
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Ðèñ. 1. Ñõåìà ïîñåâà ÑÊÊÌ äèíàìè÷åñêèì ñïîñîáîì.

1 — ïåðèñòàëüòè÷åñêèé íàñîñ äëÿ îáåñïå÷åíèÿ öèðêóëÿöèè êëåòîê; 2 —
ôèëüòðîäåðæàòåëü, â êîòîðûé ïîìåùàåòñÿ ìàòðèöà; 3 — ðåçåðâóàð ñ
ñóñïåíçèåé êëåòîê; 4 — ñèñòåìà ñèëèêîíîâûõ òðóáîê; 5 —äîïîëíèòåëü-

íûé âèä ðåçåðâóàðà ñ ñóñïåíçèåé êëåòîê.

Ðèñ. 2. Ïîëèëàêòèäíàÿ ìàòðèöà.

à — âíåøíèé âèä ìàòðèöû; á — ýëåêòðîíîãðàììà: áîêîâîé ñðåç ìàòðèöû. 40�.



ðóåò â ïðåäåëàõ 200—300 ìêì (ðèñ. 2, á). Ñîãëàñíî ëèòå-
ðàòóðíûì äàííûì, èìåííî òàêîé äèàïàçîí îïòèìàëåí äëÿ
äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê â îñòåîãåííîì è õîíäðîãåííîì
íàïðàâëåíèÿõ (Whang et al., 1999).

Ìàññà ñîðáèðîâàííîãî â ìàòðèöó ýòèëîâîãî ñïèðòà
ñîñòàâèëà 0.2798 ã. Ðàññ÷èòàííîå ïî ôîðìóëå (1) çíà÷å-
íèå îòíîñèòåëüíîé ïîðèñòîñòè ìàòðèöû ñîñòàâèëî 70 %.
Íàøè ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ ëèòåðàòóðíûìè äàííû-
ìè, ãäå ïîêàçàíî, ÷òî ìàòðèöû ñ òàêîé ïîðèñòîñòüþ íàè-
áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíû äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê (Ca-
pes et al., 2005).

Ñ ò å ï å í ü ì è ã ð à ö è è ê ë å ò î ê è ç ì à ò ð è ö û ï î-
ñ ë å ï î ñ å â à. Ïîñêîëüêó òðåõìåðíûå ïîëèëàêòèäíûå
ìàòðèöû â îòëè÷èå îò ïëåíîê íåïðîçðà÷íû (Øâåä è äð.,
2006), ïðèæèçíåííîå íàáëþäåíèå çà ïîâåäåíèåì êëåòîê
íåïîñðåäñòâåííî íà ìàòðèöå ïîä èíâåðòèðîâàííûì ìèê-
ðîñêîïîì íåâîçìîæíî. Ïðîâîäèëè ëèøü âèçóàëüíóþ
îöåíêó ÑÊÊÌ íà ïîâåðõíîñòè ÷àøêè âîêðóã ìàòðèöû.
Äëÿ ýòîãî ìàòðèöû, ìîäèôèöèðîâàííûå ôèáðèíîì èëè
êîëëàãåíîì I òèïà, ïîñëå ïîñåâà êëåòîê ïîìåùàëè â ïèòà-
òåëüíóþ ñðåäó íà 3 ñóò. Â òå÷åíèå ïåðâûõ íåñêîëüêèõ ñó-
òîê êîëè÷åñòâî êëåòîê íà ïîâåðõíîñòè ÷àøêè Ïåòðè âî-
êðóã ìàòðèöû, à òàêæå ìîðôîëîãè÷åñêèå îñîáåííîñòè
ÑÊÊÌ ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûìè ïîêàçàòåëÿìè ýôôåêòèâíî-
ñòè ñòàòè÷åñêîãî è äèíàìè÷åñêîãî ñïîñîáîâ ïîñåâà. Ïî
èñòå÷åíèè 3 ñóò ïðàêòè÷åñêè âñå ïîëå âîêðóã ìàòðèö, íà
êîòîðûå êëåòêè ñåÿëè ñòàòè÷åñêèì ñïîñîáîì, çàíÿòî

êëåòêàìè (ðèñ. 3, à, á). Èç ýòîãî ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î
òîì, ÷òî òàêîé ñïîñîá ïîñåâà íå îáåñïå÷èâàåò ðàñïðåäå-
ëåíèÿ êëåòîê ïî âñåìó îáúåìó ìàòðèöû — òîëüêî íåáîëü-
øàÿ èõ ÷àñòü ïðèêðåïëÿåòñÿ ê ïîâåðõíîñòè ìàòðèöû, à
îñòàëüíûå îñòàþòñÿ íà ïëàñòèêå. Â òî æå âðåìÿ ðÿäîì ñ
ìàòðèöàìè, íà êîòîðûå êëåòêè áûëè ïîñåÿíû äèíàìè÷å-
ñêèì ñïîñîáîì, ìîæíî íàáëþäàòü ëèøü åäèíè÷íûå êëåò-
êè (ðèñ. 3, â, ã). Ïðè ýòîì ìîðôîëîãèÿ êëåòîê ñâèäåòåëü-
ñòâóåò î òîì, ÷òî äàâëåíèå, ïîä äåéñòâèåì êîòîðîãî êëåò-
êè ïðîïóñêàþò ÷åðåç ìàòðèöó, íå ïîâðåæäàåò èõ.
Ðàçëè÷èé ìåæäó êëåòêàìè íà ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëü-
íûõ ÷àøåê, â êîòîðûõ íàõîäÿòñÿ ìàòðèöû, ìîäèôèöèðî-
âàííûå êîëëàãåíîì (ðèñ. 3, à, â), èëè ôèáðèíîì (ðèñ. 3, á,
ã) íå íàáëþäàåòñÿ.

Ïîñëå 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ìàòðèöû ñ êëåòêàìè ïå-
ðåíîñèëè â ÷èñòûå ÷àøêè Ïåòðè è îñòàâëÿëè åùå íà 7 ñóò
â ïèòàòåëüíîé ñðåäå ñ ñûâîðîòêîé. ×èñëî ÑÊÊÌ íà êóëü-
òóðàëüíîì ïëàñòèêå âîêðóã ìàòðèö, íà êîòîðûå êëåòêè
íàíîñèëè äèíàìè÷åñêèì ñïîñîáîì (ðèñ. 4, â, ã), ïðåâûøà-
åò ÷èñëî êëåòîê íà ïëàñòèêå ïðè ñòàòè÷åñêîì ñïîñîáå íà-
íåñåíèÿ íà ìàòðèöó (ðèñ. 4, à, á). Ïîñëå 10 ñóò íàáëþäàëè
ðàçíèöó â êîëè÷åñòâå êëåòîê ðÿäîì ñ ìàòðèöàìè, íà êîòî-
ðûå êëåòêè íàíîñèëè ðàçíûìè ñïîñîáàìè. Çàìåòíî ðàçëè-
÷àåòñÿ òàêæå êîëè÷åñòâî êëåòîê ðÿäîì ñ ìàòðèöàìè, ìî-
äèôèöèðîâàííûìè ôèáðèíîì èëè êîëëàãåíîì.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïðîäåìîíñòðèðîâàëè óâåëè÷å-
íèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê, êóëüòèâèðóå-
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Ðèñ. 3. ÑÊÊÌ íà ïîëèñòèðîëüíîé ÷àøêå ðÿäîì ñ ìàòðèöåé ïîñëå 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.

à, á — ñòàòè÷åñêèé ñïîñîá ïîñåâà êëåòîê íà ìàòðèöó, ìîäèôèöèðîâàííóþ ñîîòâåòñòâåííî êîëëàãåíîì I òèïà è ôèáðèíîì; â, ã — äèíàìè÷åñêèé ñïîñîá
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ìûõ íà ìàòðèöå, ìîäèôèöèðîâàííîé ôèáðèíîì (ðèñ. 4, á,
ã), ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè, êóëüòèâèðóåìûìè íà ìàòðè-
öå, ìîäèôèöèðîâàííîé êîëëàãåíîì (ðèñ. 4, à, â). Îäíàêî
äåëàòü îäíîçíà÷íûå âûâîäû íàñ÷åò ïðîëèôåðàòèâíîé àê-
òèâíîñòè êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò ñïîñîáà ìîäèôèêàöèè
ìàòðèöû íåëüçÿ, ïîñêîëüêó óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà êëå-
òîê âîêðóã ìàòðèö ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî íå àêòèâíîé
ïðîëèôåðàöèåé êëåòîê âíóòðè ìàòðèöû, à èõ àêòèâíîé
ìèãðàöèåé. Ýòî ïðåäïîëîæåíèå ñîãëàñóåòñÿ ñ ëèòåðàòóð-
íûìè äàííûìè, êîòîðûå ïîêàçûâàþò, ÷òî íà ôèáðèíå
ïðîÿâëÿåòñÿ âûñîêàÿ ìèãðàöèîííàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê
(Rybarczyk et al., 2003).

Äëÿ äîêàçàòåëüñòâà íàøåãî ïðåäïîëîæåíèÿ íåîáõî-
äèìî îöåíèòü êîëè÷åñòâî ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê
âíóòðè ìàòðèöû. Äëÿ ýòîãî ïîñëå 10 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
ñäåëàëè êðèîñðåçû ìàòðèö ñ ÑÊÊÌ. Ñðåçû îêðàñèëè àê-
ðèäèíîâûì îðàíæåâûì äëÿ âûÿâëåíèÿ ÿäåð êëåòîê

(ðèñ. 5). Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ áûëè èñïîëüçîâàíû ìàòðè-
öû áåç ìîäèôèêàöèè è êëåòîê.

Âíóòðè ìàòðèö, íà êîòîðûå êëåòêè âûñåâàëè ñòàòè÷å-
ñêèì ñïîñîáîì, îáíàðóæåíî î÷åíü ìàëî êëåòîê (ÿðêèå
òî÷êè îêðàøåííûõ êëåòî÷íûõ ÿäåð) (ðèñ. 5, à, á). Â òî
âðåìÿ êàê âíóòðè ìàòðèö, íà êîòîðûå êëåòêè áûëè ïîñåÿ-
íû äèíàìè÷åñêèì ñïîñîáîì, íàáëþäàåòñÿ ñóùåñòâåííî
áîëüøå ñâåòÿùèõñÿ òî÷åê, ñîîòâåòñòâóþùèõ êëåòî÷íûì
ÿäðàì (ðèñ. 5, â, ã). Ìîæíî òàêæå îòìåòèòü ñóùåñòâåííîå
ðàçëè÷èå â ðàñïðåäåëåíèè êëåòîê âíóòðè ìàòðèö, ìîäè-
ôèöèðîâàííûõ ðàçëè÷íûì îáðàçîì. Òàê, íà ìàòðèöå, ìî-
äèôèöèðîâàííîé êîëëàãåíîì, íàáëþäàëè ïðåèìóùåñò-
âåííî îäèíî÷íûå êëåòêè (ðèñ. 5, â), à íà ìàòðèöå, ìîäè-
ôèöèðîâàííîé ôèáðèíîì, — îáðàçîâàííûå êëåòêàìè
êîëîíèè (ðèñ. 5, ã). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ
ñ ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè, ñâèäåòåëüñòâóþùèìè î ñïî-
ñîáíîñòè êëåòîê, êóëüòèâèðóåìûõ íà ôèáðèíîâûõ ñóáñò-

Çàâèñèìîñòü çàïîëíåíèÿ ÑÊÊÌ òðåõìåðíîé ìàòðèöû îò ñïîñîáà ïîñåâà êëåòîê 287

Ðèñ. 4. ÑÊÊÌ íà ïîëèñòèðîëüíîé ÷àøêå ðÿäîì ñ ìàòðèöåé ïîñëå 10 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.

à, á — ñòàòè÷åñêèé ñïîñîá ïîñåâà êëåòîê íà ìàòðèöó, ìîäèôèöèðîâàííóþ ñîîòâåòñòâåííî êîëëàãåíîì I òèïà è ôèáðèíîì; â, ã — äèíàìè÷åñêèé ñïîñîá
ïîñåâà êëåòîê íà ìàòðèöó, ìîäèôèöèðîâàííóþ ñîîòâåòñòâåííî êîëëàãåíîì I òèïà è ôèáðèíîì. Ìàòðèöà — ÷åðíîå ïÿòíî. 10�.
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Ðèñ. 5. Ðàñïðåäåëåíèå ÑÊÊÌ âíóòðè ìàòðèö ÷åðåç 10 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.

à, á — ñòàòè÷åñêèé ñïîñîá ïîñåâà êëåòîê íà ìàòðèöó, ìîäèôèöèðîâàííóþ ñîîòâåòñòâåííî êîëëàãåíîì I òèïà è ôèáðèíîì; â, ã — äèíàìè÷åñêèé ñïîñîá
ïîñåâà êëåòîê íà ìàòðèöó, ìîäèôèöèðîâàííóþ ñîîòâåòñòâåííî êîëëàãåíîì I òèïà è ôèáðèíîì. ä — êîíòðîëüíûé ïðåïàðàò, ìàòðèöà áåç îáðàáîòêè è

êëåòîê. Ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû îêðàøåííûå êëåòî÷íûå ÿäðà. 40�.



ðàòàõ, îáðàçîâûâàòü êîëîíèè (Bauwens et al., 2008). Èçâå-
ñòíî, ÷òî èìåííî ÑÊÊÌ, íàõîäÿùèåñÿ â âèäå êîëîíèé,
ñïîñîáíû ê äèôôåðåíöèðîâêå, ïîýòîìó äëÿ äàëüíåéøèõ
èññëåäîâàíèé öåëåñîîáðàçíûì ÿâëÿåòñÿ êóëüòèâèðîâàíèå
êëåòîê, âíåñåííûõ äèíàìè÷åñêèì ñïîñîáîì íà ìàòðèöû,
ìîäèôèöèðîâàííûå ôèáðèíîì.

Èòàê, îñíîâíîé çàäà÷åé äàííîãî ýòàïà íàøåé ðàáîòû
ÿâëÿëèñü ðàçðàáîòêà óñëîâèé ïîñåâà êëåòîê íà ìàòðèöó
è îáåñïå÷åíèå îïòèìàëüíûõ óñëîâèé äëÿ èõ ïðèêðåïëå-
íèÿ ñ öåëüþ äàëüíåéøåãî ðàçìíîæåíèÿ è äèôôåðåíöè-
ðîâêè âíóòðè ìàòðèöû. Ðàçðàáîòàííûå íàìè óñëîâèÿ
ïîñåâà êëåòîê íà ìàòðèöó — ñêîðîñòü ïðîêà÷èâàíèÿ ñóñ-
ïåíçèè ÷åðåç ìàòðèöó, à òàêæå äàâëåíèå, ïîä äåéñòâèåì
êîòîðîãî ñóñïåíçèÿ ïðîõîäèò ÷åðåç âåñü îáúåì ìàòðè-
öû, — ïîçâîëÿþò ñîõðàíèòü êëåòêè íå òîëüêî æèçíåñïî-
ñîáíûìè, íî è àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþùèìè. Ñõåìà ñïðî-
åêòèðîâàííîãî íàìè óñòðîéñòâà ïîçâîëÿåò îáåñïå÷èòü
ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî âñåìó îáúåìó ìàòðèöû, ÷òî â
äàëüíåéøåì ïîçâîëèò ôîðìèðîâàòü òêàíåïîäîáíûå
ñòðóêòóðû in vitro.

Ñòðóêòóðà ïîëèëàêòèäíîé ìàòðèöû ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé ñèñòåìó âçàèìîñâÿçàííûõ ïîð ñî ñðåäíèì äèàìåòðîì
250 ìêì, êîòîðûé â íåñêîëüêî ðàç ïðåâûøàåò ðàçìåð êëå-
òîê, ÷òî ñïîñîáñòâóåò èõ ñâîáîäíîé ìèãðàöèè âíóòðè âñå-
ãî îáúåìà ìàòðèöû. Çíà÷åíèÿ èçìåðåííîé ïîðèñòîñòè
ìàòðèöû ñîãëàñóþòñÿ ñ ïðåäñòàâëåííûìè â ëèòåðàòóðå
äàííûìè è, ïî ìíåíèþ ðÿäà àâòîðîâ, ÿâëÿþòñÿ îïòèìàëü-
íûì ñîîòíîøåíèåì ïðî÷íîñòíûõ è ñòðóêòóðíûõ õàðàêòå-
ðèñòèê.

Ïîëó÷åííûå ðàçëè÷èÿ â ðàñïðåäåëåíèè êëåòîê âíóò-
ðè ìàòðèö, ìîäèôèöèðîâàííûõ ðàçíûìè ðåàãåíòàìè,
ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïîëèëàêòèäíàÿ ìàòðèöà,
ìîäèôèöèðîâàííàÿ ôèáðèíîì, ñïîñîáñòâóåò îáðàçîâà-
íèþ êëåòî÷íûõ êîëîíèé. Ñîãëàñíî ëèòåðàòóðíûì
äàííûì, ÑÊÊÌ â âèäå êîëîíèé â áîëüøåé ñòåïåíè ñïî-
ñîáíû ê äèôôåðåíöèðîâêå ïî ñðàâíåíèþ ñ îäèíî÷íûìè
êëåòêàìè. Òàê ýòî èëè íåò, áóäåò èçó÷àòüñÿ â äàëüíåéøåé
ðàáîòå.

Àâòîðû ãëóáîêî ïðèçíàòåëüíû Í. Ñ. Íèêîëàåíêî çà
êîíñóëüòàöèþ ïðè îáñóæäåíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòà-
òîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò îôè-ì 13-04—12027).
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FILLING THE 3D SCAFFOLDS BY THE STROMAL BONE MARROW

CELLS DEPENDS ON THE METHODS OF CELL SEEDING

AND THE SCAFFOLD SURFACE MODIFICATIONS
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The distribution of bone marrow stromal cells (BMSC) is studied in a 3D poly(L,L-lactide) scaffolds. It is
shown that the population of cells seeding into the scaffold with a peristaltic pump (dynamic method) allows
the penetration of cells inside of the scaffold compared with the application of the cell suspension on the scaf-
fold surface (static method). In contrast to cells seeding to scaffold by dynamic method the cells seeding by sta-
tic method migrate from scaffolds in the first few days almost completely. It is found that BMSCs cultured in
3D polylactide scaffold modified by fibrin form colonies, while BMSCs cultured in 3D polylactide scaffold
modified by collagen type I distribute inside scaffold such single cells.

K e y w o r d s: 3D poly(L,L-lactide) scaffolds, collagen type I, fibrin, bone marrow stromal cells (BMSCs).
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