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Ã. È. Ïîïîâ è äð.
Âûáîð îïòèìàëüíûõ ìåòîäîâ ïîñåâà è êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ...

Â ñîâðåìåííîé ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîé õèðóðãèè îñòàþòñÿ íåðåøåííûìè òåõíîëîãè÷åñêèå ïðîáëåìû,
ñâÿçàííûå ñ íåäîñòàòî÷íîñòüþ âåíîçíîãî ìàòåðèàëà äëÿ àóòîòðàíñïëàíòàöèè. Â ñâÿçè ñ ýòèì îñîáóþ àê-
òóàëüíîñòü ïðèîáðåòàåò çàäà÷à ðàçðàáîòêè ñîñóäèñòûõ ãðàôòîâ ìàëîãî äèàìåòðà, îáåñïå÷èâàþùèõ ñòà-
áèëüíóþ ïðîõîäèìîñòü. Âîçìîæíûì ðåøåíèåì ìîæåò ñòàòü ñîçäàíèå òêàíåèíæåíåðíîãî ñîñóäèñòîãî
èìïëàíòàòà (ÒÈÑÈ) íà îñíîâå áèîðàçëàãàåìîé ïîëèìåðíîé ìàòðèöû. Êðîìå ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëü-
íûõ îñîáåííîñòåé ñêàôôîëäà êëþ÷åâûìè ýòàïàìè â ðàçðàáîòêå ÒÈÑÈ ÿâëÿþòñÿ èíòåãðàöèÿ êëåòîê ñ
ìàòðèöåé è êóëüòèâèðîâàíèå êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà. Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â âûÿâëåíèè
îïòèìàëüíûõ ìåòîäîâ ïîñåâà è êóëüòèâèðîâàíèÿ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê æèðîâîé òêàíè êðûñû
íà òðóá÷àòîé áèîðàçëàãàåìîé ìàòðèöå èç L-ïîëèëàêòèäà. Îöåíèâàëè êëåòî÷íóþ èíòåãðàöèþ ñ ìàòðèöåé
ïðè âûïîëíåíèè ñòàòè÷íîãî, ôèëüòðàöèîííîãî è âàêóóìíîãî ìåòîäîâ ïîñåâà. Ñðàâíèâàëè ðåçóëüòàòû
ñòàòè÷íîãî è äèíàìè÷åñêîãî ñïîñîáîâ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê íà ìàòðèöå ïîñëå ïîñåâà ôèëüòðàöèîí-
íûì ìåòîäîì, ðàçðàáîòàííûì íàìè. Ïîêàçàíî, ÷òî ýòîò ìåòîä ïîñåâà â ñîâîêóïíîñòè ñ äèíàìè÷åñêèì
êóëüòèâèðîâàíèåì íàèáîëåå ýôôåêòèâåí è ïðèãîäåí äëÿ äàëüíåéøåé ðàçðàáîòêè ÒÈÑÈ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, ìàòðèöà, L-ïîëèëàêòèä, òêàíåâàÿ èíæåíåðèÿ.

Ïðèíÿòûå ñîêðàùåíèÿ: ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, ÆÒ — æèðîâàÿ òêàíü, ÏËÀ —
ïîëèëàêòèä, ÒÈÑÈ — òêàíåèíæåíåðíûé ñîñóäèñòûé èìïëàíòàò.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èñïîëüçîâàíèå íàòèâíîãî àóòîëî-
ãè÷íîãî ìàòåðèàëà â õîäå ðåêîíñòðóêòèâíûõ ñåðäå÷íî-
ñîñóäèñòûõ îïåðàöèé îñòàåòñÿ çîëîòûì ñòàíäàðòîì õè-
ðóðãè÷åñêèõ òåõíîëîãèé. Êîëè÷åñòâî îïåðàòèâíûõ âìå-
øàòåëüñòâ, â õîäå êîòîðûõ íåîáõîäèìî çàìåùàòü èëè
øóíòèðîâàòü ïîðàæåííûå ñîñóäû, äîñòàòî÷íî âåëèêî
(World health statisties, 2016). Äëÿ ýòèõ öåëåé â êëèíèêå
èñïîëüçóþò àóòîëîãè÷íûå àðòåðèè è âåíû, à òàêæå ñèíòå-
òè÷åñêèå ñîñóäèñòûå ïðîòåçû. Íî èñïîëüçóåìûå ïðîäóêòû íå
óäîâëåòâîðÿþò â ïîëíîé ìåðå òðåáîâàíèÿì ñîâðåìåííîé
ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîé õèðóðãèè. Ïðèìåíåíèå ñèíòåòè÷å-
ñêèõ ïðîòåçîâ ñîñóäîâ ÷ðåâàòî òàêèìè îñëîæíåíèÿìè,
êàê ðàííèé òðîìáîç âñëåäñòâèå îòñóòñòâèÿ ýíäîòåëèàëü-
íîé âûñòèëêè. Äîâîëüíî ÷àñòî ðàçâèâàåòñÿ ñòåíîç çîí
àíàñòîìîçîâ. Òàêæå âåëèêà îïàñíîñòü âîçíèêíîâåíèÿ èí-
ôåêöèè (Kannan et al., 2005). Âñëåäñòâèå íèçêèõ ïîêàçàòå-
ëåé ïðîõîäèìîñòè ñèíòåòè÷åñêèå ïðîòåçû ñîñóäîâ íåïðè-
ãîäíû äëÿ ðåêîíñòðóêöèé àðòåðèé ìàëîãî äèàìåòðà, íà-
ïðèìåð êîðîíàðíûõ àðòåðèé è àðòåðèé ãîëåíè (Leon,
Greisler, 2003; Seifu et al., 2013).

Àêòóàëüíûìè â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÿâëÿþòñÿ è çàäà÷è
ïðåîäîëåíèÿ îãðàíè÷åííîãî êîëè÷åñòâà àóòîâåíîçíîãî

ìàòåðèàëà è âûñîêîé âåðîÿòíîñòè ïàòîëîãè÷åñêèõ èçìå-
íåíèé ñòåíêè àóòîâåíû äî è ïîñëå èìïëàíòàöèè (Athana-
siou et al., 2011; Harskamp et al., 2013; Kim et al., 2013;
Yazdani et al., 2013). Êðîìå òîãî, âîçíèêàþò ïðîáëåìû,
ñâÿçàííûå ñ íåîáõîäèìîñòüþ ïðîâåäåíèÿ ïîâòîðíûõ ðå-
êîíñòðóêòèâíûõ ñîñóäèñòûõ îïåðàöèé â äåòñêîé ñîñóäè-
ñòîé õèðóðãèè. Ýòî îáúÿñíÿåòñÿ íåñïîñîáíîñòüþ íåðå-
çîðáèðóåìûõ ãðàôòîâ ê ðåìîäåëèðîâàíèþ â ðàñòóùåì îð-
ãàíèçìå ðåáåíêà (Naito et al., 2011).

Ðåøåíèåì ìîæåò ñòàòü ñîçäàíèå òêàíåèíæåíåðíîãî
ñîñóäèñòîãî èìïëàíòàòà (ÒÈÑÈ), êîòîðûé, ÿâëÿÿñü èñêóññòâåí-
íûì ñîñóäîì, èìèòèðîâàë áû ñòðóêòóðó è ôóíêöèè åñòåñòâåí-
íîãî ñîñóäà, áûë áû ÷óâñòâèòåëåí ê íåéðîãóìîðàëüíîìó âîç-
äåéñòâèþ ñî ñòîðîíû îðãàíèçìà ðåöèïèåíòà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàçðàáàòûâàåòñÿ öåëûé ðÿä íà-
ïðàâëåíèé ñîçäàíèÿ ÒÈÑÈ, âêëþ÷àÿ ìåòîä ïîñëîéíîãî
èñïîëüçîâàíèÿ êëåòî÷íûõ ïëåíîê (Peck et al., 2011), êóëü-
òèâèðîâàíèå êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà èëè íà áèîäåãðàäèðó-
åìîé, èëè íà äåöåëëþëÿðèçèðîâàííîé ìàòðèöå (L’Heure-
ux et al., 2007). Äîêàçàíî, ÷òî òåõíîëîãèè ïîñåâà êëåòîê
ÿâëÿþòñÿ êëþ÷åâûì ìîìåíòîì â ðàçðàáîòêå ÒÈÑÈ (Pei
et al., 2002). Â ðÿäå èññëåäîâàíèé êóëüòèâèðîâàíèå êëå-
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òîê óëó÷øàëî ïðîõîäèìîñòü è äîëãîâå÷íîñòü ÒÈÑÈ
(Pawlowski et al., 2004; Cho et al., 2005; Hashi et al., 2007),
îäíàêî êîíêðåòíûé ìåõàíèçì îáðàçîâàíèÿ íîâîé ñîñóäè-
ñòîé ñòåíêè êàê ðåçóëüòàò ïîñåâà êëåòîê äî êîíöà íåÿñåí.

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè íå âûÿâëåíî çàâèñèìîñòè
ìåæäó êîëè÷åñòâîì êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê è æèçíåñïî-
ñîáíîñòüþ ñîñóäèñòîãî ãðàôòà. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî çàëîãîì
óñïåõà ÿâëÿþòñÿ ðàâíîìåðíîå ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê â
îáúåìå ìàòðèöû, à òàêæå èõ îïòèìàëüíàÿ íà÷àëüíàÿ êîí-
öåíòðàöèÿ. Ðàâíîìåðíîå ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïîçâîëÿåò
ñôîðìèðîâàòüñÿ âíåêëåòî÷íîìó ìàòðèêñó âî âñåì îáúåìå
ìàòðèöû, ÷òî ïðèâîäèò ê ðîñòó îäíîðîäíîé ôóíêöèî-
íàëüíîé òêàíè. Âûñîêàÿ ýôôåêòèâíîñòü ïîñåâà, ò. å. âû-
ñîêîå ñîîòíîøåíèå ÷èñëà ïðèêðåïëåííûõ êëåòîê ê ÷èñëó
ïîñåÿííûõ, âàæíà äëÿ áûñòðîé ðåãåíåðàöèè òêàíåé.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàçðàáîòàí ðàçíîîáðàçíûé ìàññèâ
ìåòîäèê êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê íà ìàòðèöàõ, íî ìíîãèå
èç íèõ ñëèøêîì äëèòåëüíû è òðóäíî ïðèìåíèìû â êëèíè-
êå (Parikh et al., 2000; Yow et al., 2006). Äëÿ ìàñøòàáíîãî
ïðîèçâîäñòâà ÒÈÑÈ ìàëîãî äèàìåòðà íåîáõîäèì äåøå-
âûé, íàäåæíûé è ýôôåêòèâíûé ñïîñîá ïîñåâà (Ahsan, Ne-
rem, 2005). Íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûì ìåòîäîì ïîêà
ÿâëÿåòñÿ ñòàòè÷íûé, â õîäå êîòîðîãî êîíöåíòðèðîâàííàÿ
êëåòî÷íàÿ ñóñïåíçèÿ ïàññèâíî ðàñïðåäåëÿåòñÿ íà ìàòðè-
öå. Ïîëîæèòåëüíûå êà÷åñòâà ýòîãî ñïîñîáà, ñêîðîñòü è
íåñëîæíîñòü âñòóïàþò â ïðîòèâîâåñ ñ öåëûì ðÿäîì íåäî-
ñòàòêîâ, òàêèìè êàê íèçêàÿ ýôôåêòèâíîñòü ïîñåâà è íåäî-
ñòàòî÷íîå ðàñïðîñòðàíåíèå êëåòîê â îáúåìå ìàòðèöû.
Ñ öåëüþ ïðåîäîëåíèÿ ýòèõ íåäîñòàòêîâ áûëè ðàçðàáîòà-
íû àëüòåðíàòèâíûå âàðèàíòû êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê,
âêëþ÷àÿ âàêóóìíûé, öåíòðîáåæíûé, ýëåêòðîñòàòè÷åñêèé
è äèíàìè÷åñêèé (Solchaga et al., 2006; Soletti et al., 2006;
Villalona et al., 2010).

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ïðîöåññ êóëüòèâèðîâàíèÿ èçó÷åí
äëÿ ðàçíûõ òèïîâ ìàòðèö è êëåòîê, âñå èìåþùèåñÿ èññëå-
äîâàíèÿ âûïîëíåíû íà îïðåäåëåííîé ìîäåëè è íå ìîãóò
áûòü ýêñòðàïîëèðîâàíû íà äðóãèå. Ïîýòîìó öåëüþ íàñòî-
ÿùåé ðàáîòû áûëî îïðåäåëåíèå îïòèìàëüíûõ ìåòîäîâ
ïîñåâà è êóëüòèâèðîâàíèÿ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê (ÌÑÊ) èç æèðîâîé òêàíè (ÆÒ) íà òðóá÷àòîé áèîðàç-
ëàãàåìîé ìàòðèöå èç L-ïîëèëàêòèäà (ÏËÀ) ìàëîãî äèà-
ìåòðà. Êðîìå òîãî, ñðàâíèâàëè èçâåñòíûå ìåòîäû ïîñåâà
êëåòîê (ñòàòè÷íûé è âàêóóìíûé) ñ ðàçðàáîòàííûì íàìè
ôèëüòðàöèîííûì ñïîñîáîì, à òàêæå ðåçóëüòàòû ñòàòè÷-
íîãî è äèíàìè÷åñêîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê íà ìàòðè-
öå ïîñëå ôèëüòðàöèîííîãî ïîñåâà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï î ë ó ÷ å í è å ì à ò ð è ö û è ç ì è ê ð î â î ë î ê î í
ÏËÀ. Òðóá÷àòûå ìàòðèöû íà îñíîâå âîëîêîí ÏËÀ (ìîë.
ìàññà 50 êÄà) ïîëó÷àëè ìåòîäîì ýëåêòðîôîðìîâàíèÿ èç
ðàñòâîðà ÏËÀ â õëîðîôîðìå íà ëàáîðàòîðíîé óñòàíîâêå
Nanon-01A (ßïîíèÿ). Ðàñòâîð ÏËÀ â êîíöåíòðàöèè 15 %
ñ ïîìîùüþ èíæåêòîðíîãî íàñîñà ïîäàâàëè ÷åðåç ýëåêò-
ðîä-ôèëüåðó â ýëåêòðè÷åñêîå ïîëå ïðè ðàññòîÿíèè ìåæäó
ýëåêòðîäàìè 0.15 ì, îñàæäåíèå âîëîêîí ïðîèñõîäèëî íà
öèëèíäðè÷åñêîì ýëåêòðîäå. Ñêîðîñòü âðàùåíèÿ öèëèíä-
ðè÷åñêîãî ýëåêòðîäà äèàìåòðîì 1.1 ìì ñîñòàâëÿëà
1500 îá/ìèí. Áûëè ïîëó÷åíû òðóá÷àòûå îáðàçöû ñ âíóò-
ðåííèì äèàìåòðîì 1.1 ìì è òîëùèíîé 320 ìêì.

È ñ ñ ë å ä î â à í è å ì è ê ð î ñ ò ð ó ê ò ó ð û ì à ò ð è ö û.
Òðóá÷àòûå ìàòðèöû íà îñíîâå íàíîâîëîêîí èç ÏËÀ èçó-
÷àëè ñ ïîìîùüþ ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêî-

ïèè. Äëÿ ýòîãî îáðàçöû ïðîìûâàëè 0.1 Ì PBS (ðÍ 7.4),
ïîñëå ÷åãî ôèêñèðîâàëè â òå÷åíèå 20 ìèí 4%-íûì ðàñò-
âîðîì ôîðìàëüäåãèäà â PBS. Ïîñëå óäàëåíèÿ ôèêñè-
ðóþùåãî ðàñòâîðà îáðàçöû ïðîìûâàëè PBS, âûñóøèâà-
ëè íà âîçäóõå, ïðèêðåïëÿëè èõ ê ïðåäìåòíûì ñòîëèêàì
è íàïûëÿëè òîíêèé (~10 íì) ñëîé ïëàòèíû, èñïîëüçóÿ
óñòàíîâêó äëÿ êàòîäíîãî ðàñïûëåíèÿ Quorum Q150T ES.
Èçó÷åíèå îáúåêòîâ ïðîâîäèëè íà àïïàðàòå Supra 55VP
(Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) â ðåæèìå ðåãèñòðàöèè âòîðè÷íûõ
ýëåêòðîíîâ ïðè óñêîðÿþùåì íàïðÿæåíèè 5 êÂ.

Ï î ë ó ÷ å í è å è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ï å ð â è ÷ -
í î é ê ó ë ü ò ó ð û Ì Ñ Ê è ç Æ Ò. Èñïîëüçîâàëè òðàäèöè-
îííóþ ìåòîäèêó ñåëåêöèè ïî àäãåçèè ê ïëàñòèêó (Zhu
et al., 2013). Äëÿ âûäåëåíèÿ êëåòîê èñïîëüçîâàëè áèîëî-
ãè÷åñêèé ìàòåðèàë îäíîé âçðîñëîé ëàáîðàòîðíîé êðû-
ñû-ñàìöà Âèñòàð (255 ã). Îáðàùåíèå ñ æèâîòíûì ñîîò-
âåòñòâîâàëî ïðàâèëàì «Åâðîïåéñêîé êîíâåíöèè î çàùèòå
ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ, èñïîëüçóåìûõ â ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ è äðóãèõ íàó÷íûõ öåëÿõ». Ïðîâåäåíèå èññëåäî-
âàíèÿ áûëî îäîáðåíî ëîêàëüíûì ýòè÷åñêèì êîìèòåòîì
ÏÑÏáÃÌÓ èì. È. Ï. Ïàâëîâà. Ïîä èíãàëÿöèîííîé àíåñ-
òåçèåé (3%-íûé èçîôëóðàí) âûäåëÿëè 0.3—0.5 ìë ÆÒ èç
ïåðåäíåé áðþøíîé ñòåíêè. ÆÒ â ÷àøêå Ïåòðè ìåõàíè÷å-
ñêè ãîìîãåíèçèðîâàëè. Çàòåì ïðîâîäèëè ýíçèìàòè÷åñêóþ
äèññîöèàöèþ êëåòîê 0.2%-íûì ðàñòâîðîì êîëëàãåíàçû I
(Gibco, ÑØÀ) â ðàñòâîðå Õåíêñà â òåðìîøåéêåðå (Biosan
ES-20, Ëàòâèÿ) â òå÷åíèå 60 ìèí ïðè 37 °Ñ. Ïîñëå íåéòðà-
ëèçàöèè äåéñòâèÿ êîëëàãåíàçû äîáàâëåíèåì 10%-íîé ôå-
òàëüíîé ñûâîðîòêè êðîâè òåëÿò (Gibco, ÑØÀ) ñóñïåíçèþ
öåíòðèôóãèðîâàëè 10 ìèí ïðè 1.5 òûñ. îá/ìèí (íàñòîëü-
íàÿ ìåäèöèíñêàÿ öåíòðèôóãà ELMI CM-6M, Ðîññèÿ). Ïî-
ëó÷åííûé îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â ïîëíîé ïèòà-
òåëüíîé ñðåäå a-MEM (Ïàíýêî, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé
L-ãëþòàìèí, 10 % áû÷üåé ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè,
100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà è 100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà (âñå
ðåêòèâû îò Gibco, ÑØÀ), è êóëüòèâèðîâàëè â ÑÎ2-èíêó-
áàòîðå (Thermo Fisher Scientific, 3423, ÑØÀ) ïðè 37 °Ñ,
5 % ÑÎ2 è ïîâûøåííîé âëàæíîñòè. ×åðåç 48 ÷ íåïðèêðåï-
ëåííûå êëåòêè, ôîðìåííûå ýëåìåíòû êðîâè è ñîåäèíè-
òåëüíîòêàííóþ ñòðîìó óäàëÿëè äâóêðàòíîé îòìûâêîé
PBS. Íà 5-å ñóò êëåòêè èììîáèëèçîâûâàëè 0.05%-íûì
ðàñòâîðîì òðèïñèíà (Gibco, ÑØÀ) è ïåðåñåâàëè (1 ïàñ-
ñàæ). Â äàëüíåéøåì êóëüòèâèðîâàíèå ÌÑÊ ïðîâîäèëè â
êóëüòóðàëüíûõ ôëàêîíàõ ïëîùàäüþ 175 ñì2 (Eppendorf)
äî ïîëó÷åíèÿ ìîíîñëîÿ 70%-íîé ñóáêîíôëþýíòíîñòè.
Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ èñïîëüçîâàëè êëåòêè 3—8-ãî ïàññà-
æåé. Ïåðåä ïîñåâîì ÌÑÊ ìàòðèöû êîíäèöèîíèðîâàëè â
êóëüòóðàëüíîé ñðåäå â òå÷åíèå 1 ÷.

Ïîñåâ ÌÑÊ íà ìàòðèöó èç L-ïîëèëàêòèäà âûïîëíÿëè
ñòàòè÷íûì, âàêóóìíûì èëè ôèëüòðàöèîííûì ìåòîäîì,
êîòîðûé ðàçðàáîòàí íàìè.

Ñ ò à ò è ÷ í û é ï î ñ å â Ì Ñ Ê è ê ó ë ü ò è â è ð î â à -
í è å â ñ ò à ò è ÷ í û õ ó ñ ë î â è ÿ õ. Èíòåãðàöèþ ÌÑÊ ñ
ìàòðèöåé äîñòèãàëè íàíåñåíèåì ñóñïåíçèè êëåòîê â ïîë-
íîé ðîñòîâîé ñðåäå (1�106 ÌÑÊ â 25 ìêë) íà îáðàçåö ìàò-
ðèöû (5 ìì), ïðè ýòîì ïîëîâèíó ñóñïåíçèè ââîäèëè â
ïðîñâåò ãðàôòà, à âòîðóþ ïîëîâèíó ðàâíîìåðíî ðàñïðåäå-
ëÿëè ïî íàðóæíîé ïîâåðõíîñòè. Äàëåå ìàòðèöó ïîìåùà-
ëè â ÑÎ2-èíêóáàòîð íà 1 ÷, ïðè ýòîì êàæäûå 15 ìèí âû-
ïîëíÿëè åå ïîâîðîò íà 90° âäîëü ïðîäîëüíîé îñè è äîïîë-
íèòåëüíîå îðîøåíèå ïèòàòåëüíîé ñðåäîé. Ïîñëåäóþùåå
êóëüòèâèðîâàíèå ïðîâîäèëè â ïðîáèðêàõ-áèîðåàêòîðàõ â
10 ìë ñðåäû â òå÷åíèå 1, 3 è 7 ñóò.

Â à ê ó ó ì í û é ì å ò î ä ï î ñ å â à è ê ó ë ü ò è â è ð î -
â à í è å â ñ ò à ò è ÷ í û õ ó ñ ë î â è ÿ õ. Äëÿ òàêîãî ïîñåâà
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ÌÑÊ èñïîëüçîâàëè îïèñàííóþ ìåòîäèêó (Tan et al., 2012)
ñ îïðåäåëåííûìè ìîäèôèêàöèÿìè. Â øïðèö îáúåìîì
3 ìë ïîìåùàëè äâå ìàòðèöû äëèíîé 5 ìì, à òàêæå êëåòî÷-
íóþ ñóñïåíçèþ (3�106 êëåòîê â 0.2 ìë ïîëíîé ïèòàòåëü-
íîé ñðåäû). Êðîìå òîãî, â øïðèö çàáèðàëè äîïîëíèòåëü-
íûé îáúåì âîçäóõà (0.1 ìë) è çàêðûâàëè òðåõõîäîâûì
êðàíîì. Ïîñëå ýòîãî ïðîèçâîäèëè îòòÿãèâàíèå ïîðøíÿ
øïðèöà äî îòìåòêè 3 ìë ñ åãî óäåðæàíèåì â òå÷åíèå 10 ñ.
Äàëåå ïîðøåíü âîçâðàùàëñÿ â èçíà÷àëüíîå ïîëîæåíèå íà
10 ñ. Ïðîöåäóðó ïîâòîðÿëè 10 ðàç. Øïðèö çàêðûâàëè àí-
òèáàêòåðèàëüíûì ôèëüòðîì ñ ðàçìåðîì ïîð 0.22 ìêì
(Orange Scientific, Áåëüãèÿ) è ïîìåùàëè â ÑÎ2-èíêóáàòîð
íà 1 ÷. Çàòåì ìàòðèöû ïîìåùàëè â ÑÎ2-èíêóáàòîð â ïðî-
áèðêå-áèîðåàêòîðå ñ ïîëíîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé îáúå-
ìîì 5 ìë íà ñðîêè 1, 3 è 7 ñóò.

Êóëüòèâèðîâàëè ÌÑÊ íà ÏËÀ-ìàòðèöå ñòàòè÷íûì
è äèíàìè÷åñêèì ñïîñîáàìè ïîñëå ôèëüòðàöèîííîãî ïî-
ñåâà.

Ô è ë ü ò ð à ö è î í í û é ì å ò î ä ï î ñ å â à Ì Ñ Ê è
ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å â ñ ò à ò è ÷ í û õ ó ñ ë î â è ÿ õ. Ïðî-
èçâîäèëè âðåìåííîå ïåðåæàòèå îäíîãî êîíöà ìàòðèöû
ïèíöåòîì, à ÷åðåç âòîðîé êîíåö, èñïîëüçóÿ âåíîçíûé êà-
òåòåð, ïîäñîåäèíåííûé ê èíñóëèíîâîìó øïðèöó, ââîäèëè
1 ìë ïîëíîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäû, ñîäåðæàùåé 2.0�106

ÌÑÊ. Îòôèëüòðîâàííóþ ñðåäó ñîáèðàëè â ïðîáèðêó è
ïðîöåäóðó åå ââåäåíèÿ ïîâòîðÿëè äâàæäû. Òàêèì îáðà-
çîì, ñòåíêà ìàòðèöû èãðàëà ðîëü ôèëüòðà. Ïðè ýòîì íà-
ðóæíûé äèàìåòð âåíîçíîãî êàòåòåðà òî÷íî ñîâïàäàë ñ
âíóòðåííèì äèàìåòðîì ìàòðèöû. Ïîñëå ýòîãî ìàòðèöó â
ïðîáèðêå-áèîðåàêòîðå â 5 ìë ñðåäû ïîìåùàëè â ÑÎ2-èí-
êóáàòîð íà 1, 3, 7 è 14 ñóò.

Ô è ë ü ò ð à ö è î í í û é ì å ò î ä ï î ñ å â à Ì Ñ Ê Æ Ò
è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å â ä è í à ì è ÷ å ñ ê è õ ó ñ ë î â è -
ÿõ. Ïîñëå ôèëüòðàöèîííîãî ïîñåâà ïî îïèñàííîé âûøå
ìåòîäèêå ìàòðèöó ïîìåùàëè â ÑÎ2-èíêóáàòîð íà 1 ÷. Äà-
ëåå ìàòðèöó ôèêñèðîâàëè â êàìåðå áèîðåàêòîðà íà ïåðè-
ôåðè÷åñêèõ âåíîçíûõ êàòåòåðàõ øîâíîé íèòüþ. Çàïîëíÿ-
ëè ñîåäèíèòåëüíûå òðóáêè êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé (30 ìë),
ïðåäîòâðàùàÿ ïîïàäàíèå âîçäóõà â êîíòóð. Â òå÷åíèå
ïåðâûõ 3 ÷ ñêîðîñòü ðàáîòû ïåðèñòàëüòè÷åñêîãî íàñî-
ñà ñîñòàâëÿëà 1 ìë/÷, çàòåì óâåëè÷èâàëàñü ñíà÷àëà äî
20 ìë/÷ íà 12 ÷, à ïîòîì äî 600 ìë/÷. ÌÑÊ êóëüòèâèðî-
âàëè íà ìàòðèöå â ÷åòûðåõ (I—IV) ðåæèìàõ: I) 5 ñóò â äè-
íàìè÷åñêèõ è 2 ñóò â ñòàòè÷íûõ óñëîâèÿõ; II) 7 ñóò â äè-
íàìè÷åñêèõ óñëîâèÿõ; III) 7 ñóò â äèíàìè÷åñêèõ è 7 ñóò â
ñòàòè÷íûõ óñëîâèÿõ; IV) 14 ñóò â äèíàìè÷åñêèõ óñ-
ëîâèÿõ.

Ïî èñòå÷åíèè ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ âî âñåõ ñëó÷àÿõ
ìàòðèöó òðèæäû ïðîìûâàëè PBS, ñîáèðàÿ ñìûâû â îò-
äåëüíóþ ïðîáèðêó. Ïðîèçâîäèëè ïîäñ÷åò íåïðèêðåïèâ-
øèõñÿ êëåòîê â êóëüòóðàëüíîé è ïðîìûâî÷íîé ñðåäàõ ñ
ïîìîùüþ àâòîìàòè÷åñêîãî ñ÷åò÷èêà êëåòîê Countess II
(Invitrogene, ÑØÀ).

Î ï ð å ä å ë å í è å â ð å ì å í è à ä ã å ç è è Ì Ñ Ê ê
ì à ò ð è ö å. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ âðåìåíè, íåîáõîäèìîãî
ÌÑÊ äëÿ ïðèêðåïëåíèÿ ê èññëåäóåìîé ìàòðèöå èç ÏËÀ,
áûëà ïîñòàâëåíà ñåðèÿ ýêñïåðèìåíòîâ, â êîòîðûõ êëåòêè
âûñåâàëè íà ìàòðèöó ïðè ïîìîùè ôèëüòðàöèîííîãî ìå-
òîäà è ôèêñèðîâàííîãî ÷èñëà ÌÑÊ (1.3�106 â 1 ìë êóëüòó-
ðàëüíîé ñðåäû íà 1 ñì ìàòðèöû). Äàëåå ìàòðèöû ñ ÌÑÊ
ïîìåùàëè â ÑÎ2-èíêóáàòîð íà 1, 2 èëè 3 ÷. Çàòåì òðåõêðàò-
íî ïðîìûâàëè ïðîñâåò ìàòðèöû ðàñòâîðîì PBS, îêðàøè-
âàëè ÌÑÊ â ïðîìûâî÷íîé ñðåäå 0.4%-íûì òðèïàíîâûì
ñèíèì (Invitrogen, ÑØÀ) è ñ÷èòàëè èõ ñ ïîìîùüþ àâòîìà-
òè÷åñêîãî ñ÷åò÷èêà êëåòîê Countess II (Invitrogen, ÑØÀ).

Î ï ð å ä å ë å í è å î ï ò è ì à ë ü í î ã î ÷ è ñ ë à ê ë å ò î ê
ä ë ÿ ï î ñ å â à í à 1 ñ ì ì à ò ð è ö û. Êëåòêè ñåÿëè ñ ïî-
ìîùüþ ôèëüòðàöèîííîãî ñïîñîáà, îïèñàííîãî âûøå. Äëÿ
ïîñåâà èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå êîëè÷åñòâà êëåòîê
(�106): 0.5, 1.5, 2, 3 è 4 ñ ïîñëåäóþùåé èíêóáàöèåé â ïðî-
áèðêå-áèîðåàêòîðå ñ ïîëíîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé îáúåìîì 5
ìë â òå÷åíèå 1 ÷. Çàòåì ïðîòåç òðåõêðàòíî ïðîìûâàëè
ðàñòâîðîì PBS è ñ÷èòàëè êëåòêè êàê â èñõîäíîé ñðåäå,
òàê è â ïðîìûâî÷íîé, êàê îïèñàíî âûøå. ×èñëî ïðèêðå-
ïèâøèõñÿ ÌÑÊ ðàññ÷èòûâàëè âû÷èòàíèåì èç îáùåãî
÷èñëà ïîñåÿííûõ êëåòîê ÷èñëà íåôèêñèðîâàííûõ ÌÑÊ â
èñõîäíîé ñðåäå è èõ ÷èñëà â ïðîìûâî÷íîé ñðåäå. Ýôôåê-
òèâíîñòü ïîñåâà îïðåäåëÿëè êàê îòíîøåíèå ÷èñëà àäãåçè-
ðîâàâøèõ êëåòîê ê èõ èñõîäíîìó ÷èñëó, âûðàæåííîìó â
ïðîöåíòàõ.

Ó ñ ò ð î é ñ ò â î á è î ð å à ê ò î ð à. Ðàçðàáîòàííûé áèî-
ðåàêòîð âûïîëíåí â âèäå ñèñòåìû ñ çàêðûòûì êîíòóðîì
(ðèñ. 1). Ýòî ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü ïîñòîÿííóþ ïåðôóçèþ
ïèòàòåëüíîé ñðåäû (7) ÷åðåç ïðîñâåò ìàòðèöû (8). Áèî-
ðåàêòîð ñîñòîèò èç êàìåðû (3), ïåðèñòàëüòè÷åñêîãî íàñî-
ñà (1) è ñîåäèíèòåëüíûõ ïîëèõëîðâèíèëîâûõ òðóáîê (5).
Êàìåðà áèîðåàêòîðà èçãîòîâëåíà èç ïðîçðà÷íîãî ïëàñòè-
êîâîãî êîíòåéíåðà ñ ãåðìåòè÷íî çàêðûâàþùåéñÿ êðûø-
êîé, íà êîòîðîé èìåþòñÿ ãàçîîáìåííûå îòâåðñòèÿ, çàêðû-
òûå àíòèáàêòåðèàëüíûìè ôèëüòðàìè (4) ñ ðàçìåðîì ïîð
0.22 ìêì (Orange Scientific, Áåëüãèÿ). Êàìåðó ðàñïîëàãàëè
âíóòðè ÑÎ2-èíêóáàòîðà, îíà ñëóæèò ðåçåðâóàðîì äëÿ ïè-
òàòåëüíîé ñðåäû. Âíóòðè êàìåðû çàôèêñèðîâàíà ìàòðè-
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Ðèñ. 1. Ôîòîãðàôèÿ (à) è ñõåìà (á) ñêîíñòðóèðîâàííîãî áèîðå-
àêòîðà.

1 — ïåðèñòàëüòè÷åñêèé íàñîñ, 2 — îñíîâíàÿ ÷àñòü áèîðåàêòîðà
â ÑÎ2-èíêóáàòîðå, 3 — êàìåðà áèîðåàêòîðà, 4 — àíòèáàêòåðèàëü-
íûå ôèëüòðû, 5 — ñîåäèíèòåëüíûå òðóáêè, 6 — òåõíîëîãè÷åñêîå îòâåð-
ñòèå â ÑÎ2-èíêóáàòîðå, 7 — ïèòàòåëüíàÿ ñðåäà, 8 — çàôèêñèðîâàííàÿ

ìàòðèöà.



öà. Îíà ïðèñîåäèíåíà ê äâóì âåíîçíûì ïåðèôåðè÷åñêèì
êàòåòåðàì äèàìåòðîì 1.1 ìì. Ðÿäîì ñ ÑÎ2-èíêóáàòîðîì
ðàñïîëîæåí ïåðèñòàëüòè÷åñêèé íàñîñ (Applix Smart, Ãåð-
ìàíèÿ), îò êîòîðîãî ÷åðåç òåõíîëîãè÷åñêîå îòâåðñòèå èí-
êóáàòîðà (6) ïðîõîäÿò îäíîðàçîâûå ñòåðèëüíûå ñîåäèíè-
òåëüíûå òðóáêè (5).

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Ïîñëå íåîá-
õîäèìîãî ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê íà ìàòðèöå åå
îòìûâàëè îò ïèòàòåëüíîé ñðåäû ðàñòâîðîì PBS. Äàëåå
ìàòðèöó ôèêñèðîâàëè 10 ìèí â 4%-íîì ðàñòâîðå ôîðìà-
ëüäåãèäà â PBS. Îòìûâàëè îò ôèêñàòîðà ðàñòâîðîì PBS â
òå÷åíèå 10 ìèí. Äëÿ ïåðôîðàöèè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìá-
ðàíû êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí â 0.1%-íîì
ðàñòâîðå Òðèòîíà X-100 (Helicon, Ðîññèÿ) â PBS. Ïðîâî-
äèëè îòìûâêó àíàëîãè÷íî ïðåäûäóùåé. Äëÿ âèçóàëèçà-
öèè ÿäåð êëåòêè îêðàøèâàëè ðàñòâîðîì DAPI â PBS
(1 ìêã/ìë). Ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ôëóî-
ðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà Zeiss LSM 5 PASCAL (Carl Zeiss,
Ãåðìàíèÿ).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç. Ïîëó÷åííûå äàííûå
îáðàáàòûâàëè â ïðîãðàììå Microsoft Excel 2010. Ðåçóëü-
òàòû ïðåäñòàâëåíû êàê ñðåäíåå àðèôìåòè÷åñêîå çíà÷åíèå
è åãî ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå. Ñòåïåíü äîñòîâåðíîñòè

ìåæãðóïïîâûõ ðàçëè÷èé ñðåäíèõ çíà÷åíèé îöåíèâàëè ñ
ïîìîùüþ ïàðíîãî t-òåñòà Ñòüþäåíòà ñ äâóõñòîðîííèì
ðàñïðåäåëåíèåì (ôóíêöèÿ «ÑÒÜÞÄÅÍÒ ÒÅÑÒ» â Micro-
soft Excel 2010). Íóëåâàÿ ãèïîòåçà çàêëþ÷àëàñü â ðàâåíñò-
âå èññëåäóåìûõ ãðóïï. Åñëè ðåçóëüòàò t-òåñòà áûë áîëü-
øå óðîâíÿ çíà÷èìîñòè (à = 0.05), ðàçëè÷èÿ â âûáîðêàõ
ñ÷èòàëè äîñòîâåðíî íå îòëè÷àþùèìèñÿ äðóã îò äðóãà
(P < 0.05).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ñ ò ð ó ê ò ó ð à á è î ä å ã ð à ä è ð ó å ì î é ì à ò ð è ö û
è ç L - ï î ë è ë à ê ò è ä à. Ìåòîäîì ýëåêñòðîñïèííèíãà ïî-
ëó÷åíà ìàòðèöà èç ìèêðîâîëîêîí ÏËÀ ñ âíóòðåííèì äèà-
ìåòðîì 1.1 ìì è òîëùèíîé ñòåíêè 320 ìêì (ðèñ. 2). Âî-
ëîêíà äèàìåòðîì 1.5—4 ìêì â ñòðóêòóðå ìàòðèöû ðàñïî-
ëàãàþòñÿ õàîòè÷íî, ðàçìåðû ïîð ìåæäó íèìè íàõîäÿòñÿ â
äèàïàçîíå 10—50 ìêì. Òàêèå çíà÷åíèÿ ñîïîñòàâèìû ñ
ðàçìåðàìè ÌÑÊ.

Â ð å ì ÿ à ä ã å ç è è Ì Ñ Ê ê Ï Ë À - ì à ò ð è ö å. Ïîä-
ñ÷åò ÌÑÊ â ïðîìûâî÷íîì ðàñòâîðå ïîêàçàë, ÷òî áîëüøàÿ
÷àñòü êëåòîê ïðèêðåïëÿåòñÿ ê ìàòðèöå â òå÷åíèå ïåðâîãî

282 Ã. È. Ïîïîâ è äð.

Ðèñ. 2. Ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ òîðöà ìàòðèöû èç ÏËÀ: ïîïåðå÷íîå ñå÷åíèå (à) è ñòåíêà ìàòðèöû (á).

Ò à á ë è ö à 1

Çàâèñèìîñòü àäãåçèè ÌÑÊ îò âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ

Ïàðàìåòð
Âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ, ÷

1 2 3

×èñëî ÌÑÊ â ïðîìûâî÷íîì ðàñòâî-
ðå (�103 êë.)

314 � 3 356 � 4 348 � 3

Âûæèâàåìîñòü, % 95 � 2 93 � 3 96 � 2

Ò à á ë è ö à 2

Ýôôåêòèâíîñòü ïîñåâà ÌÑÊ íà ìàòðèöó â çàâèñèìîñòè îò ÷èñëà ïîñåÿííûõ êëåòîê

Ïàðàìåòð
×èñëî ïîñåÿííûõ ÌÑÊ,�106

0.50 � 0.01 1.50 � 0.02 2.00 � 0.02 3.00 � 0.03 4.00 � 0.03

Ýôôåêòèâíîñòü, % 17 35 63 48 36

Äîëÿ æèâûõ êëåòîê â ïðîìû-
âî÷íîì ðàñòâîðå, %

75 58 54 85 90

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ýôôåêòèâíîñòü ïîñåâà îïðåäåëÿëè ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå ïîñåâà êàê îòíîøåíèå ÷èñëà àäãåçèðîâàâøèõ
êëåòîê ê èõ èñõîäíîìó ÷èñëó, âûðàæåííîìó â ïðîöåíòàõ.



÷àñà. Ïðè óâåëè÷åíèè âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ íå ïðî-
èñõîäèò çíà÷èìîãî íàðàñòàíèÿ ÷èñëà ïðèêðåïèâøèõñÿ
êëåòîê (òàáë. 1). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî âûñîêàÿ âûæèâàå-
ìîñòü êëåòîê ñîõðàíÿëàñü íà âñåõ èññëåäóåìûõ âðåìåí-
í*ûõ ïðîìåæóòêàõ.

Ê î í ö å í ò ð à ö è ÿ Ì Ñ Ê, î ï ò è ì à ë ü í à ÿ ä ë ÿ ï î -
ñ å â à. Êàê âèäíî èç ïðåäñòàâëåííûõ äàííûõ (òàáë. 2;
ðèñ. 3), ñ ïîâûøåíèåì êîíöåíòðàöèè ÌÑÊ â ñðåäå ïðè
ïîñåâå ïðîèñõîäèò ëèíåéíûé ðîñò ÷èñëà ïðèêðåïèâøèõ-
ñÿ ê ìàòðèöå êëåòîê, íî òîëüêî äî îïðåäåëåííîãî óðîâíÿ.
Ïðè èñõîäíîì ÷èñëå êëåòîê áîëåå 2.0�106 çíà÷èìîãî óâå-
ëè÷åíèÿ ÷èñëà ïðèêðåïèâøèõñÿ êëåòîê íå ïðîèñõîäèò.
Òàêèì îáðàçîì, îïòèìàëüíûì ÷èñëîì ÌÑÊ â êëåòî÷íîé
ñóñïåíçèè, èñïîëüçóåìîé äëÿ ïîñåâà êëåòîê, ÿâëÿåòñÿ
2.0�106 íà 1 ñì äëèíû ìàòðèöû. Ýôôåêòèâíîñòü çàñåâà-
íèÿ ïðè ýòîì ñîñòàâëÿåò 63 %.

È í ò å ã ð à ö è ÿ Ì Ñ Ê ñ ì à ò ð è ö å é ï î ñ ë å ñ ò à -
ò è ÷ í î ã î ï î ñ å â à è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ â ñ ò à ò è ÷ -
í û õ ó ñ ë î â è ÿ õ. Â ðåçóëüòàòå ïàññèâíîãî ïîñåâà, âû-
ïîëíåííîãî íàíåñåíèåì ñóñïåíçèè ÌÑÊ íà ìàòðèöó, íå
ïðîèñõîäèò ðàâíîìåðíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê. ×åðåç
1 ñóò áîëüøàÿ ÷àñòü êëåòîê ðàñïîëàãàåòñÿ îòäåëüíûìè
ëîêóñàìè áåç ñóùåñòâåííîãî ïðîíèêíîâåíèÿ â ãëóáü
ñòåíêè ãðàôòà (ðèñ. 4, à). Ñ óâåëè÷åíèåì âðåìåíè íå ïðî-
èñõîäèò ðàñïðîñòðàíåíèÿ êëåòîê â îáúåìå ìàòðèöû

(ðèñ. 4, á). ×åðåç 7 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ âíóòðåííÿÿ è â
áîëüøåé ñòåïåíè íàðóæíàÿ ïîâåðõíîñòè ãðàôòà íåðàâíî-
ìåðíî ïîêðûòû ÌÑÊ áåç ïðîíèêíîâåíèÿ â ãëóáü ñòåíêè
ìàòðèöû (ðèñ. 4, â).

È í ò å ã ð à ö è ÿ Ì Ñ Ê ñ ì à ò ð è ö å é ï î ñ ë å â à ê ó -
ó ì í î ã î ï î ñ å â à è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ â ñ ò à ò è ÷ -
í û õ ó ñ ë î â è ÿ õ. Ïðè ïîñåâå ÌÑÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì âà-
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Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòü ÷èñëà ÌÑÊ, ïðèêðåïèâøèõñÿ ê ìàòðèöå
(Nàäã), îò èõ ÷èñëà ïðè ïîñåâå (Nèñõ).

Nàäã ðàññ÷èòûâàëè âû÷èòàíèåì èç îáùåãî ÷èñëà ïîñåÿííûõ êëåòîê ÷èñ-
ëà íåôèêñèðîâàííûõ ÌÑÊ â èñõîäíîé ñðåäå è èõ ÷èñëà â ïðîìûâî÷íîé

ñðåäå.

Ðèñ. 4. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê â ìàòðèöå ïðè ðàçíûõ ñïîñîáàõ èõ ïîñåâà: ïàññèâíîãî (à—â), ôèëüòðàöèîííîãî (ã—å) è âàêóóìíîãî
(æ—è).

Ðàñïðåäåëåíèå ÌÑÊ ÷åðåç 1 (à, ã, æ), 3 (á, ä, ç) è 7 (â, å, è) ñóò. Ôëóîðåñöåíòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ. ßäðà êëåòîê îêðàøåíû DAPI. Îá. 2.5�.



êóóìà êëåòêè ðàñïðåäåëèëèñü â îñíîâíîì íà âíåøíåé ïî-
âåðõíîñòè ìàòðèöû îòäåëüíûìè êëàñòåðàìè áåç
çíà÷èìîãî ïðîíèêíîâåíèÿ âíóòðü (ðèñ. 4, æ). ×åðåç 3 ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðîèñõîäèò ïîñòåïåííîå ðàñïðîñòðàíå-
íèå êëåòîê ïî âíåøíåé ïîâåðõíîñòè ãðàôòà ñ íåçíà÷è-
òåëüíîé èíâàçèåé âãëóáü (ðèñ. 4, ç). Çíà÷èìîãî óëó÷øå-
íèÿ ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê â ñòîðîíó ðàâíîìåðíîñòè è
ïðîíèêíîâåíèÿ â îáúåì ìàòðèöû ÷åðåç 7 ñóò òàêæå íå
ïðîèñõîäèò (ðèñ. 4, è).

È í ò å ã ð à ö è ÿ Ì Ñ Ê ñ ì à ò ð è ö å é ï î ñ ë å ô è ë ü -
ò ð à ö è î í í î ã î ï î ñ å â à è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ â
ñ ò à ò è ÷ í û õ ó ñ ë î â è ÿ õ. Ïðè ïîñåâå ôèëüòðàöèîííûì
ìåòîäîì, â õîäå êîòîðîãî ñòåíêà ìàòðèöû èãðàëà ðîëü
ñâîåîáðàçíîãî ôèëüòðà äëÿ êëåòîê, ïðîèñõîäèò ñóùåñò-
âåííîå ðàñïðåäåëåíèå ÌÑÊ â îáúåìå ïðîòåçà. ×åðåç 1 ñóò
ðåãèñòðèðîâàëè ôîðìèðîâàíèå ãðàäèåíòà ïëîòíîñòè êëå-
òîê îò ìàêñèìàëüíîé íà âíóòðåííåé ïîâåðõíîñòè äî ìè-
íèìàëüíîé íà âíåøíåé ïîâåðõíîñòè ãðàôòà (ðèñ. 4, ã).
Ïîñòåïåííî, ÷åðåç 3 ñóò, ñíèæàåòñÿ ðàçíèöà ðàñïðåäåëå-
íèÿ êëåòîê ïî ïëîòíîñòè â òîëùå ìàòðèöû (ðèñ. 4, ä), à
÷åðåç 7 ñóò ñôîðìèðîâàííûé âíà÷àëå ãðàäèåíò ïëîòíîñòè
ïðàêòè÷åñêè íèâåëèðóåòñÿ çà ñ÷åò óâåëè÷åíèÿ êîëè÷åñòâà
êëåòîê íà ïåðèôåðèè ñòåíêè ìàòðèöû (ðèñ. 4, å).

È í ò å ã ð à ö è ÿ Ì Ñ Ê ñ ì à ò ð è ö å é ï î ñ ë å ô è ë ü -
ò ð à ö è î í í î ã î ï î ñ å â à è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ â
ä è í à ì è ÷ å ñ ê è õ ó ñ ë î â è ÿ õ. Êóëüòèâèðîâàíèå â äèíà-
ìè÷åñêèõ óñëîâèÿõ ïðèâîäèò ê îäíîðîäíîìó ðàñïðåäåëå-

íèþ ÌÑÊ â ñòåíêå ìàòðèöû. Ïîñëå 7-ñóòî÷íîãî
âîçäåéñòâèÿ ïóëüñîâîé âîëíû â ðåæèìf[ I è II íà âíóòðåí-
íåé ïîâåðõíîñòè ãðàôòà îïðåäåëÿåòñÿ ðîâíûé ñëîé êëå-
òîê, ñòåíêà ìàòðèöû ðàâíîìåðíî çàñåëåíà êëåòêàìè, à îá-
ðàçîâàííûé èìè âíåøíèé êîíòóð èìååò ãëàäêóþ ñòðóêòó-
ðó. Ïðè ýòîì çíà÷èìîé ðàçíèöû â ðàñïðåäåëåíèè êëåòîê
ìåæäó ðåæèìàìè I è II íå íàáëþäàëè (ðèñ. 5, à, á). Ïðè
óâåëè÷åíèè ïðîäîëæèòåëüíîñòè êóëüòèâèðîâàíèÿ â ðå-
æèìå III ðàâíîìåðíîå ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ñîïðîâîæäà-
åòñÿ óâåëè÷åíèåì èõ êîëè÷åñòâà (ðèñ. 5, â). ×åðåç 14 ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ òîëüêî â óñëîâèÿõ ïóëüñèðóþùåé âîë-
íû (ðåæèì IV) òàêæå îòìå÷åíî ðàâíîìåðíîå ðàñïðåäåëå-
íèå êëåòîê ñ âûñîêîé ïëîòíîñòüþ ðàñïîëîæåíèÿ â îáúåìå
ìàòðèöû. Ìàêñèìàëüíîå êîëè÷åñòâî êëåòîê ðåãèñòðèðî-
âàëè íà âíóòðåííåé ïîâåðõíîñòè ìàòðèöû (ðèñ. 6, à).
Ãðàôò, èíêóáèðîâàííûé â ñòàòè÷íûõ óñëîâèÿõ ïîñëå
ôèëüòðàöèîííîãî ñïîñîáà ïîñåâà, õàðàêòåðèçóåòñÿ ìåíü-
øåé ïëîòíîñòüþ ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê, â òîì ÷èñëå áåç
îáðàçîâàíèÿ íàñûùåííîãî êëåòêàìè âíóòðåííåãî ñëîÿ
(ðèñ. 6, á).

Èòàê, ïðîâåäåííîå èññëåäîâàíèå in vitro ïîêàçàëî
áèîëîãè÷åñêóþ ñîâìåñòèìîñòü òðóá÷àòîé ìàòðèöû èç
ÏËÀ. Ïîêàçàíî, ÷òî áîëüøàÿ ÷àñòü ÌÑÊ èç ÆÒ ïðèêðåï-
ëÿåòñÿ ê ìàòðèöå â òå÷åíèå ïåðâîãî ÷àñà. Îïòèìàëüíîå
êîëè÷åñòâî êëåòîê, íåîáõîäèìîå äëÿ çàñåâàíèÿ ìàòðèöû,
ñîñòàâëÿåò 2.0�106 íà 1 ñì åå äëèíû. Ìåòîäèêà ïàññèâíî-
ãî ïîñåâà íå ñïîñîáñòâóåò äîñòàòî÷íîìó è ðàâíîìåðíîìó

284 Ã. È. Ïîïîâ è äð.

Ðèñ. 5. Ðàñïðåäåëåíèå ÌÑÊ â ìàòðèöå ïðè ðàçíûõ ðåæèìàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

à — êóëüòèâèðîâàíèå 5 ñóò â äèíàìè÷åñêèõ è 2 ñóò â ñòàòè÷íûõ óñëîâèÿõ (ðåæèì I), á — 7 ñóò â äèíàìè÷åñêèõ è 7 ñóò â ñòàòè÷íûõ óñëîâèÿõ (ðå-
æèì III), â — 7 ñóò â äèíàìè÷åñêèõ óñëîâèÿõ (ðåæèì II). Îá. 2.5�.

Ðèñ. 6. Ðàñïðåäåëåíèå ÌÑÊ â ìàòðèöå ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â òå÷åíèå 14 ñóò â äèíàìè÷åñêèõ (ðåæèì IV) (à) èëè ñòàòè÷íûõ (á)
óñëîâèÿõ. Îá. 10�.



ðàñïðåäåëåíèþ êëåòîê â îáúåìå ìàòðèöû. Â ðåçóëüòàòå
âàêóóìíîãî ïîñåâà áîëüøèíñòâî êëåòîê ðàñïðåäåëÿåòñÿ
íà âíåøíåé ïîâåðõíîñòè ìàòðèöû. Èíòåãðàöèÿ êëåòîê ñ
ìàòðèöåé ïîñëå ôèëüòðàöèîííîãî ñïîñîáà ïîñåâà, â õîäå
êîòîðîãî ñòåíêà ìàòðèöû âûñòóïàåò â ðîëè ñâîåîáðàçíî-
ãî ôèëüòðà, ÿâëÿåòñÿ îïòèìàëüíûì òåõíîëîãè÷åñêèì ðå-
øåíèåì. Òàêîé ìåòîä ïîçâîëÿåò ðåøèòü ïðîáëåìó ðàâ-
íîìåðíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê â îáúåìå ìàòðèöû.
Â ðåçóëüòàòå âîçäåéñòâèÿ ïîñòîÿííîé ïóëüñîâîé âîëíû â
ðàçðàáîòàííîì áèîðåàêòîðå ïðîèñõîäèò åùå áîëüøåå
ðàñïðåäåëåíèå ÌÑÊ â ìàòðèöå. Ïðè ýòîì ïëîòíîñòü êëå-
òî÷íîãî ñëîÿ íàïðÿìóþ çàâèñèò îò âðåìåíè êóëüòèâèðî-
âàíèÿ. Òàêèì îáðàçîì, ñîâîêóïíîñòü ôèëüòðàöèîííîãî
ñïîñîáà ïîñåâà êëåòîê íà ìàòðèöó è äèíàìè÷åñêîãî êóëü-
òèâèðîâàíèÿ îêàçàëàñü íàèáîëåå ýôôåêòèâíîé è ïðèãîä-
íîé äëÿ äàëüíåéøåé ðàçðàáîòêè ÒÈÑÈ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-33-00003).
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Technological problems associated with a lack of venous material for bypass operations still exist in the
modern cardiovascular surgery. Therefore, the problem of developing small-diameter vascular grafts, ensuring
stable patency has particular interest. The possible solution is the creation of a tissue-engineered vascular im-
plant (TEVI) based on a biodegradable polymer scaffold. As structural and functional features of the scaffold,
cell integration and cultivation on the matrix are the key processes in the development of TEVI. The aim of this
researh is to identify the optimal method of mesenchymal stem cells integration and cultivation on the tubular
biodegradable matrix from L-polylactide. Comparison of static, vacuum, filtration methods of cell integration
and mathing static, dynamic methods of cultivation were made. The proposed method of combining filtration
method of cell integration and dynamic cultivation has proved its higher efficiency and is suitable for further
development of TEVI.

Key words: mesenchymal stem cells, atrix, L-polylactide, tissue engineering.
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