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ческого анализа. Жизнеспособность клеток на каркасе определяли при проведении колориметрического теста с 
МТТ-реагентом.

Ключевые слова: децеллюляризация, рецеллюляризация, сердце, стволовые клетки, тканевая инженерия.

A. S. SOTNICHENKO1,2, A. A. SlAVINSKy1, I. V. GIlEVICH2, E. V. KUEVDA2,  
I. S. GUMENyUK2, E. A. GUBAREVA2, P. MACCHIARINI2

проведенного оперативного вмешательства, что, 
несомненно, свидетельствует в пользу его высо-
кой эффективности. 

Таким образом, можно сделать следующие 
вывод:

1. Раздельная закрытая геморроидэктомия по 
Селиванову сопровождается ранней редукцией 
отека стенки прямой кишки, увеличивается ско-
рость артериального кровотока в терминальном 
отделе прямой кишки, после операции интенсивно 
восстанавливаются сосудистые взаимоотноше-
ния, что ускоряет процессы заживления без ущер-
ба для радикальности операции.

2. УЗ-допплерография является информатив-
ным методом, позволяющим выявить изменения 
в ангиоархитектонике терминального отдела пря-
мой кишки.
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Сердечно-сосудистые заболевания ‒ основ-
ная причина инвалидизации и преждевремен-
ной смерти жителей экономически развитых 
стран. Рост заболеваемости, поражение людей 
всё более молодого возраста делают эти болез-
ни важнейшей медико-социальной проблемой 
здравоохранения [5, 9]. Хроническая сердеч-
ная недостаточность ‒ одно из самых частых 
осложнений заболеваний сердечно-сосудистой 
системы [4]. Количество больных, которые до-
стигают терминальной стадии сердечной недо-
статочности, постоянно растет. Ортотопическая 
трансплантация сердца ‒ единственный ради-
кальный хирургический метод лечения больных 
в терминальной стадии сердечной недостаточ-
ности [1]. Каждый год в мире, по данным ВОЗ, 
проводится более 5400 операций по пересадке 
сердца. Тем не менее органная транспланта-
ция, достоинством которой, несомненно, явля-
ются технически отработанная методика и ее 
широкое внедрение в клиническую практику, 
имеет ряд недостатков, таких как острая не-
хватка донорских органов, трудности их транс-
портировки, сложность и экстренный характер 
подобных операций, развитие реакций оттор-
жения, болезни «трансплантат против хозяи-
на», возможность развития инфекционных ос-
ложнений, а также необходимость пожизненной 
иммуносупрессивной терапии [2, 8]. Выход из 
сложившейся ситуации представляется в со-
здании искусственного органа методами ткане-
вой инженерии.

Тканевая инженерия ‒ молодая отрасль ме-
дицинских наук, разрабатывающая проблему 
создания биоинженерных органов. На сегод-
няшний день стратегии тканевой инженерии та-
ковы: 1) отбор и культивирование собственных 
или донорских стволовых клеток; 2) разработка 
специального носителя для клеток (матрицы) 
на основе биосовместимых материалов; 3) на-
несение культуры клеток на матрицу и размно-
жение клеток в биореакторе со специальными 
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условиями культивирования; 4) непосредствен-
ное внедрение тканеинженерной конструкции в 
область пораженного органа или предваритель-
ное размещение в области, хорошо снабжае-
мой кровью, для дозревания и формирования 
микроциркуляции внутри конструкции (префаб-
рикация) [10, 11].

Для создания подходящего каркаса биоинже-
нерного сердца необходимо воссоздание струк-
туры, сходной с нативной, с развитой сосудистой 
сетью; способность клеток, используемых при ре-
целлюляризации каркаса дифференцироваться 
во все паренхиматозные и сосудистые структуры 
органа; наличие возможности управления микро-
окружением клеток для воздействия на их физио-
логию и функции; а также возможность управле-
ния дифференцировкой и созреванием клеток in 
vitrо [12].

В современной научной литературе морфо-
логические свойства децеллюляризированных 
матриксов сердца и механизмы их взаимодейс-
твия со стволовыми клетками представлены не 
в полной мере. Всесторонняя морфологическая 
оценка получаемых биоинженерных конструкций 
позволит расширить наши представления о со-
ставе и строении децеллюляризированных мат-
риксов, аспектах дифференцировки стволовых 
клеток и их взаимодействия с тканеинженерны-
ми каркасами.

Материалы и методы исследования
Эксперименты в лаборатории Международ-

ного научно-исследовательского клинико-об-
разовательного центра регенеративной ме-
дицины на базе Кубанского государственного 
медицинского университета проводили после 
одобрения протоколов исследования локаль-
ным этическим комитетом. Децеллюляризация 
сердец 20 взрослых беспородных крыс-сам-
цов весом 220±35 г проводилась по описанной 
нами ранее методике [3, 7]. Для рецеллюляри-
зации сердечного матрикса были использованы  
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мезенхимальные мультипотентные стромаль-
ные клетки (ММСК), полученные по стандартно-
му протоколу [6]. 

MTT-тест (колориметрический анализ)
Колориметрический анализ с 3-4,5-диметил-

тиазол-2-ил-2,5-дифенилтераразолом (MTT-
тест, Cell Proliferation kit I, «Roche», Австралия) 
был использован для определения жизнеспо-
собности клеток, засеянных на децеллюляри-
зированный каркас сердца крысы. После 50 ч 
инкубации ММСК в 96-луночном планшете на 
каркасе сердца в каждую лунку добавляли по  
50 мкл субстрата МТТ и инкубировали в течение 
4 ч при 37° С, затем по 500 мкл 10%-ного раство-
ра додецилсульфата натрия (SDS) в 0,01 М HCl 
и инкубировали в течение ночи при 37° С. Об-
разцы переносили в другой 96-луночный план-
шет и производили колориметрический анализ 
с помощью спектрофотометра («SpectraMax 
250», «Molecular Devices», США).

Рецеллюляризация целого органа
Децеллюляризированные сердца помеща-

ли в биореактор («Harvard Apparatus», США) и 
стерилизовали путем ретроградной перфузии 
через аорту 10%-ным этанолом в фосфатном 
буфере в течение 15 минут, затем трижды в 
течение 60 минут перфузировали раствором 
фосфатного буфера («Gibco», Англия), со-
державшим 1%-ный раствор антибиотика-ан-
тимикотика. И, наконец, перфузировали куль-
туральной средой для ММСК в течение трех 
часов. Затем вводили клеточную суспензию:  
20 млн. клеток растворяли в 200 мл культураль-
ной среды и вводили со скоростью 0,5 мл/мин  
в аорту. Смену среды производили каждые 2 
дня. Общая продолжительность рецеллюляри-
зации составляла от 7 до 18 дней. 

Морфологический анализ
Образцы рецеллюляризированных сер-

дец фиксировали в 10%-ном нейтральном 
забуференном формалине, дегидратировали 
и заключали в парафин автоматическим ме-
тодом, далее получали парафиновые срезы 
толщиной 5 мкм. С целью гистологической 
оценки препаратов проводили окрашивание 
срезов гематоксилином и эозином («Histolab», 
Швеция). Также нами был проведен иммуно-
гистохимический анализ. В качестве первич-
ных были выбраны поликлональные антитела 
к MHC I типа (ab22367 Abcam, Англия), ki-67 
(ab16667 Abcam, Англия), VEGF (ab46154 
Abcam, Англия), фактору фон Виллебранда 
(ab46154 Abcam, Англия), α-гладкомышечному 
актину (ab3280 Abcam, Англия), коннексину  
43 (ab11370 Abcam, Англия).

Результаты исследования и их обсуждение
Для проведения рецеллюляризации были вы-

браны ММСК в связи с высокой доступностью и 
безопасностью клеточных ресурсов, а также воз-
можностью оценить способность децеллюляри-
зированного каркаса сердца специфически вли-
ять на индукцию дифференцировки клеток. Нами 
учитывалось и то, что выбранные клетки должны 
быть выделены в большом количестве во взрос-
лом организме, так как в будущем подобная ме-
тодика создания тканеинженерного сердца может 
быть транслирована для исследований на круп-
ных лабораторных животных.

Рецеллюляризацию матрикса производили 
двумя способами. На начальном этапе децел-
люляризированные образцы размером до 8 мм 
в диаметре статично засеивали в культуральных 
планшетах в течение 3 дней для последующего 
проведения гистологического анализа, МТТ-тес-
та. Это не требовало использования большого 
числа клеток, но позволило получить необходи-
мые данные о клеточной адгезии к матриксу и его 
цитотоксичности. Далее децеллюляризирован-
ный каркас рецеллюляризировали полностью с 
применением методики интравазального введе-
ния клеточной суспензии для получения структу-
ры, подобной нативному органу, с последующей 
ее морфологической оценкой, анализом распре-
деления ММСК внутри каркаса сердца и его влия-
ния на индукцию клеточной дифференцировки.

При окрашивании гематоксилином и эозином 
статично рецеллюляризированных в течение  
3 дней образцов было установлено, что клет-
ки прикрепились к каркасу, образовав на нем  
1–2 слоя, без миграции в толщу образца (данные 
не представлены).

МТТ-тест ‒ колориметрический метод опре-
деления жизнеспособности клеточных структур, 
основанный на способности дегидрогеназ живых 
клеток изменять качественный состав и окраску 
реагентов, проведенный после рецеллюляри-
зации матрикса сердца, показал наличие живых 
клеток на рецеллюляризированном сердечном 
матриксе и метаболической активности в них 
(рис. 1). В негативных контролях образования 
МТТ-формазана не происходило.

После экспериментов по статичной рецеллю-
ляризации начинали рецеллюляризацию каркаса 
целого органа в биореакторе, время которой со-
ставляло от 1 до 3 недель. В первые дни рецел-
люляризации сердце приобретало нежно-розовый 
цвет за счет окрашивания каркаса культураль-
ной средой, содержащей клетки, но оставалось 
прозрачным. Однако по мере культивирования 
рецеллюляризированного каркаса сердца в био-
реакторе он становился все менее прозрачным,  
приобретая «мясистый» оттенок к концу первой 
недели (рис. 2).
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Окраска микропрепаратов рецеллюляри-
зированного сердца крысы гематоксилином и  
эозином, проведенная после интравазальной 
рецеллюляризации целого органа перфузион-
ным методом, показала, что клетки способны 
заселять все камеры сердца. Они образовыва-
ли 1–2 слоя на внутренней поверхности всех ка-
мер и перегородки сердца, на базальной мемб-
ране коронарных сосудов, а также мигрировали 
внутрь стенки каркаса, располагаясь в ней диф-
фузно (рис. 3).

По результатам проведенных исследований 
было предположено, что, во-первых, клетки ока-

зались способными прикрепиться к полученному 
матриксу, во-вторых, каркас не обладает цитоток-
сическим действием на мезенхимальные муль-
типотентные стромальные клетки, и, в-третьих, 
клетки остаются жизнеспособными и сохраняют 
свою метаболическую активность при культиви-
ровании на каркасе.

Иммуногистохимический анализ рецеллюля-
ризированного каркаса проводили с целью опре-
деления влияния матрикса на пролиферативную 
способность клеток. Ввиду того что в процессе 
рецеллюляризации не использовали факторы 
роста и дифференцировочные среды, было  

Рис. 1. Оценка жизнеспособности ММСК, засеянных на децеллюляризированный каркас сердца крысы. 
МТТ-тест. **** – P < 0,0001

Рис. 2. Сердце крысы после рецеллюляризации. Биореактор

С
ве

то
по

гл
ощ

ен
ие

 п
ри

 д
ли

не
 в

ол
ны

 5
70

 н
м

Рецеллюляризированное
сердце

Контроль



144

Ку
ба

нс
ки

й 
на

уч
ны

й 
м

ед
иц

ин
ск

ий
 в

ес
тн

ик
 №

 2
 (1

51
) 2

01
5 

Рис. 4. Рецеллюляризированное сердце крысы. Иммуногистохимическая реакция (обозначена стрелками)  
с антителами MHC I (А), ki–67 (Б), VEGF (В), фактору фон Виллебранда (Г), α-гладкомышечному актину (Д),  

коннексину 43 (Е). Увеличение: А–В об. х10, ок. х10; Г–Е об. х40, ок. х10

Рис. 3. Рецеллюляризированное сердце крысы. А – ММСК в толще стромы сердца (стрелки).  
Б – ММСК в 1–2 слоя выстилают внутреннюю поверхность коронарной артерии (стрелки).  

Гематоксилин и эозин.  Увеличение: об. х40, ок х10
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оценено влияние децеллюляризированного 
матрикса на возможность спонтанной диффе-
ренцировки ММСК в более зрелые клеточные 
линии.

Так, при помощи иммуногистохимического 
исследования была выявлена положительная 
реакция клеток с антителами к поверхностному 
антигену всех соматических клеток MHC I типа 
(рис. 4 А). Обнаруженные клетки в рецеллюля-
ризированном матриксе обладали пролифера-
тивной активностью, что доказывало наличие 
флуоресценции клеточных ядер с антителами к 
маркеру пролиферации ‒ Кi-67 (индекс проли-
ферации составил 10%; рис. 4 Б). Кроме того, 
в рецеллюляризированном внеклеточном мат-
риксе, а также в некоторых клетках была обна-
ружена положительная экспрессия эндотели-
ального фактора роста сосудов ‒ VEGF (рис. 
4 В,). Ряд клеток имел позитивную реакцию с 
фактором фон Виллебранда, что говорит о по-
тенциальной возможности образования в ре-
целлюляризированном матриксе новых сосудов 
и дифференцировке ММСК в эндотелиальные 
клетки (рис. 4 Г).

Потенциальная способность к мышечной диф-
ференцировке ММСК после культивирования на 
децеллюляризированном матриксе подтвержда-
лась положительной реакцией клеток с антитела-
ми к сократительному белку α-гладкомышечному 
актину и коннексину-43 ‒ основному коннексину 
щелевых контактов в сердце, играющему крити-
ческую роль в эмбриональном развитии сердеч-
ной мышечной ткани (рис. 4 Д, Е).

Таким образом, результаты рецеллюляриза-
ции предварительно децеллюляризированно-
го сердца крысы показывают, что получаемый 
каркас не является токсичным для клеток. Ис-
пользованные нами мезенхимальные мульти-
потентные стромальные клетки являются ство-
ловыми клетками, имеющимися во взрослом 
организме в постнатальный период. Эти клетки 
имеют меньший, чем у эмбриональных стволо-
вых клеток, дифференцировочный потенциал. 
Тем не менее иммуногистохимический анализ 
показал возможность эндотелиальной и мы-
шечной дифференцировки мезенхимальных 
мультипотентных стромальных клеток, засеян-
ных на децеллюляризированный при помощи 
модифицированного детергент-энзиматическо-
го протокола каркас сердца крысы.
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