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РЕГЕНЕРАТИВНАЯ МЕДИЦИНА И КЛЕТОЧНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ

ВВЕДЕНИЕ
Регенеративная (восстановительная) медицина – 

это обобщенный термин для обозначения различ-
ных терапевтических и хирургических клеточных 
технологий (organ regeneration and tissue enginee-
ring), направленных на частичную или полную ком-
пенсацию функций поврежденных или утраченных 
органов (тканей) [1–3]. В регенеративной медицине 
выделяют два основных направления.

Одно из них – регенеративная клеточная (или 
просто клеточная) терапия связана со стимулирова-
нием клеточной / тканевой регенерации (cell-based 
tissue regeneration) с помощью трансплантации 
стволовых клеток или их ассоциатов с соматиче-
скими клетками [4–6].

Второе направление, которое и является пред-
метом настоящей статьи, заключается в восстанов-
лении целостности и функций тканей и органов с 
помощью так называемых биоискусственных (тка-
неинженерных) конструкций (ТИК) (biomaterial-
based tissue regeneration), включающих в себя сле-
дующие компоненты [7]:
1) клетки, способные формировать функциониру-

ющий внеклеточный матрикс;
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2) подходящий биодеградируемый носитель (мат-
рикс) для трансплантации клеток;

3) биоактивные молекулы (цитокины, факторы 
роста), которые оказывают биостимулирующее 
действие на клетки поврежденной ткани.
В качестве клеточной компоненты [2–7] исполь-

зуют клетки различных типов и разного происхож-
дения, включая эмбриональные прогениторные 
клетки (клетки-предшественники), мультипотент-
ные мезенхимальные стволовые клетки (ММСК) и 
дифференцированные (специализированные, тка-
неспецифические) клетки. Аутологичные или ал-
логенные дифференцированные клетки получают с 
помощью биопсии, культивируют in vitro и транс-
плантируют в место повреждения.

Технологии тканевой и регенеративной медици-
ны можно разделить на три группы:
 – биостимуляция регенерации тканей пациента с 
помощью биоактивных материалов;

 – клеточная терапия – использование стволовых 
клеток или сигнальных биомолекул для стиму-
ляции процессов регенерации тканей;

 – тканевая инженерия – тканеинженерные конс-
трукции органов и тканей.
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В свою очередь, тканеинженерные конструкции 
(ТИК) делятся на два принципиально разных вида 
медицинских продуктов:
– имплантаты из «нежизнеспособных» биологи-

ческих тканей, к которым, например, относятся 
биоклапаны сердца, биопротезы кровеносных 
сосудов – медицинские изделия;

– системы, состоящие из биостабильного или 
биодеградируемого матрикса, жизнедеятельных 
стволовых или тканеспецифических аутологич-
ных или аллогенных клеток и (или) биоактивных 
молекул (цитокины, факторы роста и др.) – кле-
точные продукты.
Немного о разнице между тканевой инженерией 

и регенеративной медициной, которые часто упот-
ребляют как синонимы. Тканевая инженерия вклю-
чает в себя тканеинженерные конструкции, либо 
совсем не содержащие клеток, либо содержащие 
тканеспецифические (т. е. дифференцированные) 
клетки. Данное направление работ относится к 
технологиям заместительной медицины. Регенера-
тивная медицина имеет дело с тканеинженерными 
конструкциями, содержащими стволовые клетки и 
(или) биомолекулы. К ним же относятся ТИК, в ко-
торых клеточная компонента состоит из тканеспе-
цифических и стволовых клеток. Соответствующие 
биомедицинские клеточные технологии относятся к 
технологиям регенеративной медицины.

Анализ полученных в ФНЦТИО им. академика 
В.И. Шумакова результатов по разработке ТИК как 
клеточных продуктов, а именно, тканеинженерных 
конструкций хрящевой ткани, печени и поджелу-
дочной железы, и является основным содержанием 
данной статьи.

РАЗРАБОТКА ТРЕХМЕРНЫХ МАТРИКСОВ 
ДЛЯ ТКАНЕИНЖЕНЕРНЫХ КОНСТРУКЦИЙ

Наибольший интерес для тканеинженерных 
конструкций представляют трехмерные матриксы 
из биодеградируемых биологических или синтети-
ческих полимеров, для изготовления которых нами 
был привлечен целый ряд технологий [7–16]:

 – ультрадиспергирование;
 – выщелачивание;
 – гель-сублимация;

 – электроспиннинг;
 – биопринтирование;
 – сверхкритическая флюидная (СКФ) пластифика-
ция полимеров и их вспенивание.
Трехмерные биорезорбируемые пористые мат-

риксы являются каркасными элементами ТИК, 
обеспечивающими жизнедеятельность клеток в 
процессе формирования определенных типов жи-
вых тканей [8]. Они способствуют локализации кле-
ток в области имплантации, одновременно являясь 
их носителем, временно выполняющими функции 
естественного внеклеточного матрикса.

Так, сотрудниками Института прикладных 
лазерных и информационных технологий РАН 
(ИПЛИТ РАН) были получены разнообразные био-
резорбируемые матриксы на основе алифатических 
полиэфиров (в том числе и содержащие биоактив-
ные компоненты – гидроксиапатит, энзимы, факто-
ры роста и лекарственные препараты) с объемной 
пористостью вплоть до 70% [13].

Дальнейшее увеличение пористости (особенно 
важное для успешного решения задач инженерии 
биотканей) наталкивалось на определенные труд-
ности. Например, расширение СКФ пластифици-
рованной полимерной массы низкомолекулярных 
(до 20 кДа) полилактидов при сбросе давления ди-
оксида углерода в свободном объеме приводило к 
образованию большого количества замкнутых пор с 
невоспроизводимой от эксперимента к эксперимен-
ту внутренней структурой. В то же время подобная 
СКФ-обработка полилактидов с большей молеку-
лярной массой (и особенно их сополимеров на ос-
нове полилактогликолидов, имеющих существенно 
более высокую вязкость в пластифицированном с 
помощью ск-СО2 состоянии) вообще не позволяла 
получать финальную пористость выше 50–60 об.%.

В связи с этим, были проведены исследования, 
направленные на расширение максимального диапа-
зона пористости (вплоть до 90 об.%) с одновремен-
ным улучшением воспроизводимости параметров 
структуры и формы биорезорбируемых полимер-
ных систем требуемой архитектоники [17–19]. Для 
достижения поставленной цели был разработан ме-
тод, основанный на пластификации и вспенивании 
в ск-СО2 различных алифатических полиэфиров в 
пресс-форме, находящихся при атмосферном или 
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повышенном (до 6 МПа) давлении диоксида угле-
рода. Эксперименты проводили на ранее разрабо-
танной установке для сверхкритической флюидной 
экструзии, схема и общий вид которой приведена на 
рис. 1 [13].

В качестве исходных полимеров использовались 
аморфные D,L-полилактиды марки PURASORB 
PDL02 и PDL04 (приведенная вязкость 0,2 и 0,4 дл/г 
соответственно), а также сополимер полилактогли-
колида PDLG7502 (75% полилактида и 25% полигли-
колида, приведенная вязкость 0,2 дл/г) производства 
компании PURAC Biochem bv (Нидерланды). Диок-
сид углерода (марки ОСЧ, ГОСТ 8050-85) производс-
тва Балашихинского кислородного завода (г. Балаши-
ха, Московская обл.) использовался в экспериментах 
без какой-либо дополнительной очистки.

На рис. 2 представлена типичная микрофотогра-
фия срезов получаемых образцов.

Наличие радиального градиента плотности в 
образцах связано с особенностью выхода диоксида 
углерода из цилиндра, ограниченного газонепрони-
цаемыми тефлоновыми стенками. Более пористая 
центральная область образуется за счет коаксиаль-
ного потока выходящего газа. Следует отметить, 
что подобная неравномерность обратно связана с 
вязкостью смеси. Увеличение вязкости ведет к сни-
жению неравномерности радиального градиента 
плотности формируемого матрикса.

На рис. 3 приведены микрофотографии поли-
мерных матриксов из смеси полимеров PDL02 и 
PDL04 с пористостью порядка 80% (А) и 60% (Б) 
соответственно, которая может быть повышена до 
90% и более путем изменения скорости выхода газа 
из пластифицированного объема полимера.

В последние годы в качестве материалов, при-
меняемых в тканевой инженерии и регенеративной 
медицине для создания биодеградируемых 3D-мат-
риксов, все чаще стали использовать биополимеры. 
Замечу, что работы по созданию биорезорбируемых 
систем на основе биополимеров, основные предста-
вители которых перечислены в таблице, мы начали 
15 лет назад [20].

Биополимерные материалы или их композиции, 
содержащие биологически активные вещества, по 
сравнению с биодеградируемыми синтетически-
ми полимерами в наибольшей степени удовлет-
воряют основным требованиям, предъявляемым 
к матриксам в тканеинженерных конструкциях, 
таким как:
– биосовместимость изделия и продуктов его де-

струкции;
– наличие биостимулирующих свойств;
– возможность регулировать время биодеграда-

ции;
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Рис. 1. Принципиальная схема экспериментальной СКФ-установки для получения высокопористых полимерных мат-
риксов: 1 – реакционная камера (автоклав); 2 – ресивер; 3 – выпускное устройство с шаровым клапаном; 4 – насос 
высокого давления CO2; 5 – автоматический регулятор давления; 6 – блок управления нагревателем; 7 – термопара; 
8 – резистивный нагреватель; 9 – сапфировое окно для визуальных наблюдений

Рис. 2. Полимерный матрикс из смеси PDL02 и PDL04 
пористостью ~ 90%
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– способность к неоваскуляризации и неоиннерва-
ции;

– выполнение функции каркаса и питательной сре-
ды для клеточных компонентов тканеинженер-
ных конструкций;

– наличие адгезивных свойств к клеточным куль-
турам и стимулирование их пролиферации;

– возможность стерилизации без изменения меди-
ко-технических свойств конечного продукта.
Можно выделить две основные области приме-

нения биополимерных имплантатов в восстанови-
тельной и заместительной медицине:
– как самостоятельная имплантируемая система 

для замещения дефектов тканей, в том числе для 
стимулирования процессов регенерации собс-
твенных клеток пациента;

– в качестве системы доставки и временного кар-
каса для трансплантации клеток и создания тка-
неинженерных конструкций.
Однако при создании матриксов из биополимер-

ных материалов необходимо найти пути устранения 

таких недостатков, как высокая стоимость получе-
ния биополимеров, неудовлетворительная воспро-
изводимость их свойств, сложность обработки, 
плохая механическая прочность и для некоторых из 
них, например в случае коллагена, быстрое время 
биодеградации [8, 9].

Высокая потенциальная роль биополимеров в 
биомедицинских технологиях нашла отражение при 
описании сценария коммерциализации в США тех-
нологий регенеративной медицины в области тка-
невой инженерии и регенерации органов с 2000-го 
до 2060 г. [2], состоящая из следующих этапов:
 – 2000 г. – коммерциализация результатов иссле-
дований в области тканевой инженерии;

 – 2015 г. – полное замещение синтетических био-
деградируемых матриксов на матриксы из био-
логических полимеров;

 – 2025 г. – разработка промышленных технологий 
(масштабирование технологий) для культивиро-
вания аутологичных клеток и технологий ткане-
вой инженерии на их основе;

 – 2050 г. – разработка технологий конвертации ал-
логенного генотипа в аутологичный генотип;

 – 2060 г. – создание коммерческих банков для со-
здания и хранения биоискусственных органов 
(«запасных частей») для конкретного реципиента.
В 2000-х годах нами были разработаны имплан-

тируемые биоматериалы двух типов: гидрогелевые 
матриксы на основе компонентов внеклеточного 
матрикса сельскохозяйственных животных [16] и 
каркасные матриксы на основе бактериальных со-
полимеров [20]. Обе линейки матриксов разрешены 
к клиническому применению и нашли свою нишу в 
технологиях заместительной и регенеративной ме-
дицины [21–24]. Тем не менее остается актуальным 
поиск новых способов создания высокопористых 
(70÷90 об. %) 3D-матриксов, а также новых подхо-
дов к контролю и управлению их физико-химичес-
кими и биологическими свойствами.

A Б

Рис. 3. Пористые полимерные матриксы из смеси полимеров PDL02 и 04 с пористостью 80% (А) и 60% (Б)

Таблица
Биополимерные материалы, 

наиболее часто используемые в тканевой 
и регенеративной медицине

Наименование 
биополимера Источник

Альгинаты Полисахарид из бурых морских 
водорослей

Коллаген Белок внеклеточного матрикса
Желатин Термически денатурированный 

коллаген
Хитозан Производное хитина (раки, крабы, 

креветки)
Фиброин шелка Белок кокона
Спидроин Белок паутины
Гиалуроновая 
кислота

Компонент внеклеточного матрикса
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Тканеспецифические мелкодисперсные 
матриксы для ТИК хрящевой ткани

Если достаточную механическую прочность и 
пористую структуру матриксов для создания био-
инженерных конструкций твердых тканей (костной, 
хрящевой) можно легко обеспечить за счет подбора 
конструкционного материала и технологии его пе-
реработки, то проблему биоимитирования биоло-
гических и функциональных свойств каркаса ТИК 
решить значительно сложнее. Несмотря на то что 
существующие к настоящему времени матриксы 
для ТИК хрящевой ткани обладают достаточно вы-
сокой биосовместимостью, плотность мест связы-
вания клеток на их поверхности невелика, а микро-
окружение адгезированных клеток не обеспечивает 
комфортных условий для их роста, пролиферации и 
in vitro дифференцировки в случае иммобилизован-
ных стволовых клеток.

Одним из важных свойств, которыми должен об-
ладать матрикс, является его способность поддер-
живать адгезию и пролиферацию различных клеток 
органов и тканей. Многие материалы, включая син-
тетические полимеры, биокерамику, металлы, таки-
ми свойствами не обладают вследствие отсутствия 
взаимодействий с клетками по принципу лиганд–
рецептор [25].

Для придания поверхности матрикса свойств, 
способствующих специфическому взаимодейс-
твию с культивируемыми клетками, применяют 
различные методы модифицирования [26–29]. 
Наи большее распространение получила ковален-
тная иммобилизация биологически активных ве-
ществ (БАВ), в основном поли- и олигосахаридов, 
пептидов и белков, ответственных за адгезивные 
свойства, таких как RGD-пептид (Arg-Gly-Asp) и 
соединения на его основе [26, 30]. Помимо адге-
зионных пептидов на поверхности 3D-матриксов 
нередко иммобилизуют разнообразные факторы 
роста [31–33], а также сигнальные агенты, спо-
собствующие дифференциации клеток [34]. Тем 
не менее подходы к оптимизации взаимодействия 
3D-матриксов с клетками за счет прочной (кова-
лентной) фиксации на их поверхности БАВ не ли-
шены серьезных недостатков. Основным из них 
следует признать частичную или полную потерю 
иммобилизованными агентами своей активности в 
результате фиксации в непосредственной близости 
от поверхности [26]. Так, адсорбированный интер-
лейкин-1 стимулирует дифференциацию моноци-
тов, в то время как ковалентно-иммобилизованный 
эту способность утрачивает [35]. Другим спосо-
бом формирования на поверхности 3D-матриксов 
биоактивных покрытий может быть нековалентное 
взаимодействие между биоактивной молекулой 
и подложкой [20, 36–38]. Основным недостатком 
таких покрытий является их низкая устойчивость 

в условиях контакта с биологическими средами. 
Для улучшения их адгезионной стабильности при-
меняют обработку сшивающими агентами, что не-
редко отрицательно сказывается на биологической 
активности покрытий [28]. Кроме того, покрытия, 
основанные на адсорбции или ионном связывании 
с поверхностью матрикса, нельзя нагрузить БАВ 
в концентрации, обеспечивающей достаточное их 
функционирование.

На наш взгляд, перспективными для создания 
in situ ТИК хрящевой ткани могут быть тканеспеци-
фичные мелкодисперсные гранулы, полученные из 
хрящевых (коллагеноподобных) мембран, выделен-
ных из оболочки диафрагмы 3-месячных бычков и 
содержащих, главным образом, коллаген 2-го типа, 
основного белкового компонента хряща (рис. 4).

Ускоренные испытания биодеструкции образ-
цов трех фракций мелкодисперсного биоматрик-
са (МБМ) в модельной среде «фосфатный буфер 
(ФБ) + коллагеназа», показали, что в отличие от 
деструкции ФБ потеря массы всех фракций МБМ 
протекает с постоянной скоростью в течение всего 
времени эксперимента (7 суток). При изменении 
среднего размера частиц от 230 до 480 мкм и более 
потеря массы на 7-е сутки эксперимента составляет 
52,7 ± 2,8% для МБМ со средним размером частиц 
230 мкм; 39,4 ± 3,1% для МБМ со средним разме-
ром частиц 230–480 мкм и 33,2 ± 4,2% для МБМ 
со средним размером частиц 480–510 мкм. Заметим, 
что для нефракционированного образца аналогич-
ное значение равно 36,3 ± 4,5%.

Проведенные биологические исследования об-
разцов МБМ in vitro в соответствии с разработанной 
программой испытаний, соответствующей системе 
стандартов ГОСТ ИСО 10993 «Изделия медицинс-
кие. Оценка биологического действия медицинских 
изделий» для имплантируемых изделий» [39], пока-
зали соответствие всех образцов мелкодисперсного 
биоматрикса требованиям стандартов биологиче-
ской безопасности ГОСТ ИСО 10993.

Рис. 4. Микрофотография гранул МБМ в набухшем со-
стоянии со средним размером частиц от 230 до 480 мкм
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Исследование матриксных (функциональных) 
свойств биоматриксов по метаболической актив-
ности фибробластов мыши линии NIH 3Т3 на по-
верхности экспериментальных образцов мелкодис-
персных биоматриксов показало, что образцы всех 
трех фракций стимулируют процессы прикрепле-
ния и пролиферации клеток. Тем не менее самая 
мелкодисперсная фракция (МБМ со средним разме-
ром частиц 230 мкм) обеспечивает более интенсив-
ную и продолжительную пролиферацию клеточной 
культуры. Таким образом, полученные результаты 
по биостабильности, цитотоксичности и матрикс-
ным (функциональным) свойствам мелкодиспер-
сных биоматриксов позволяют прийти к заключе-
нию о перспективности применения разработанных 
мелкодисперсных биоматриксов для пластической 
хирургии и тканеинженерной конструкции хряща.

Микроструктурированные 
биополимерные гидрогелевые матриксы 
с антиоксидантной и антирадикальной 
активностью

Одним из важнейших аспектов развития иссле-
дований и технологий в области создания тканеин-
женерных конструкций (ТИК) для регенеративной 
медицины и трансплантологии является обеспече-
ние выживания и необходимых функциональных 
свойств клеток в составе ТИК.

В том числе необходимо учитывать немаловаж-
ное влияние различных биологически активных ве-
ществ, продуцируемых в организме в ходе ответной 
реакции, на имплантацию тканеинженерной конс-
трукции на жизнедеятельность ее клеточной ком-
поненты. Одним из явлений, наблюдаемых для ука-
занных состояний, является оксидативный стресс, 
характеризующийся, в первую очередь, высоким 
содержанием соединений, вступающих в реакции 
по свободно-радикальному механизму [40, 41]. 
К таким соединениям относятся, например, актив-
ные формы кислорода (АФК) – супероксид-анио-
на, пероксида водорода, гидроксильного радикала, 
пергидроксильного радикала и др. Свободные ради-
калы, накапливающиеся в клетке, способны оказы-
вать крайне негативное влияние в первую очередь 
на мембранные структуры, окисляя липиды мемб-
ран, содержащие ненасыщенные связи. Самые ак-
тивные свободные радикалы могут повреждать мо-
лекулы ДНК, вызывать окислительную деструкцию 
митохондрий.

В здоровом организме действие свободных ради-
калов нейтрализуется репаративной системой. Од-
нако при патологических состояниях ее активность 
снижается, и подавление оксидативного стресса ста-
новится возможным только при введении веществ с 
антиоксидантной и антирадикальной активностью. 

Вследствие вышесказанного нам представляется 
перспективным создание тканеинженерных конс-
трукций с включением в них компонентов с антиок-
сидантной и антирадикальной активностью.

В свете вышесказанного в качестве основы для 
создания биополимерного микроструктурирован-
ного гидрогелевого матрикса (БМГМ), содержа-
щего биологически активные субстанции с антира-
дикальной и антиоксидантной активностью, была 
выбрана композиция гетерогенного имплантируе-
мого геля из линейного ряда Сферо®ГЕЛЬ (произ-
водство ЗАО «БИОМИР сервис», Россия) со следу-
ющими характеристиками:
– средний размер микрочастиц – 145,79 ± 0,09;
– модуль упругости – 1170 ± 12 Па;
– модуль вязкости – 62,9 ± 7,9 Па;
– набухаемость – не ниже 86,6 ± 3,0 мас.%.

Среди большого количества антиоксидантов при-
родного и синтетического происхождения [41] нами 
был выбран дигидроквертицин (ДГК) – C15H12O7, как 
наиболее изученное соединение из класса флаво-
ноидов растительного происхождения. Ввиду уни-
кальности его свойств как перехватчика свободных 
радикалов и комплексообразователя ДГК относят к 
эталонным антиоксидантам. Антиоксидантная ак-
тивность ДГК, по некоторым данным, выше, чем у 
таких известных антиоксидантов, как α-токоферол, 
витамин С, бета-каротин, витамин Е [42, 43]. Кроме 
того, известно позитивное влияние ДГК на многие 
процессы в организме. Например, его сосудоукреп-
ляющее действие, ранозаживляющие свойства [44]. 
Весь спектр биологических свойств ДГК еще не 
исследован до конца, однако существуют данные о 
его влиянии на клеточные процессы, в частности на 
механизмы дифференцировки клеток [43–45].

Учитывая целый ряд проблем технологическо-
го характера при создании биополимерных мик-
роструктурированных гидрогелевых матриксов, 
обладающих антирадикальной и антиоксидантной 
активностью, решено было использовать липосо-
мальную форму дигидроквертицина [45], получен-
ного из древесины лиственницы сибирской и лист-
венницы даурской [46].

При изготовлении экспериментальных образцов 
биополимерных микроструктурированных гидроге-
левых матриксов, модифицированных дигидроквер-
тицином (БМГМ–ДГК), использовали липосомаль-
ную форму ДГК – антиоксидантно-фосфолипидный 
комплекс (ООО «Научная компания «Фламена», 
Россия), который вводили в объем гидрогеля мето-
дом высокоскоростного перемешивания. Антиокси-
дантно-фосфолипидный комплекс (АФК) содержит 
ДГК, инкапсулированный в наноразмерные липо-
сомы, что позволяет обеспечить стабильность его 
антиоксидантных свойств во времени и пролонги-
рованный эффект. Полученные экспериментальные 
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образцы БМГМ-АФК с концентрациями АФК – 1, 3 
и 5% оценивали по следующим основным показате-
лям физико-химических свойств:
– содержание действующего вещества;
– наличие и фракционный состав микросфер;
– стабильность фракционного состава во времени;
– оценка антиоксидантной активности ДГК;
– наличие остаточного количества растворителей;
– уровень рН;
– метаболическая активность фибробластов мыши 

линии NIH 3Т3 на поверхности БМГМ-АФК.
Контролем была культура клеток фибробластов 

той же линии и в той же посевной дозе, растущая в 
полной ростовой среде.

Сравнительный анализ показателя метаболичес-
кой активности образцов БМГМ-АФК в условиях 
данного эксперимента показал отсутствие ингиби-
рующего эффекта АФК при его концентрациях 3 и 
5%, в отличие от 1%, и наличие достоверной стиму-
ляции пролиферативной активности исследованной 
клеточной культуры при 5% АФК. Полученные пред-
варительные результаты позволяют надеяться на 
перспективность предложенного способа модифици-
рования биополимерных микроструктурированных 
гидрогелевых матриксов, направленного на улучше-
ние их функциональных (матриксных) свойств.

ТЕХНОЛОГИИ ТКАНЕВОЙ 
И РЕГЕНЕРАТИВНОЙ МЕДИЦИНЫ

Существует два основных подхода к созданию 
тканеинженерных конструкций (рис. 5). Первый 

связан с использованием специального устройства – 
биореактора, обеспечивающего условия для диффе-
ренциации и пролиферации клеток с последующим 
формированием тканевых структур (рис. 6).

Второй путь заключается в использовании в ка-
честве биореактора организма реципиента и при 
возможности формирование тканеинженерных 
конструкций in situ.

Тканеинженерная конструкция 
хрящевой ткани

В последнее время для получения эквивалента 
хрящевой ткани разрабатывают тканеинженерные 
конструкции с применением различных трехмер-
ных полимерных матриксов [47, 48].

Рис. 5. Формирование тканеинженерных конструкций с использованием биореактора или живого организма (in situ)

Рис. 6. Общий вид биореактора для тканевой инженерии, 
модель ORCA (Harvard Apparatus, США)
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В проведенных нами экспериментальных иссле-
дованиях в условиях in vivo и in vitro была доказа-
на перспективность данного подхода для форми-
рования тканеинженерной конструкции хрящевой 
ткани (ТИКХТ) в условиях in situ при импланта-
ции клеточно-инженерной конструкции хрящевой 
ткани (КИКХТ), состоящей из биополимерного 
микроструктурированого гидрогелевого матрикса 
(БМГМ) и мезенхимальных стромальных клеток 
жировой ткани человека (МСКЖТч) [49, 50].

Было доказано, что оптимальными условиями 
формирования ТИК ХТч in vitro являются хонд-
рогенная дифференцировка МСКЖТч в процессе 
культивирования непосредственно в БМГМ при 
плотности посева 2 × 106 кл/мл матрикса. При куль-
тивировании КИКХТ выбранного состава (БМГМ, 
МСКЖТч, хондрогенная среда) к 42-м суткам хон-
дрогенной дифференцировки наблюдали увеличе-
ние клеточной массы, прорастание клеток в толщу 
БМГМ и увеличение количества внеклеточного 
матрикса, вырабатываемое клетками. Клетки актив-

но пролиферировали и вырабатывали компоненты 
собственного внеклеточного матрикса, в частности, 
гликозаминогликаны (ГАГ) и коллаген 2-го типа, ко-
торые постепенно замещали резорбирующий гид-
рогелевый матрикс (фиолетовая окраска) к коллаге-
ну человека II типа, что может говорить о начале 
формирования in vitro тканеинженерной конструк-
ции ХТ (рис. 7).

Эксперименты in vivo подтвердили возможность 
формирования ТИК хрящевой ткани в месте под-
кожной имплантации клеточно-инженерной конс-
трукции хрящевой ткани. Через 28 суток в препара-
тах опытной группы наблюдали более выраженную 
по сравнению с предыдущим сроком наблюдения 
резорбцию биополимерного гидрогеля с замещени-
ем его рубцовой тканью (рис. 8, А). Фрагменты геля 
окружены гетерогенной клеточной массой с явным 
преобладанием фибробластоподобных клеток, в 
некоторых участках формирующих соединитель-
но-тканную капсулу. Выявлено прогрессивное уве-
личение массы коллагеновых волокон (рис. 8, Б) и 
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Рис. 7. Формирование ТИК хрящевой ткани из КИКХТ, состоящей из БМГМ и МСКЖТч, 42-е сутки хондрогенной 
дифференцировки: А – окрашивание на коллаген по методу Маллори (указано стрелками); Б – иммуногистохими-
ческое окрашивание антителами к коллагену человека II типа (показано стрелками); В – окрашивание альциановым 
синим на гликозаминогликаны (указано стрелками); Г – лакуноподобные структуры (изогенные группы клеток пока-
заны стрелками), окрашивание гематоксилином и эозином: 1 – МСКЖТч; 2 – БМГМ. ×200 [50]
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локальное сине-зеленое окрашивание, характерное 
для ГАГ. В отдельных участках имплантата встре-
чаются немногочисленные лакунообразные струк-
туры, характерные для хрящевой ткани (рис. 8, А). 
Можно предположить, что на более поздних сроках 
собственный внеклеточный матрикс ТИКХТ посте-
пенно заместит резорбирующийся временный био-
полимерный матрикс с образованием полностью 
биологической хрящевой ткани.

Тканеинженерная конструкция печени
В многочисленных работах для создания ТИК 

печени привлекают различной природы 2D- и 
3D-матриксы, включая децеллюляризованную пе-
чень, и клеточные компоненты из разных источ-
ников [51].

Проведенная серия исследований по созданию 
инъекционной тканеинженерной конструкции пе-
чени показала перспективность использования 
живого организма как биореактора для формиро-
вания in situ тканеинженерной конструкции пече-
ни [52–57]. КИК печени, состоящую из БМГМ и 
сокультивированных аллогенных клеток печени 
и МСК костного мозга крыс в соотношении 5:1 
(рис. 9), имплантировали в паренхиму печени 
крысы через 7 суток после завершения модели-
рования хронического токсического фиброзирую-
щего повреждения печени (затравка крыс CCl4 в 
течение 42 суток). На 7-е сутки после окончания 
затравки наблюдали четко выраженные признаки 
фиброза (появление ложных долек печени). В кон-
трольной группе крыс, которым вводили физиоло-
гический раствор, к 90-м суткам после окончания 
затравки наблюдали дальнейшее разрастание со-
единительной ткани и формирование внутридоль-
кового фиброза с циррозом печени к 180-м суткам 
(рис. 10).
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Рис. 8. 28 суток подкожной имплантации КИКХТ, состоящей из БМГМ и МСКЖТч: А – окрашивание гематоксили-
ном и эозином (черными стрелками указаны лакунообразные структуры); Б – окрашивание на коллаген по методу 
Маллори (указано черными стрелками): 1 – гетерогенная клеточная популяция; 2 – БМГМ, капилляры указаны белы-
ми стрелками. ×200 [50]

Рис. 9. Третьи сутки сокультивирования клеток печени и 
ММСК КМ. Образование ассоциата печеночных клеток. 
Фазово-контрастная микроскопия. ×200 [57]

Рис. 10. Гистологическая картина ткани печени через 
180 суток после завершения моделирования хроническо-
го токсического фиброзирующего повреждения печени 
(затравка крыс CCl4 в течение 42 суток). Окраска на со-
единительную ткань по Маллори. Ложные дольки, цир-
роз. ×250 [57]
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Напротив, в экспериментальной группе живот-
ных через 90 суток в клеточных структурах имп-
лантированных клеточно-инженерных конструкций 
отмечался высокий уровень гликоген-аккумулиру-
ющей активности гепатоцитов, а сами конструкции 
оказываются функционирующими и полностью ин-
тегрированными печеночной тканью реципиента 
(рис. 11). Через 180 суток имплантации клеточно-
инженерные конструкции были полностью интег-
рированы печеночной тканью реципиента с обра-
зованием новых функционирующих кровеносных 
сосудов и желчных протоков (рис. 12). Проведенные 
биохимические и гистологические исследования 
показали, что имплантация предложенных клеточ-

но-инженерных конструкций в паренхиму печени 
способствует дефиброзированию ткани поврежден-
ной печени и нормализации показателей функции 
печени по сравнению с контролем.

Тканеинженерная конструкция 
поджелудочной железы

В отличие от биоинжерных хрящевой ткани и 
печени работы по созданию ТИК немногочисленны 
[58]. В качестве матриксов используются главным 
образом гидрогелевые матриксы, содержащие кол-
лаген.

В качестве первого шага создания тканеин-
женерной конструкции поджелудочной железы 
явилось исследование влияния БМГМ на флоти-
рующие культуры островковых клеток (ОК) [59]. 
Флотирующие культуры ОК, полученные из подже-
лудочной железы новорожденных кроликов, засева-
ли на поверхность биоматрикса, заливали ростовой 
средой и помещали в инкубатор. Изменения, проис-
ходившие с 3D-биоматриксом и ОК, фиксировали с 
помощью инвертированного микроскопа и гистоло-
гических исследований, включая гистохимический 
анализ.

При совместной, достаточно длительной (2 не-
дели) инкубации культур ОК и БМГМ во флотирую-
щих микрофрагментах не выявлялось выраженных 
деструктивных изменений, и с помощью иммуно-
гистохимического окрашивания подтверждалось 
сохранение значительного количество гормональ-
но-активных ОК как на 7-е, так и 14-е сутки со-
культивирования. Это свидетельствовало, по мень-
шей мере, об отсутствии отрицательного влияния 
3D-биоматрикса на выживаемость и морфофунк-
циональные качества культур ОК. При этом отме-

A Б Пересаженные 
аллогенные
гепатоциты КИК печени

Цитодекс

Рис. 11. Состояние клеточно-инженерных конструкций, содержащих ассоциаты клеток печени и ММСК КМ, через 
90 суток после их трансплантации в поврежденную печень экспериментальных животных: А – жизнеспособные клет-
ки донорской печени в структуре трансплантированной клеточно-инженерной конструкции; В – образованные желч-
ные протоки (ЖП) по периферии клеточно-инженерной конструкции. Окраска гематоксилином-эозином. ×400 [57]
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Рис. 12. Гистологическая картина после имплантации 
клеточно-инженерной конструкции (КИК) печени на 
180-е сутки (экспериментальная модель хронического 
токсического фиброзирующего повреждения печени 
крысы). Интеграция пересаженных аллогенных клеток 
печеночной тканью реципиента с исчезновением при-
знаков фиброза. Окраска гематоксилином и эозином. 
×400 [57]
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чалось прикрепление таких культур к поверхности 
биоматрикса (рис. 13). Часть прикрепившихся к 
биоматриксу флотирующих культур содержали зна-
чительное количество клеток, демонстрировавших 
позитивную реакцию при окрашивании антителами 
к цитокератину 19 – специальному маркеру прото-
кового эпителия (рис. 14).

Одновременно в процессе совместной инкуба-
ции культур и БМГМ вокруг части прикрепившихся 
культур ОК формировались эпителиподобные од-
нослойные зоны роста (рис. 15, 16). На основании 
ранее проведенных нами исследований можно с 
большой долей вероятности предположить, что эти 
клетки, происходящие из протокового эпителия, яв-
ляются прогениторными клетками поджелудочной 
железы, то есть предшественниками ОК. В кон-
трольном опыте инкубации флотирующих куль-

тур ОК (без БМГМ) не наблюдалось формирования 
однослойных зон роста вокруг очагов прикрепле-
ния флотирующих культур ко дну культурального 
флакона.

Таким образом, гидрогелевый коллагенсодержа-
щий 3D-биоматрикс сп особствует длительному со-
хранению морфофункциональных свойств флоти-
рующих культур ОК и росту прогениторных клеток 
поджелудочной железы в условиях in vitro и может 
быть использован в качестве инъекционного носи-
теля при создании тканеинженерной конструкции 
поджелудочной железы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Основной акцент исследований в области ткане-

вой инженерии и регенеративной медицины, прово-

Рис. 13. Прикрепление флотирующей культуры к био-
матриксу. Иммунопозитивное окрашивание бета-клеток 
антителами к инсулину. ×400 [59]

Рис. 14. Культура, прикрепленная к биоматриксу. Имму-
нопозитивное окрашивание на цитокератин 19. ×200 [59]

Рис. 16. Формирование однослойной культуры вокруг 
очага прикрепления флотирующей культуры островко-
вых клеток поджелудочной железы новорожденных кро-
ликов к биоматриксу. ×400 [59]

Рис. 15. Прикрепление флотирующей культуры остров-
ковых клеток поджелудочной железы новорожденных 
кроликов к биоматриксу. ×200 [59]
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димых в ФГБУ «ФНЦТИО им. академика В.И. Шу-
макова» совместно с рядом научных учреждений в 
последние 5 лет, был сделан на разработке инъекци-
онных форм тканеинженерных конструкций (ТИК) 
печени и поджелудочной железы, созданных на ос-
нове разрешенного к клиническому применению 
биоактивного биополимерного гидрогелевого мат-
рикса, соответствующих ассоциатов специализи-
рованных клеток и мезенхимальных стромальных 
клеток. Суть этих разработок, защищенных 6 патен-
тами, заключается в формировании тканеинженер-
ных конструкций из введенных эндоскопическим 
способом инъекционных форм соответствующих 
клеточно-инженерных конструкций. Проведенные 
на экспериментальных моделях доклинические ис-
следования доказали функциональную эффектив-
ность инъекционных форм КИК хрящевой ткани и 
печени. Также были получены положительные ре-
зультаты функциональной активности инъекцион-
ной формы КИК поджелудочной железы в условиях 
in vitro.

Отличительной чертой разработанных инъек-
ционных форм ТИК с ярко выраженными регене-
раторными свойствами является возможность ис-
пользования самого организма экспериментальных 
животных, а затем и человека в качестве биореак-
тора, что позволяет существенно упростить техно-
логию «выращивания» органа и уменьшить риск 
нежелательных осложнений.

В то же время проведенные предварительные ис-
следования позволяют считать, что инъекционные 
формы недостаточно эффективны, например, при 
терминальных стадиях заболеваний или при ока-
зании экстренной медицинской помощи, когда тре-
буется немедленное функционирование большой 
массы клеточного материала. Это диктует необхо-
димость разработки каркасной формы биоинже-
нерной печени или поджелудочной железы как для 
временной или постоянной замены пораженного 
органа, так и в качестве эффективных биологически 
совместимых экстракорпоральных систем.

В настоящее время ФНЦТИО совместно с Ин-
ститутом проблем лазерных и информационных 
технологий РАН при финансовой поддержке РФФИ 
начали инициативные работы по созданию матрик-
сов для каркасных моделей хряща, биоинженерной 
печени и поджелудочной железы [18, 19]. Разраба-
тываемые биоинженерные органы будут представ-
лять собой ремоделированный с использованием 
методов быстрого прототипирования и сверхкри-
тических флюидных технологий [13, 60] прототип 
каркаса децеллюляризированного органа из био-
совместимого материала, заполненный ассоциата-
ми специализированных и стромальных клеток с 
последующим формированием в биореакторе био-
искусственного органа.

Исследования по выбору оптимальных материа-
лов для ремоделирования каркаса нативного органа 
планируется проводить одновременно с использо-
ванием трех классов различных полимеров:
– биостабильных синтетических полимеров;
– резорбируемых синтетических полимеров;
– резорбируемых биополимеров.

Предлагаемый подход к созданию биоинженер-
ных органов пока не имеет аналогов в России и 
находится в одном ряду с передовыми идеями на-
учных групп США, Германии, Великобритании и 
Японии, активно ведущих исследования в этом на-
правлении.

И в заключение сотрудники отдела биомедицин-
ских технологий и тканевой инженерии поздравля-
ют весь коллектив Федерального научного центра 
трансплантологии и искусственных органов им. 
акад. В.И. Шумакова с 45-летним юбилеем.

Исследования проведены при частичной фи-
нансовой поддержке РФФИ в рамках научных 
проектов 13-04-12017 офи_м, 13-02-12215 офи_м, 
13-02-12041 офи_м и гранта Президента РФ 
№ НШ-6294.2014.7.
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