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ненным назначением иммуносупрессивной терапии 
[4]. Поэтому одной из наиболее перспективных за-
дач можно считать развитие тканевой инженерии, 
как одного из направлений регенеративной медици-
ны [5, 6].

В развитии современной тканевой инженерии 
приоритетным направлением является разработка 
биоинженерных каркасов и биоматериалов, приме-
нение которых позволило бы решать как этические, 
так и иммунологические проблемы трансплантоло-
гии. Для создания органов и тканей будут использо-
ваться каркасы, или матриксы (биологические или 
искусственные), клетки (ауто-, алло-, ксеногенные), 
биореакторы и биоактивные молекулы [4, 7–11].

Децеллюляризация – это способ получения био-
логических каркасов, который направлен на удале-
ние клеток с сохранением внеклеточного матрикса 

Сердечно-сосудистые заболевания – основная 
причина инвалидизации и преждевременной смер-
ти жителей экономически развитых стран [1]. Рост 
заболеваемости, поражение людей всё более моло-
дого возраста делают эти болезни важнейшей меди-
ко-социальной проблемой [2]. Хроническая сердеч-
ная недостаточность (ХСН) – одно из самых частых 
осложнений заболеваний сердечно-сосудистой 
системы. Количество больных, которые достигают 
терминальной стадии ХСН, постоянно растет. Транс-
плантация сердца – хирургический способ лечения 
терминальной стадии ХСН. Каждый год в мире про-
водятся более 5400 операций по пересадке сердца 
[3]. В настоящее время, основные проблемы транс-
плантологии связаны с острой нехваткой донорских 
органов, сложностью их доставки, трудностью поис-
ка иммунологически совместимых органов и пожиз-
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Разработка биоинженерных каркасов внутренних орга-
нов является одним из приоритетных направлений ткане-
вой инженерии. Методы децеллюляризации позволяют по-
лучать биологические (природные) каркасы с сохранением 
внеклеточного матрикса и трехмерной структуры органов. 
Основной целью данного исследования являлась патомор-
фологическая характеристика структур каркаса децеллюля-
ризированного сердца крысы и оценка адгезии и жизнеспо-
собности мультипотентных мезенхимальных стромальных 
клеток (ММСК) в процессе рецеллюляризации. 

Сердце крысы было децеллюляризированно с исполь-
зованием модифицированного детергент-энзиматического 
метода, подразумевающего применение дезоксихолата на-
трия и ДНКазы. Результаты морфологических методов ис-
следования подтвердили сохранность белков внеклеточного 
матрикса и проходимость коронарных сосудов. Механиче-
ское тестирование децеллюляризированных и нативных об-
разцов сердца крысы показало увеличение механических 
характеристик матрикса в процессе децеллюляризации.  
В ходе проведенных опытов по рецеллюляризации получен-
ного каркаса было показано, что децеллюляризированный 
внеклеточный матрикс не является токсичным для ММСК, 
которые остаются жизнеспособными и сохраняют свою ме-
таболическую активность при длительном культивировании 
на каркасе.

Ключевые слова: тканевая инженерия, децеллюляри-
зация, сердце, рецеллюляризация, ММСК.

Development of bioengineered scaffolds of internal 
organs is one of the priority areas of tissue engineering. 
Decellularization allows to obtain biological (natural) scaffolds 
while preserving extracellular matrix and three-dimensional 
structure of organs. The primary goals of the present 
research were to investigate pathological characteristics of 
the decellularized rat heart scaffold and evaluate adhesion and 
viability of multipotent mesenchymal stromal cells (MMSC) 
during recellularization. Rat hearts were decellularized using 
a modified detergent-enzymatic method including sodium 
deoxycholate and DNAse. The results of morphological 
studies have confirmed the safety of extracellular matrix 
proteins and patency of the coronary vessels. Mechanical 
testing of decellularized and native samples of rat heart 
showed an increase of mechanical properties of the matrix 
during decellularization. During the conducted experiments 
on recellularization of obtained scaffold has been shown that 
the extracellular matrix was not toxic for MMSC which were 
viable and maintained their metabolic activity during prolonged 
cultivation on the scaffold.

Key words: tissue engineering, decellularization, heart, 
recellularization, MMSC.
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Материал и методы

Для проведения де- и рецеллюляризации исполь-
зовались органокомплексы «сердце-легкие» крыс-
самцов линии Lewis, весом 180±16 г (n = 30). Все 
манипуляции с животными осуществляли с соблю-
дением правил проведения работ с использованием 
экспериментальных животных и в соответствии с 
«Принципами ухода за лабораторными животными» 
и «Руководством по уходу и использованию лабора-
торных животных» (Рекомендации Национального 
общества по медицинским исследованиям, 2001, 
США; Руководство по уходу и использованию лабо-
раторных животных, National Academy Press, пере-
смотр 1996 г., США). 

Децеллюляризация сердца 

Перед эксплантацией органов, предназначенных 
для последующей децеллюляризации, крысам ин-
траперитонеально вводилось 100 ЕД гепарина. Вы-
деляли органокомплекс «сердце-легкие». Верхняя и 
нижняя полые вены отсекались. Аорта канюлирова-
лась на расстоянии 2–2,5 см от сердца. Ветви дуги 
аорты: плечеголовной ствол, левая общая сонная и 
левая подключичная артерии – лигировались. Тра-
хея канюлировалась на расстоянии 2 см от киля. 
Для проведения децеллюляризации органокомплекс 
«сердце-легкие» помещали в биореактор и начина-
ли ретроградную перфузию жидкости через аорту,  
а также перфузию жидкости через трахею. Все 
растворы были стерильными. Этапы децеллюляри-
зации: PBS 200мл – 1 ч, деионизированная вода  
200 мл – 1 ч, дезоксихолат натрия 4% 200мл – 3 ч, 
PBS 200 мл – 1 ч, ДНКаза-I 2000 ЕД/мг – 2 ч, PBS 
200 мл – 16 ч (рис. 1А).

Морфологический анализ

Полученные образцы децеллюляризированных 
сердец фиксировали в 10% нейтральном забуфе-
ренном формалине, дегидратировали и заключали 
в парафин по стандартной методике. С помощью 
микротома получали срезы толщиной 5 мкм. Для ги-
стологической оценки препаратов проводили окраску 
срезов гематоксилином и эозином (Histolab, Шве-
ция). Для изучения структуры соединительной ткани 
внеклеточного матрикса срезы окрашивали по Ван 
Гизону (Histolab, Швеция). 

Также нами был проведен иммуногистохимиче-
ский анализ. В качестве первичных были выбраны 
поликлональные антитела к ламинину (ab11575, 
Abcam, Англия), эластину (ab21610, Abcam, Англия),  
фибронектину (ab6328, Abcam, Англия), колла-
гену IV типа (ab6586, Abcam, Англия), коллагену 
I типа (ab34710, Abcam, Англия), тропомиозину 
(ab133292, Abcam, Англия). Препараты дополни-
тельно докрашивались гематоксилином. В качестве 
первичных антител для иммунофлуоресцентного 
анализа были выбраны поликлональные антитела к 
фактору фон Виллебранда (ab6994, Abcam, Англия), 
MHC I типа конъюгированные с FITC (ab22367, 
Abcam, Англия). В качестве положительных контро-
лей были выбраны аорта, кожа и мышечная ткань 
бедра крысы. Изучение микропрепаратов проводи-
лось на микроскопе Olympus BX51 (Япония). 

Исследование проходимости для растворов со-
судистого русла проводилось путем ретроградной 
перфузии через аорту 0,4% раствора трипанового 
синего (Gibco, Англия). 

(ВКМ) и трехмерной структуры органа [12]. Меж-
клеточное вещество рыхлой волокнистой соеди-
нительной ткани состоит из волокон и аморфного 
вещества. Оно является продуктом деятельности 
клеток этой ткани, в первую очередь фибробластов. 
Архитектоника и состав ВКМ в каждой ткани являют-
ся уникальными, определяют ее функциональность. 
Тем не менее, структура и состав каждого конкрет-
ного белка ВКМ остаются неизменными у различных 
видов млекопитающих [13–15]. Это способствует 
тому, что ВКМ одних видов не вызывает иммунно-
го отторжения у других. При правильном удалении 
клеточных антигенов, которые вызывают иммунное 
отторжение, без повреждения ВКМ, полученный 
каркас может служить мощным источником сигна-
лов и содействовать конструктивному ремоделиро-
ванию тканей после повреждения. «Конструктивное 
ремоделирование» означает, что каркас ВКМ спо-
собствует формированию участка соответствующей 
ткани в месте имплантации, вместо образования 
рубцовой ткани [16]. Наиболее изученными являют-
ся ВКМ тонкого кишечника, мочевого пузыря, кожи 
[17–21]. Использование тканеспецифичных каркасов  
для создания тканеинженерных конструкций являет-
ся наиболее предпочтительным [22–27]. 

H.C. Оtt с соавт. (2008) опубликовали перфузи-
онный метод децеллюляризации сердца. Результаты 
иммуногистохимического исследования показали, что 
в децеллюляризированном матриксе сердца были со-
хранены коллагены I и III типов, ламинин и фибронек-
тин. В ходе децеллюляризации образовалась сжатая 
конструкция, не содержащая клеток, но сохранившая 
состав и ориентацию волокон внеклеточного матрикса 
сердца, в ней также обнаруживались базальные мем-
браны коронарных сосудов, не содержащие гладкомы-
шечных и эндотелиальных клеток [22, 28].

J.M. Wainwright с соавт. (2010) использовали 
метод ретроградной перфузии аорты для децеллю-
ляризации сердца свиньи и описали, что природ-
ный биологический каркас сохраняет свою сложную 
структуру, белковый состав и механическую целост-
ность [29].

Мы предложили модифицированный детергент-
энзиматический метод децеллюляризации сердца 
крысы для получения бесклеточного каркаса, по-
зволивший сократить длительность процедуры до  
24 ч, в том числе активную фазу до 8 ч [30]. Сердце 
крысы было децеллюляризировано с использовани-
ем протокола, включающего применение дезоксихо-
лата натрия и ДНКазы. В сравнении с протоколами 
децеллюляризации, представленными в литературе, 
в предложенном нами варианте было уменьшено 
время воздействия детергентов и энзимов: продол-
жительность действия 4% раствора дезоксихолата 
натрия на сердце составила 3 ч, а ДНКазы – 1 ч. 
Результаты морфологических методов исследова-
ния показали отсутствие клеток и сохранность ВКМ.  
При количественной оценке ДНК обнаружено, что 
при проведении децеллюляризации было удалено 
около 81% ядерного материала в сердце до уровня 
30,10±13,77нг/мг ткани. 

Целью работы являлась патоморфологическая 
характеристика структур каркаса децеллюляризи-
рованного сердца крысы и оценка адгезии и жиз-
неспособности мультипотентных мезенхимальных 
стромальных клеток (ММСК) в процессе рецеллю-
ляризации.
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вали до 10 пассажа и использовали в последующих 
этапах исследования. 

Статичное заселение образцов выполняли для 
проведения гистологического анализа, МТТ-теста, 
антиоксидантного теста. Из децеллюляризирован-
ного матрикса сердца в стерильных условиях полу-
чали образцы диаметром 6 мм, которые далее были 
стерилизованы 10% раствором этанола в течение  
15 мин и дважды отмыты раствором PBS +/+ 
(Gibco, Англия) с антибиотиком-антимикотиком по 
15 мин. Заселение полученных образцов ММСК 
производили в 96-луночном планшете путем по-
мещения клеток в количестве 2×104 на каркас при  
помощи пипеттора. 

Оценка антиоксидантной активности

Для оценки содержания антиоксидантов в иссле-
дуемых децеллюляризированных, рецеллюляризи-
рованных и нативных образцах был использован ан-
тиоксидантный тест ABEL® с фолазином (Pholasin ®)  
и пероксинитритом (Microplate Test Kit ABEL-41M2, 
Knight Scientific Ltd, UK). Для выполнения теста в 
каждую лунку 96-луночного планшета добавляли 
по 100 мкл буфера для анализа (контроль) или  
95 мкл аналитического буфера + 5 мкл образца, 
затем еще по 50 мкл Pholasin®. Также мы включили 
в эксперимент различные концентрации стандарт-
ного раствора витамина Е в качестве позитивного 
контроля. Непосредственно перед началом экспе-
римента в каждую лунку вводили по 50 мкл 2 мг/л  
Sin-1 (3-морфолин-сидномин HCl, C6H10N4O2· HCL). 
Для измерения возникающей флюоресценции  
использовали Fluostar OPTIMA (BMGLABTECH,  
Германия).

MTT-тест (колориметрический анализ) 

Колориметрический анализ с 3-4,5-диметил-
тиазол-2-ил-2,5-дифенилтераразолом (MTT-тест) 
был использован для определения жизнеспособно-
сти клеток, засеянных на децеллюляризированный 
каркас сердца крысы. Анализ был выполнен с при-
менением Cell Proliferation Kit I (Roche, Австралия).

После 50 ч инкубации ММСК 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% раствора додецилсульфата натрия (SDS) в 
0,01 М HCl и инкубировали в течение ночи при 37°С. 
Затем образцы переносили в 96-луночный планшет 
и производили колориметрический анализ с помо-
щью спектрофотометра (SpectraMax 250, Molecular 
Devices, США). 

Засеивание целого органа

Децеллюляризированный органокомплекс 
«сердце-легкие» помещали в биореактор (Harvard 
Apparatus, США) и стерилизовали путем ретроград-
ной перфузии через аорту 10% этанола в фосфат-
ном буфере в течение 15 мин, затем трижды в те-
чение 60 мин. перфузировали раствором PBS +/+ 
(Gibco, Англия), содержавшим 1% раствор анти-
биотика-антимикотика. И, наконец, перфузировали 
его культуральной средой для ММСК в течение 3 ч. 
Затем в течение 5 сут. равными порциями вводили 
в аорту ММСК общим количеством 90 млн клеток. 
Насыщение культуральной среды кислородом произ-
водилось при пропускании через нее смеси из 95% 

Дифференциальное окрашивание живых и мерт-
вых клеток на рецеллюляризированном каркасе по-
сле длительного культивирования ММСК производи-
лось с использованием набора LIVE/DEAD® Viability/
Cytotoxicity Kit (Molecular Probes, США), согласно 
инструкции производителя.

Для выявления локализации жизнеспособных 
клеток в рецеллюляризированном сердце был при-
менен метод оценки in vivo биолюминесценции кле-
ток с использованием IVIS spectrum Imaging System 
(Perkin-Elmer, США). По окончании рецеллюляри-
зации в аорту было введено 0,5 мл D-люциферина  
в концентрации 9 мг/мл в стерильном PBS. Изобра-
жения получали каждые 30 с. Анализ был проведен 
с использованием Living Image Software (Perkin-
Elmer, США).

Сканирующая электронная микроскопия

Для оценки структуры децеллюляризированных и 
рецеллюляризированных сердечных матриксов при-
менялась сканирующая электронная микроскопия 
(СЭМ). Образцы ткани фиксировали в 2,5% рас-
творе глютеральдегида (Мerk, Германия) в 0,1 М 
какодилатном буфере (Prolabo, Франция) в течение 
2 ч. После промывания образцы были обезвожены 
в спиртах возрастающей концентрации, высушены в 
течение ночи в термостате при 37оС и подвергнуты 
напылению золотом. Исследование проводилось на 
сканирующем электронном микроскопе JSM6490, 
JEOL (Япония) 

Оценка механических свойств

Сравнительные биомеханические тесты образцов 
сердца проводили на универсальных испытатель-
ных машинах фирмы Инстрон модели 5965 (датчик  
50 Н) и на Lloyd LRX (100 N load cell). Испытания в 
виде одноосного растяжения с постоянной скоростью 
движения зажимов выполняли на воздухе при скоро-
сти 1 и 10 мм/мин и расстоянии между зажимами 
10 мм. По результатам испытаний были определены 
предельная прочность, деформация при предельной 
прочности и модуль Юнга. Статистическая выборка 
при скорости 1 мм/мин – по пяти образцам, при ско-
рости 10 мм/мин – по трем образцам. Все испыта-
ния проводились при температуре 23°С, до момента 
испытания образцы хранились в фосфатном буфере 
(PBS) при 4°C, перед испытанием кондиционирова-
лись в PBS 5 ч при температуре 23°С. 

Выделение ММСК

Источником ММСК служил красный костный мозг 
крыс. Лабораторным животным интраперитонеально 
вводились барбитураты в летальной дозе 150 мг/кг. 
Выделялись бедренные и большеберцовые кости, 
метафизы отсекались и костный мозг вымывался 
раствором PBS с помощью иглы и шприца. После 
центрифугирования осадок суспендировали в культу-
ральной среде (DMEM, Invitrogen, США) с 10% фе-
тальной бычьей сывороткой (FBS, Invitrogen, США) и 
1% пенициллина и стрептомицина (Invitrogen, США), 
высевали в культуральный флакон (Corning, США) и 
инкубировали при 37°С и 5% СО2. После 24 ч ин-
кубации культуральную среду удаляли, устраняя все 
не прикрепившиеся клетки. Клетки, которые адгези-
ровали к культуральному флакону были определены 
как первичная культура ММСК. Клетки культивиро-
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с использованием программного обеспечения 
Microsoft Excel 2010. Полученные результаты вы-
ражали в виде средних значений (M) и ошибки 
среднего (m). В зависимости от вида распределения 
признака использовали параметрические и непара-
метрические методы, разницу считали статистиче-
ски значимой при р<0,05.

Результаты

В ходе морфологического исследования образцов 
децеллюляризированных сердец было отмечено, что 
ткани после удаления клеток теряли характерный тем-
но-красный цвет и приобретали молочно-белую окра-
ску, присущую всем децеллюляризированным тканям, 
что соотносится с данными литературы [12, 22, 27, 
28, 29]. При окраске гематоксилином и эозином ин-
тактные мышечные волокна, клетки и клеточные ядра 
не выявлялись. Окраска по Ван Гизону, тропная к со-
единительнотканным волокнам, показала, что ВКМ, 
состоящий преимущественно из коллагена, оставался 
неизмененным. Патологических изменений струк-
туры, ориентации волокон, тинкториальных свойств  
соединительной ткани обнаружено не было.

Иммуногистохимическая реакция с антителами к 
белкам ВКМ проходила как в испытуемых образцах, 
так и в контролях (рис. 2).

воздуха и 5% СО2. Смену культуральной среды произ-
водили каждые 3 сут. с последующим подсчетом кле-
ток, находящихся в ней. Общая продолжительность 
рецеллюляризации составила 18 сут. (рис. 1Б).

Рис 1. Сердце крысы после проведения 
децеллюляризации (А) и рецеллюляризации (Б)

А Б

Статистический анализ

Статистическую обработку полученных данных 
осуществляли методами вариационной статистики  

Рис. 2. Ткани сердца крысы: нативные (А-Г, И-М) и децеллюляризированные (Д-З, Н-Р). Иммуногистохимическая реакция 
с антителами к коллагену I (А, Д) и IV (Б, Е) типов, ламинину (В, Ж), эластину (Г, З), фибронектину (И, Н), тропомиозину (К, О), 
фактору Виллебранда (Л, П), МНС I типа (М, Р). Ув.: ×40
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ных органах при сохранности пористой структуры 
ВКМ клетки не обнаруживались. При исследовании 
заселенных образцов были обнаружены клетки, при-
крепившиеся к каркасу (рис. 3).

В образцах нативных тканей при помощи сканиру-
ющей электронной микроскопии визуализировалась 
структура миокарда, отмечалось наличие клеток и 
межклеточного вещества. В децеллюляризирован-

Рис. 3. Нативное (А), децеллюляризированное (Б) и рецеллюляризированное (В) сердце.  
Сканирующая электронная микроскопия

А Б в

Ретроградная перфузия через аорту 0,4% рас-
твора трипанового синего подтвердила проходимость 
коронарных артерий и позволила визуализировать 
сосуды вплоть до артерий третьего-четвертого по-
рядков (рис. 4). Посредством гистохимических и 
иммуногистохимических методов не были выявлены 
эндотелиальные клетки в децеллюляризированном 
матриксе (отсутствовали клетки, экспрессирующие 
фактор фон Виллебранда) (см. рис. 2 Л, П).

Во время механического тестирования образцов 
были получены типичные кривые при испытании на 
одноосное растяжение со скоростью 1 мм/мин и 10 
мм/мин, а также оценены основные механические 
характеристики нативных и децеллюляризованных 
образцов сердца крысы (рис. 5; табл.). 

В соответствии с гистологическими данными, по-
лученными после статичного засеивания образцов 
в течение 3 сут. в 96-луночном планшете клетки 
прикреплялись к каркасу, но не мигрировали внутрь, 
оставаясь на поверхности. Однако во время рецел-
люляризации целого органа перфузионным методом 
клетки определялись как на внутренней поверхно-
сти камер сердца, коронарных сосудов, так и внутри 
стенки каркаса (рис. 6).

Рис. 4. Коронарные сосуды до (А) и после (Б) перфузии 
раствором трипанового синего

А Б

Рис. 5. Механический тест. Типичные кривые 
растяжения образцов сердца при различных скоростях 
испытания: А – 1 мм/мин; Б – 10 мм/мин
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МТТ-тест, основанный на способности деги-
дрогеназ живых клеток восстанавливать неокра-
шенные формы 3-4,5-диметилтиазол-2-ил-2,5-
дифенилтераразола (МТТ-реагента) до голубого 
кристаллического фармазана, растворимого в ди-
метилсульфоксиде, был проведен после рецеллюля-
ризации матрикса сердца и показал наличие живых, 
метаболически активных клеток на засеянном кар-
скасе (рис. 7). 

Пик люминесценции децеллюляризированного 
каркаса при проведении антиоксидантного теста был 
самый ранний, в сравнении с рецеллюляризирован-
ной и нативной тканью, что соответствует минималь-
ной активности внутриклеточных антиоксидантных си-
стем в нем. В то же время засеянный матрикс сердца 
обладал антиоксидантной активностью (рис. 8). 

Механические свойства нативного и децеллюляризированного левого желудочка  
сердца крысы

Образец Скорость испытания, мм/мин E
10%

, кПа σ
макс

, кПа ε
пик

, %

Нативный 1 38±17 38±12 96±30

10 74±20 27±6 72±15

Децеллюляризированный 1 71±50 93±35 61±4

10 126±28 54±18 74±19

* – p<0,05.

Рис. 7. MTT-тест

Рис. 6. Рецеллюляризированое сердце: ММСК в толще стромы сердца (A, В),  
клетки в 1-2 слоя выстилают внутреннюю поверхность камер сердца, коронарных сосудов (Б, Г).  
Окраска: гематоксилин, эозин. Ув.: A, Б ×10; В, Г ×40
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Дифференциальное выявление живых (позитив-
ное окрашивание кальцеином) и мертвых (позитивное 
окрашивание гомодимером этидия) клеток позволило 
выявить наличие жизнеспособных клеток после дли-
тельного культивирования на каркасе (рис. 9).

Рис. 8. Антиоксидантный тест

Биолюминесценция клеток на засеянном каркасе 
сердца под воздействием D-люциферина выявила 
наличие жизнеспособных клеток во всех камерах 
органа, однако наибольшая интенсивность люминес-
ценции клеток отмечалась преимущественно вдоль 
коронарных сосудов (рис. 10).

Рис. 9. Жизнеспособность клеток:  
живые клетки окрашены зеленым (окрашивание 
кальцеином АМ), погибшие – красным  
(окрашивание гомодимером этидия). Ув.: ×10

А

Б

Рис. 10. Биолюминесценция жизнеспособных клеток  
на каркасе сердца: 
А – передняя поверхность, 
Б – задняя поверхность сердца. IVIS
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на от них, что сопровождается частичным коллапсом 
(стенка сердечной мышцы сокращается примерно 
на 30% по толщине) и, как следствие, увеличению 
плотности, что и приводит, в конечном счете, к по-
вышению уровня механических характеристик.

Таким образом, можно констатировать, что при 
децеллюляризации не происходит разрушения струк-
туры коллагена или, по крайней мере, это невозмож-
но выявить при данном типе испытаний. 

Необходимо отметить также, что полученные ре-
зультаты не вполне отражают истинную картину и, 
скорее всего, являются заниженными. Это связано 
с огромным разбросом экспериментальных данных 
ввиду различий в характеристиках исходных матери-
алов. Кроме того, сложно достаточно точно опреде-
лить истинное начальное сечение образцов. Однако 
это не снижает ценности результатов измерений, так 
как позволяет оценить влияние процесса децеллю-
ляризации на механические свойства. 

Учитывая результаты морфологического анализа, 
исследования сосудистой проходимости для рас-
творов, данные механического тестирования децел-
люляризированных образцов мы приступили к про-
ведению дальнейших экспериментов, связанных с 
рецеллюляризацией полученного каркаса. Вначале 
мы провели статичное заселение матрикса, с по-
следующим проведением гистологического анализа, 
МТТ-теста, антиоксидантного теста. По результатам 
проведенных исследований мы предположили, что, 
во-первых, клетки оказались способными прикре-
питься к полученному матриксу, во-вторых, каркас 
не обладает цитотоксическим действием для ММСК 
и, в-третьих, клетки остаются жизнеспособными 
и сохраняют свою метаболическую активность при 
культивировании на каркасе. Далее мы приступили 
к рецеллюляризации каркаса целого органа. Трудно-
стью, возникшей на этом этапе, было то, что ока-
залось невозможным вводить более 20 млн клеток 
интравазально единовременно – из-за большого 
объема клеточной суспензии часть клеток (около 
20%) не прикреплялась к каркасу и оставалась в 
культуральной среде во взвешенном состоянии. Для 
предотвращения гибели клеток от гипоксии [33] на 
данном этапе мы проводили оксигенацию культу-
ральной среды смесью воздуха (95%) и СО2 (5%). 
В результате длительного культивирования ММСК 
на каркасе сердца с помощью дифференциального 
окрашивания живых и мертвых клеток было показа-
но наличие жизнеспособных клеток на каркасе, ме-
тодом in vivo биолюминесценции было определено 
преимущественное паравазальное расположение 
клеток, что объясняется методом их введения. Тем 
не менее, обнаружение клеток во всех камерах ор-
гана доказывает принципиальную реализуемость по-
добного метода рецеллюляризации. 

Заключение

Использование модифицированного протокола 
для децеллюляризации сердца крысы детергент-
энзиматическим методом позволяет сохранять ос-
новные белки внеклеточного матрикса. Результаты 
рецеллюляризации показывают, что получаемый 
каркас не является токсичным для клеток. Таким 
образом, следует продолжить работы по рецеллю-
ляризации каркаса сердца крысы с использованием 
методик индуцирования клеточной дифференциров-
ки in vitro.

Обсуждение

Для создания подходящего каркаса биоинже-
нерного органа требуется: во-первых, воссоздать 
структуру, сходную с нативной; во-вторых, развитая 
сосудистая сеть, способная обеспечить адекватную 
перфузию тканей; в-третьих, необходимо, чтобы 
клетки, используемые при рецеллюляризации, были 
способны к дифференцировке во все паренхиматоз-
ные и сосудистые структуры органа; в-четвертых, 
иметь возможность управления микроокружением 
клеток для воздействия на их физиологию и функ-
ции; в-пятых, должна существовать возможность 
управления дифференцировкой и созреванием кле-
ток in vitro [33].

Практической целью децеллюляризации являет-
ся максимально полное удаление клеток из тканей 
с минимальными повреждениями ВКМ. [12] С по-
мощью гистохимического анализа, сканирующей 
электронной микроскопии в нашем исследовании 
было доказано отсутствие клеток, клеточных ядер 
в полученном децеллюляризированном матриксе 
сердца. Эти результаты согласуются с ранее уста-
новленными критериями децеллюляризации [34], 
которые используют отсутствие клеточных ядер и 
остаточную концентрацию ДНК на уровне ниже 50 
нг/мг ткани в качестве ориентира концентрации 
других внутриклеточных или мембранных молекул, 
предполагая, что они удалены с той же эффектив-
ностью [35]. 

Иммуногистохимическое исследование внекле-
точного матрикса не показало качественных изме-
нений его состава. Основные структурные белки –  
коллаген I и IV типов, ламинин, эластин, фибронек-
тин – были обнаружены в децеллюляризированном 
матриксе сердца. В то же время молекулы МНС  
I класса, которые экспрессируются на мембранах 
всех соматических клеток, внутриклеточный сокра-
тительный белок тропомиозин обнаружены не были, 
что также явилось для нас косвенным свидетель-
ством отсутствия других мембранных и внутрикле-
точных белков, являющихся антигенами.

После проведения децеллюляризации в нашем 
исследовании сосуды сердца остались проходи-
мыми для контраста вплоть до артерий третьего- 
четвертого порядка. Большей визуализации не уда-
лось достичь из-за высокой вязкости раствора.

Полученные данные механического тестирования 
образцов показали, что при различных скоростях ис-
пытания форма кривой деформации заметно разли-
чается. При скорости 1 мм/мин кривая растяжения 
имеет ярко выраженный s-образный вид, характер-
ный для эластомерных систем [36]. При увеличении 
скорости растяжения время деформации становится 
сопоставимым со временем, характерным для ре-
лаксационных процессов, происходящих в образце во 
время испытания и приводящих к перераспределе-
нию нагрузки в материале. Именно это и приводит к 
изменению формы кривой. Независимо от скорости 
испытания децеллюляризованные образцы демон-
стрировали более высокие механические характе-
ристики по сравнению с исходными. Такое различие 
в механических характеристиках связано с тем, что 
децеллюляризованный образец представляет собой 
набор высокопрочных коллагеновых волокон, в то 
время как в исходных образцах значительный объ-
ем занимают «слабые» клеточные агрегаты. Процесс 
децеллюляризации «освобождает» волокна коллаге-
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