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Одной из актуальных задач тканевой инженерии является получение искусственного матрикса, способ‑
ного имитировать для клеток микроокружение биологической среды. Таким матриксом при создании 
биоинженерной конструкции поджелудочной железы (ПЖ) может быть тканеспецифический каркас, 
полученный из децеллюляризованной ткани ПЖ. Цель: получение и исследование характеристических 
свойств тканеспецифического каркаса поджелудочной железы из децеллюляризованных фрагментов 
панкреатической ткани человека. Материалы и методы. Протокол децеллюляризации включал в себя 
3 цикла замораживания и оттаивания фрагментов ПЖ с последующей обработкой поверхностно‑актив‑
ными веществами – додецилсульфатом натрия и Тритоном Х100. На каждом этапе децеллюляризации 
проводили рутинное окрашивание образцов гематоксилином и эозином и на общий коллаген. Дополни‑
тельно проводили иммуногистохимический анализ срезов децеллюляризованной ПЖ человека (ДПЖч) 
на коллаген I типа и эластические волокна. Ядра клеток в исходных образцах и полученном матриксе 
визуализировали, используя флуоресцентное окрашивание DAPI. Определяли количество ДНК в нативной 
и децеллюляризованной ткани ПЖ. Цитотоксичность тканеспецифического матрикса оценивали in vitro 
методом прямого контакта. Матриксные свойства образцов ДПЖч определяли с использованием МСК 
жировой ткани человека. Результаты. Предложен способ децеллюляризации ПЖ, позволяющий получение 
тканеспецифического матрикса в виде соединительно‑тканного каркаса, полностью свободного от детрита 
с сохранной тонковолокнистой сетевидной структурой, в которой выявлены эластические и коллагеновые 
волокна, в том числе коллагена I типа. Окрашивание DAPI подтверждало отсутствие ядерного материала 
в децеллюляризованном матриксе, а остаточное количество ДНК не превышало 0,1%. Доказано отсут‑
ствие цитотоксичности матрикса и его способность поддерживать адгезию и пролиферацию МСК ЖТч. 
Заключение. Как один из этапов создания биоинженерной конструкции ПЖ, разработан способ получе‑
ния биосовместимого (отсутствие цитотоксичности и иммуногенности) тканеспецифического каркаса из 
децеллюляризованной панкреатической ткани человека с сохранением морфофункциональных свойств 
нативного внеклеточного матрикса ПЖ и обеспечивающего адгезию и пролиферацию клеточных культур.
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ВВедеНие
Инсулинозависимый сахарный диабет является 

хроническим заболеванием, возникающим в резуль‑
тате истощения популяции β‑клеток вследствие ауто‑
иммунного повреждения. Современные исследова‑
ния направлены на восполнение популяции β‑клеток 
путем создания биоинженерных эквивалентов подже‑
лудочной железы, состоящих из β‑клеток, стволовых 
клеток или изолированных островков Лангерганса и 
матрикса‑носителя, обеспечивающего более длитель‑
ное выживание и эффективное функционирование 
трансплантируемых клеток. В качестве матриксов 
используют материалы различной природы, обла‑
дающие определенными физико‑механическими, 
биологическими и функциональными свойствами, 
такими как биосовместимость, отсутствие иммуно‑
генности, механическая прочность и эластичность, 
способность к биодеградации и т. д. [1]. Важным 
свойством матриксов для тканевой инженерии явля‑
ется имитация сигналов нативной микросреды, т. е. 
тканеспецифичность.

Не вызывает сомнения тот факт, что наиболее 
подходящим для клеток остается «родной» матрикс 

с характерными особенностями структуры и соста‑
ва. Для получения тканеспецифического матрикса 
органы и ткани подвергают децеллюляризации для 
удаления ДНК, клеточного материала и клеточных 
поверхностных антигенов с помощью ряда методов, 
использующих химическую, ферментативную или 
механическую обработку [2]. Протоколы децеллю‑
ляризации должны быть разработаны с учетом таких 
факторов, как плотность и толщина исходной ткани, 
количество клеток, содержание липидов [2, 3].

Внеклеточный матрикс (ВКМ) представляет 
собой полипептидные цепи коллагена, ламинина, 
фибронектина и эластина, переплетенные с поли‑
сахаридными цепями – гликозаминогликанами [4]. 
Обычно коллагены обеспечивают структурную жест‑
кость и сцепление тканей, поддержку целостности 
и формы, структуры органа; эластин обеспечивает 
прочность, упругость и растяжимость ткани. Кроме 
того, фибронектин, фибриллин и ламинин участву‑
ют в ремоделировании цитоскелета, сократительной 
способности и дифференциальной клеточной адге‑
зии [4].
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TO OBTain a TiSSue-SPecific MaTriX ScaffOlD
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One of the pressing issues in tissue engineering is on how to obtain an artificial matrix that can simulate a biolo‑
gical microenvironment for cells. When creating a bioengineered pancreatic construct, a tissue‑specific scaffold 
obtained from decellularized pancreatic tissue can serve as such matrix. Objective: to obtain and study the 
characteristic properties of a tissue‑specific pancreas scaffold from decellularized human pancreatic fragments. 
Materials and methods. The decellularization protocol included 3 freeze/thaw cycles, followed by treatment with 
surfactants (sodium dodecyl sulfate and Triton X100). At each decellularization stage, samples were routinely 
stained with hematoxylin and eosin and for total collagen. In addition, immunohistochemical staining of decel‑
lularized human pancreas (DHP) for type I collagen and elastic fibers was performed. Cell nuclei in the original 
samples and the resulting matrix were visualized using DAPI fluorescent staining. DNA quantity in the native 
and decellularized pancreatic tissue was determined. The cytotoxicity of the tissue‑specific matrix was evalua‑
ted in vitro by direct contact. The matrix properties of DHP samples were determined using mesenchymal stem 
cells (MSCs) of human adipose tissue. Results. A pancreatic decellularization method is proposed. This method 
allows to obtain a tissue‑specific matrix in the form of a connective tissue scaffold completely free of detritus 
with preserved thin‑fiber mesh‑like structure, in which elastic and collagen fibers, including type I collagen, are 
identified. DAPI staining confirmed the absence of nuclear material in the decellularized matrix, while residual 
amount of DNA did not exceed 0.1%. Absence of matrix cytotoxicity and its ability to maintain adhesion and 
proliferation of human adipose tissue‑derived MSCs was proved. Conclusion. As one of the stages in creating a 
bioengineered pancreatic construct, a method has been developed for producing a biocompatible (lack of cytoto‑
xicity and immunogenicity) tissue‑specific scaffold from decellularized human pancreatic tissue. In the scaffold, 
the morphofunctional properties of the native extracellular matrix‑based scaffolds of the pancreas are preserved. 
Adhesion and proliferation of cell cultures are ensured.
Keywords:  pancreas,  decellularization,  tissue-specific  scaffold,  tissue  engineering.
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Состав и организация ВКМ варьируется от тка‑
ни к ткани, однако основная функция всех ВКМ за‑
ключается в обеспечении механической поддержки 
клеток и поддержании множества биологических 
функций, таких как жизнеспособность и рост клеток. 
В поджелудочной железе ВКМ, в составе которого 
определяется коллаген I, III, IV, V и VI типа, эластин, 
а также ламинин и фибронектин, регулирует основ‑
ные аспекты биологии островков, включая развитие, 
морфологию и дифференцировку, внутриклеточную 
передачу сигналов, экспрессию генов, адгезию и миг‑
рацию, пролиферацию, секрецию и выживаемость 
[4, 5]. Взаимодействия клетка–матрикс важны для 
того, чтобы зрелые β‑клетки оставались функ цио‑
наль ны ми и избегали апоптоза, а также для поддер‑
жания функциональной массы β‑клеток [6]. Во вре‑
мя процесса выделения островки часто лишаются 
значительной части ВКМ и васкулярной сети, что в 
дальнейшем негативно сказывается на жизнеспособ‑
ности изолированных ОЛ. Показано, что островки, 
которые частично сохраняют ВКМ после выделения, 
демонстрируют снижение скорости апоптоза и зна‑
чительно лучше поддерживают секрецию инсулина, 
чем более агрессивно очищенные островки [4].

Учитывая, насколько существенную роль играет 
ВКМ в обеспечении жизнеспособности и функцио‑
нирования ОЛ, в процессе децеллюляризации важно 
не только освободить матрикс от клеточного компо‑
нента, но и по возможности максимально сохранить 
неизменными структуру и состав ВКМ. В дальней‑
шем такой матрикс может быть рецеллюляризован 
соответствующими типами клеток с перспективой 
получения тканевого эквивалента ПЖ с определен‑
ными функциональными свойствами [6].

Матрикс поджелудочной железы как целого ор‑
гана был получен от мышей [7, 8], крыс [9], свиней 
[6, 10] и человека [11]. Однако восстановление сосу‑
дистой сети таких интактных децеллюляризованных 
каркасов органов является сложной задачей. Альтер‑
нативный подход, который особенно актуален для 
эндокринного трансплантата островков, заключается 
в объединении клеток с децеллюляризованным мат‑
риксом, полученным из фрагмента поджелудочной 
железы [3]. Такая стратегия может быть перспек‑
тивна для приложений тканевой инженерии из‑за 
простоты ее использования.

В нашем исследовании мы изучили возможность 
получения тканеспецифического матрикса ПЖ, ис‑
пользуя для децеллюляризации небольшие фрагмен‑
ты панкреатической ткани. Такой подход позволяет 
повысить эффективность децеллюляризации, полно‑
ценно заселить клетками весь объем децеллюляри‑
зованного матрикса, упростить доставку кислорода 
и питательных веществ к донорским клеткам, в том 
числе в глубине матрикса, значительно снизить сто‑
имость процедуры децеллюляризации.

МАтериАлЫ и МетОдЫ иССледОВАНиЯ
исходный материал

В работе использовали хвостовую часть ПЖ, по‑
лученную в результате мультиорганного забора ор‑
ганов посмертных доноров (n = 6) и не пригодную 
для трансплантации (возраст доноров 34–63 года).

децеллюляризация ПЖ
Для повышения эффективности децеллюляриза‑

ции в протокол исследования был введен цикл замо‑
раживания–оттаивания с целью деструкции клеток 
ткани на предварительном этапе. Фрагменты донор‑
ской поджелудочной железы подвергали 1, 2 или 
3 циклам замораживания при –80 °С и оттаивания до 
+37 °С с последующим механическим измельчением 
ткани до 1 × 1 × 1 мм. Далее фрагменты ткани обраба‑
тывали в трех сменах буферного раствора (рН = 7,4), 
содержащего растворы 0,1% додецилсульфата натрия 
и повышающуюся концентрацию Тритона Х100 (1, 
2 и 3% соответственно) (Sigma, США). В каждом 
растворе образец находился в течение суток при 
комнатной температуре в условиях постоянного пе‑
ремешивания со скоростью 2 об/мин на роллерной 
системе СellRoll (INTEGRABiosciencesAG, Швейца‑
рия). При смене растворов мелкодисперсный матрикс 
фильтровали с применением металлического сита 
(диаметр ячеек 0,4–0,6 мм) и возвращали в раствор 
с более высокой концентрацией Тритон Х100.

По окончании процесса децеллюляризации фраг‑
менты ПЖч тщательно отмывали от остатков по‑
верхностно‑активных агентов в течение 72 часов в 
фосфатном буферном растворе с добавлением анти‑
биотика/антимикотика. Отмытые фрагменты ПЖч 
вносили в криопробирки, замораживали и подвер‑
гали γ‑стерилизации (1,5 Мрад).

Гистологическое исследование
На каждом этапе децеллюляризации с целью 

контроля эффективности процесса часть материала 
фиксировали в 10% забуференном формалине, обез‑
воживали в спиртах восходящей концентрации, вы‑
держивали в смеси хлороформа и этанола, хлорофор‑
ме и заливали в парафин. Срезы толщиной 4–5 мкм 
получали с помощью микротома RM2245 (Leica, Гер‑
мания) и в дальнейшем окрашивали гематоксилином 
и эозином, на общий коллаген (метод Массона) и на 
эластические волокна (метод Унны–Тенцера), ядра 
клеток визуализировали флуоресцентным окраши‑
ванием DAPI (Sigma, США). Кроме того, проводи‑
ли постановку иммуногистохимической реакции на 
коллаген I типа, используя anti‑collagen I antibody 
(Abcam, Великобритания) и систему визуализации 
Rabbit Specific HRP|DAB (ABC) Detection IHCkit 
(Abcam, Великобритания).
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Определение общего количества дНК 
в матриксе

Остаточное количество ДНК служит индикатором 
сохранившихся в децеллюляризованном матриксе 
клеточных компонентов, несущих основную долю 
антигенов, обеспечивающих реакцию отторжения 
трансплантата [12].

Перед исследованием образцы хранили при 
температуре –20 °С. Выделение ДНК проводили с 
использованием набора DNeasy Blood & Tissue Kit 
(QIAGEN, Германия) согласно инструкции произ‑
водителя.

Для количественного определения двухцепочеч‑
ной ДНК использовали флуоресцентный краситель 
™Picogreen Quant‑iT (Invitrogen, США) в соответ‑
ствии с инструкцией производителя. Кратко, 50 мкл 
лизата исследуемого образца разбавляли в пропор‑
ции 1:1 буферным раствором TE, а затем добавляли 
к 100 мкл раствора красителя. В течение 5 минут 
полученный раствор инкубировали при комнатной 
температуре без доступа света, далее образцы акти‑
вировали излучением с длиной волны 480 нм и затем 
анализировали на ридере для микропланшетов Spark 
10M (Tecan Trading AG, Швейцария) при длине вол‑
ны 520 нм. Для определения абсолютного количества 
ДНК использовали калибровочную кривую ДНК бак‑
териофага λ (Invitrogen, США) (0 нг/мл – 1000 нг/мл).

исследование цитотоксичности матрикса
Цитотоксичность образцов матрикса в виде фраг‑

ментов децеллюляризованной ткани поджелудочной 
железы человека в условиях in vitro оценивали ме‑
тодом прямого контакта согласно межгосударствен‑
ному стандарту ГОСТ ISO 10993‑5‑2011 на культуре 
фибробластов мыши линии L929 [13]. Отрицатель‑
ным контрольным образцом служила культуральная 
среда с 10% эмбриональной телячьей сывороткой 
(ЭТС, HyClone, SV30160.03, США). Положитель‑
ным контрольным образцом – стандарт цинка одно‑
элементный водный 10 000 мкг/мл (Sigma‑Aldrich, 
США). Все процедуры проводили в асептических 
условиях. Мониторинг культуры осуществляли с по‑
мощью инвертированного микроскопа Eclipse TS100 
(Nikon, Япония).

Метаболическую активность фибробластов 
после контакта с образцами матриксов опреде‑
ляли через 24 ч с помощью реагента prestoBlue™ 
CellViabilityReagent (Invitrogen™, США) согласно 
протоколу, рекомендуемому производителем. Изме‑
нение поглощения среды регистрировали с исполь‑
зованием ридера для микропланшетов Spark 10М c 
программным обеспечением SparkControl™Magellan 
V1.2.20 на длинах волн 570 и 600 нм.

Количественную и статистическую обработку по‑
лученных данных проводили с помощью приложения 

MicrosoftExcel 2007. Все результаты представлены в 
виде среднего значения ± среднеквадратичное откло‑
нение. Различия считали достоверными при р < 0,05.

исследование функциональных свойств 
матрикса

Функциональные свойства матрикса ДПЖч от‑
носительно его способности поддерживать адгезию, 
пролиферацию и дифференцировку клеток иссле‑
довали на культуре мезенхимальных стромальных 
клеток жировой ткани человека (МСК ЖТч). Посев 
МСК ЖТч (II пассаж) производили из расчета 15 × 
104 клеток/10 мг матрикса. Через 6 суток культи‑
вирования несколько образцов были отобраны для 
оценки жизнеспособности МСК ЖТч с помощью 
набора LIVE/DEAD® Cell Viability/Cytotoxicity Kit 
(Molecular probes® by Life technologies™, США). 
А через 15 суток культивирования оставшиеся об‑
разцы матриксов с клетками были зафиксированы 
в 10% забуференном формалине для дальнейшего 
гистологического анализа.

реЗУльтАтЫ иССледОВАНиЯ
Гистологический анализ нативной ПЖ

Проведенное морфологическое исследование на‑
тивной ПЖ выявило, что три исследованные железы 
имели признаки выраженного липоматоза, в то время 
как в трех других железах были обнаружены при‑
знаки диффузного фиброза панкреатической ткани 
(рис. 1).

Гистологический анализ ткани 
с липоматозом на разных этапах 
децеллюляризации фрагментов ПЖ

Было исследовано 3 серии образцов нативной ПЖ 
с признаками липоматоза, отличающихся количест‑
вом циклов замораживания и оттаивания. Проведен‑
ное гистологическое исследование показало, что на 
начальном этапе обработки – после однократного за‑
мораживания – в ткани ПЖ с липоматозом наблюда‑
ли частичное повреждение клеток панкреатической 
паренхимы, выражающееся в деструкции, прежде 
всего клеток ацинарной ткани. При этом границы 
между клетками непосредственно в ацинусах вы‑
глядели стертыми, размытыми, а клеточные ядра не 
визуализировались или были пикнотичными. Однако 
контуры ацинусов еще четко определялись. Островки 
Лангерганса в целом выглядели структурно более 
сохранными, хотя отмечалась гиперхромность значи‑
тельной части ядер инсулоцитов. Следует отметить, 
что процесс деструкции клеток на данном этапе не 
носил глобального характера и захватывал не более 
50% исследуемого фрагмента панкреатической ткани 
(рис. 2, а, б).
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Рис. 1. Гистологическая картина поджелудочной железы человека: а, в, д – нативная донорская поджелудочная железа 
с признаками липоматоза; б, г, е – нативная донорская поджелудочная железа с признаками фиброза; а, б – гематокси‑
лин и эозин; в, г – метод Массона; д, е – окрашивание клеточных ядер DAPI. ×200

Fig. 1. The histological presentation of human pancreas: a, в, д – native donor pancreas with lipomatosis features; б, г, e – na‑
tive donor pancreas with fibrosis features; a, б – hematoxylin and eosin; в, г – Masson’s method; д, e – nuclear DAPI staining. 
×200

а б

в

д

г

е

Фрагменты ПЖ с липоматозом, подвергшиеся 
двум циклам замораживания–оттаивания, в значи‑
тельной степени отличались по морфологическим 
признакам от предыдущей серии образцов. Прежде 

всего это касалось тотального распространения про‑
цесса клеточной деструкции на весь тканевой фраг‑
мент. Не наблюдали даже частичного сохранения 
морфологических признаков первоначальной струк‑
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Рис. 2. Гистологическая картина ткани поджелудочной железы после последовательных циклов замораживания–отта‑
ивания: а, б – 1 цикл замораживания до –80 °С и оттаивания до +37 °С; в, г – 2 цикла; д, е – 3 цикла замораживания–
оттаивания ПЖ с липоматозом; ж, з – 3 цикла замораживания–оттаивания ПЖ с фиброзом; а, в, д, ж – гематоксилин 
и эозин; б, г, е, з – окрашивание ядер DAPI. ×200

Fig. 2. The histological presentation of pancreatic tissue after successive cycles of freezing and thawing: a, б – 1 cycle of 
freezing up to –80 °C and thawing up to +37 °C; в, г – 2 cycles; д, e – 3 cycles of freezing and thawing of pancreas with 
lipomatosis; ж, з – 3 cycles of freezing and thawing of pancreas with fibrosis; а, в, д, ж – hematoxylin and eosin; б, г, e, з – 
nuclear DAPI staining. ×200

а б

в

д

ж

г

е

з
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Рис. 3. Гистологическая картина децеллюляризованной поджелудочной железы (ДПЖ): а, б – ДПЖ с липоматозом 
после 2 циклов замораживания–оттаивания, красным овалом отмечен участок с микрофрагментами клеточного де‑
трита; в, г – ДПЖ с липоматозом после 3 циклов замораживания–оттаивания; д, е – ДПЖ с фиброзом после 3 циклов 
замораживания–оттаивания; а, в, д – метод Массона; б, г, е – окрашивание ядер DAPI. ×100

Fig. 3. The histological presentation of decellularized pancreas (DP): a, б – DP with lipomatosis after 2 cycles of freezing 
and thawing, the red oval marks the area with microfragments of cellular detritus; в, г – DP with lipomatosis after 3 cycles of 
freezing and thawing; д, e – DP with fibrosis after 3 cycles of freezing and thawing; a, в, д – Masson’s method; б, г, e – nuclear 
DAPI staining. ×100

а б

в

д

г

е
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Рис. 4. Гистологическая картина децеллюляризованной поджелудочной железы с липоматозом: а – иммуногисто‑
химическое окрашивание демонстрирует наличие в составе матрикса коллагена I типа; б – окрашивание по методу 
Унны–Тенцера выявляет наличие эластических волокон в матриксе. ×100

Fig. 4. The histological presentation of decellularized pancreas with lipomatosis: a – immunohistochemical staining demonst‑
rates the presence of type I collagen in the matrix; б – Unna–Tenzer staining reveals the presence of elastic fibers in the matrix. 
×100

а б

туры панкреатической ткани: ацинусы, островки, 
их фрагменты не были обнаружены. В образцах оп‑
ределяли лишь разбросанные в толще одиночные 
сохранившиеся клетки или отдельные пикнотичные 
ядра. Строма при этом обильно маскировалась мел‑
кими зернами клеточного детрита (рис. 2, в, г). Было 
принято решение использовать полученные таким 
способом образцы для дальнейшей обработки по‑
верхностно‑активными агентами с целью получения 
очищенного ВКМ ПЖ. В результате проведенной 
децеллюляризации соединительно‑тканный каркас 
удалось избавить от основной массы детрита и полу‑
чить образцы, характеризующиеся тонковолокнистой 
ажурной структурой, где, однако, локально выявляли 
минимальное включение зерен клеточного детрита 
(рис. 3, а, б).

В образцах фрагментов ПЖ с липоматозом после 
трех последовательных циклов замораживания–отта‑
ивания в отличие от ранее исследованных образцов 
сохранившиеся клетки, клеточные ядра, продукты 
кариорексиса не обнаруживали. При этом строма 
маскировалась мелкодисперсными фрагментами де‑
трита (рис. 2, д, е).

В ходе последующей децеллюляризации ткани с 
липоматозом после трех циклов замораживания–от‑
таивания наблюдали практически полное удаление 
зерен детрита (рис. 3, г), и как результат, получение 
очищенного тонковолокнистого матрикса, в кото‑
ром при окрашивании по методу Массона отчетливо 
выявляли синие коллагеновые волокна (рис. 3, в). 
Проведенное иммуногистохимическое окрашивание 
также подтвердило наличие в составе ВКМ коллаге‑
на I типа, являющегося важнейшей составляющей 

матрикса панкреатической ткани (рис. 3, а). При ок‑
рашивании орсеином выявляли красно‑коричневые 
эластические волокна (рис. 3, б). Данные результаты 
свидетельствуют о сохранности основных фибрил‑
лярных белков матрикса панкреатической ткани.

Гистологический анализ ткани 
с фиброзом на разных этапах 
децеллюляризации фрагментов ПЖ

Уже на первых этапах обработки поджелудочной 
железы с фиброзом было выявлено значительное 
различие в гистологической картине от ПЖ с ли‑
поматозом – даже после трех циклов заморажива‑
ния–оттаивания во фрагментах ткани сохранялось 
значительное количество клеток с пикнотичными 
ядрами (рис. 2, ж, з).

Тем не менее была проведена дальнейшая об‑
работка поверхностно‑активными агентами таких 
образцов, чтобы подтвердить предположение о не‑
пригодности разработанного протокола децеллюля‑
ризации для поджелудочной железы с диффузным 
фиброзом. Действительно, в полученных образцах 
присутствуют участки с большим количеством сохра‑
нившихся клеток и ядер (рис. 3, д, е), в то время как 
при аналогичной обработке поджелудочной железы 
с липоматозом удается получить хорошо очищенный 
тонковолокнистый матрикс.

Определение общего количества дНК 
в матриксе дПЖч

Количественный анализ показал, что при децел‑
люляризации поджелудочной железы с диффузным 
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Рис. 5. Сравнительный анализ количественного содержания ДНК в нативной ткани, в поджелудочной железе с фиб‑
розом и с липоматозом после децеллюляризации

Fig. 5. Quantification of DNA content in native tissue, in the pancreas with fibrosis and with lipomatosis after decellularization

фиброзом, согласно разработанному протоколу, в 
ткани сохранялось 6128,3 ± 718,0 нг ДНК/мг ткани 
(41,5% ДНК). При этом после децеллюляризации 
поджелудочной железы с липоматозом нам удалось 
очистить ткань от ДНК в значительной степени (p < 
0,05): содержание ДНК снизилось с 14782,2 ± 319,9 
до 12,6 ± 0,9 нг/мг ткани (рис. 5), что составляет 0,1% 
ДНК и свидетельствует о высокой эффективности 
разработанного протокола децеллюляризации и низ‑
кой иммуногенности полученного матрикса соот‑
ветственно.

Исходя из полученных результатов, для дальней‑
ших исследований использовали матриксы ДПЖч, 
полученные по предложенному протоколу децеллю‑
ляризации только для фрагментов ПЖ с выявленны‑
ми признаками липоматоза.

Цитотоксичность матрикса дПЖч
Анализ результатов проводили согласно оценоч‑

ной шкале степени ответной реакции клеток после 
инкубации с образцами матриксов в соответствии с 
ГОСТ ISO 10993‑5‑2011 (табл. 1). Отрицательный 

Таблица 1
Степень ответной реакции клеток

Stages of cell response
Степень реакции Реакция Наблюдения

0 Отсутствует Единичные интрацитоплазматические гранулы
Пролиферирующих клеток более 90% Нет лизиса

1 Незначительная
Не более 20% клеток круглые, слабо прикрепленные, без 

интрацитоплазматических гранул
Пролиферирующих клеток более 80%, но менее 90%

Лизис не более 
20%

2 Нерезкая
Не более 50% клеток круглые, не имеющие 

интрацитоплазматических гранул
Пролиферирующих клеток более 50%, но менее 80%

Лизис не более 
50%

3 Умеренная Не более 70% монослоя содержат круглые клетки
Пролиферирующих клеток более 30%, но менее 50%

Лизис не более 
70%

4 Резкая Практически полностью разрушенный монослой
Пролиферирующих клеток менее 30% Лизис более 70%
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Рис. 6. Культивирование МСК ЖТч на тканеспецифическом каркасе поджелудочной железы: а – прижизненное ок‑
рашивание витальным красителем LIVE/DEAD® МСК ЖТч после 1 суток культивирования, б – прижизненное ок‑
рашивание клеток LIVE/DEAD® после 6 суток культивирования; в – МСК ЖТч после 15 суток культивирования на 
матриксе из ДПЖ, по методу Массона. ×200; г – МСК ЖТч после 15 суток культивирования на матриксе из ДПЖ, 
гематоксилин и эозин. ×100

Fig. 6. Culturing of hADMSCs on tissue‑specific pancreas scaffold: a – intravital staining of hADMSCs with LIVE/DEAD® 
vital stain after 1 day of culturing, б – intravital staining of cells with LIVE/DEAD® after 6 days of culturing; в – hADMSCs 
after 15 days of culturing on DP‑matrix, the Masson method. ×200; г – hADMSCs after 15 days of culturing on DP‑matrix, 
hematoxylin and eosin. ×100

а б

в г

Таблица 2
Процент жизнеспособных фибробластов линии L929 относительно отрицательного контроля

The percentage of viable fibroblasts of L929 line relative to the negative control
№ образца Наименование образца % жизнеспособных клеток относительно 

отрицательного контроля ± сигма
Степень ответной 

реакции клеток
1 ДПЖч донор 1 97,3 ± 8,9 0
2 ДПЖч донор 2 90,5 ± 3,9 0
3 Положительный контроль 7,8 ± 2,3 4

контроль должен соответствовать степени реакции 0, 
положительный контроль – 3 или 4. Степень ответ‑
ной реакции исследуемого образца не должна пре‑
вышать 2.

В табл. 2 представлены значения, характеризу‑
ющие жизнеспособность фибробластов L929 отно‑

сительно отрицательного контроля – культуральной 
среды, содержащей 10% ЭТС. После контакта с об‑
разцами жизнеспособность фибробластов остается 
выше 90%, что соответствует степени реакции 0 и 
говорит об отсутствии цитотоксического действия 
образцов исследуемых матриксов. Положительный 
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контроль показал резкую цитотоксичность, степень 
реакции 4.

Функциональные свойства матрикса 
дПЖч

Уже на первые сутки культивирования (рис. 6, а) 
МСК ЖТч на матриксах из ДПЖч наблюдали адге‑
зию и распластывание клеток. К 6‑м суткам количес‑
тво МСК ЖТч увеличивалось, отсутствовали нежиз‑
неспособные клетки, ядра которых окрашиваются в 
красный цвет (рис. 6, б).

Анализ гистологических препаратов образцов 
показал, что через 15 суток культивирования проис‑
ходило интенсивное заселение матрикса МСК ЖТч. 
Клетки распластанные, имеют характерную для дан‑
ного типа клеток фибробластоподобную форму, рас‑
полагаются не только на поверхности, но и активно 
проникают в глубокие слои матрикса (рис. 6, в, г).

ЗАКлЮчеНие
Таким образом, определен критерий отбора исход‑

ного материала для эффективной децеллюляризации 
ПЖ человека. Выявлено преимущество использова‑
ния ПЖ с липоматозом по сравнению с фиброзиро‑
ванной ПЖ. Предложенный протокол децеллюляри‑
зации фрагментов донорской поджелудочной железы 
с липоматозом является эффективным и позволяет 
получить тканеспецифический матрикс/каркас, сво‑
бодный от клеток и клеточных фрагментов, с низким 
содержанием ДНК и сохранением морфофункцио‑
нальных свойств ВКМ ПЖ. Полученный матрикс не 
проявляет признаков цитотоксичности, поддержива‑
ет адгезию и пролиферацию МСК ЖТч и может быть 
в дальнейшем использован для рецеллюляризации 
островковыми клетками (инсулоцитами, эндокрин‑
ными клетками островков Лангерганса) при создании 
биоинженерной конструкции ПЖ.
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