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Цель. Исследовать эффективность сверхкритического диоксида углерода (ск-СО2) для снижения ци-
тотоксичности биополимерных скаффолдов из биодеградируемых материалов и тканеспецифических 
скаффолдов из децеллюляризованных фрагментов печени свиньи (ФПс) или мелкодисперсных частиц 
хряща свиньи (МДЧХс). Материалы и методы. Биополимерные скаффолды из композиции сополимера 
поли(оксибутирата-со-оксивалерата) и желатина, диаметром 4 мм и длиной 80 мм формировали методом 
электроспиннинга (NANON-01A, MECC CO, Япония) и стабилизировали в парах глутарового альдегида 
в течение 48 ч при комнатной температуре. Для децеллюляризации ФПс и МДЧХс инкубировали при 
периодическом перемешивании в буферных (рН = 7,4) растворах додецилсульфата натрия (0,1%) и Triton 
Х-100 с повышающейся концентрацией (1, 2 и 3%). Обработку в атмосфере ск-СО2 проводили при давле-
нии 150–300 бар, температуре 35 °С, скорости потока ск-СО2 0,25–2,5 мл/мин в течение 8–24 ч. В качестве 
модификатора полярности применяли этанол в концентрации 10%. Цитотоксичность оценивали согласно 
межгосударственному стандарту ГОСТ ISO 10993-5-2011. Исследование пролиферации фибробластов 
мыши линии NIH/3T3 в присутствии образцов проводили с применением интерактивной оптической 
системы IncuCyte Zoom. Результаты. Исследовано влияние скорости потока и давления ск-СО2, а также 
добавление этанола на снижение цитотоксичности скаффолдов. Установлено, что обработка при низкой 
скорости потока ск-СО2 (0,25 мл/мин) не приводит к требуемым значениям цитотоксичности. Полного 
отсутствия цитотоксичности биополимерных скаффолдов удается достичь в присутствии 10% этанола, 
при скорости потока ск-СО2 2,5 мл/мин, давлении 300 бар, температуре 35 °С после 8 ч обработки. Эф-
фективное удаление цитотоксичных детергентов из децеллюляризованной печени происходит уже при 
давлении 150 бар и не требует применения этанола. Добавление этанола к ск-СО2 позволяет устранить не 
только цитотоксическое, но и цитостатическое действие тканеспецифических скаффолдов. Заключение. 
Обработка ск-СО2 является эффективным способом снижения цитотоксичности трехмерных пористых 
матриксов, получаемых с применением цитотоксических веществ: бифункциональных сшивающих аген-
тов для биополимерных скаффолдов и поверхностно-активных веществ в случае тканеспецифических 
матриксов. Добавление этанола в качестве модификатора полярности позволяет повысить эффективность 
обработки за счет устранения как цитотоксического, так и цитостатического эффекта.
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ВВедеНие
Ключевым вопросом создания тканеинженерных 

конструкций, предназначенных для применения в 
регенеративной медицине, является разработка био-
деградируемых высокопористых скаффолдов (сино-
нимы: матриксы, каркасы), позволяющих доставлять 
специфические клетки в орган, требующий коррек-
ции и/или лечения и обеспечивать их длительное 
функционирование.

К настоящему времени разработано большое ко-
личество скаффолдов, обладающих необходимым 
комплексом физико-механических и биологических 
свойств, причем при их изготовлении предпочтение 
отдается высокомолекулярным материалам естест-
венного происхождения. Наиболее часто для этой 
цели применяют коллаген, являющийся основным 
компонентом внеклеточного матрикса (ВКМ) и спо-
собный стимулировать репаративные процессы, а 
также его производные, например, желатин [1, 2]. Од-

нако при введении в организм скаффолды на основе 
коллагена и его производных подвергаются крайне 
быстрой (менее 1 месяца) резорбции [3, 4]. С целью 
повышения времени резорбции материалов на осно-
ве биополимеров был разработан широкий спектр 
физических и химических методов стабилизации 
(сшивки) [5–7]. Наибольшее распространение полу-
чили методы сшивки при помощи бифункционально-
го сшивающего агента – глутарового альдегида (ГА). 
Наряду с высокой эффективностью стабилизации 
структуры биополимеров метод сшивки с примене-
нием ГА имеет ряд побочных эффектов, включая про-
явление цитотоксичности конечного продукта [8, 9].

В нативных тканях основная функция ВКM состо-
ит не только в обеспечении механической под держ-
ки, но и в поддержании множества биологических 
функций, таких как жизнеспособность, пролифера-
ция и дифференцировка клеток конкретной ткани 
или органа [10, 11]. В связи с этим наблюдается боль-
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Objective: to investigate the efficacy of supercritical carbon dioxide (sc-CO2) for enhancштп the biocompa-
tibility of biopolymer scaffolds from biodegradable materials and tissue-specific scaffolds from decellularized 
porcine liver slices (PLSs) or fine porcine cartilage particles (FPCPs). Materials and methods. Biopolymer 
scaffolds of a polyoxy(butyrate-co-valerate) and gelatin copolymer composition, 4 mm in diameter and 80 mm 
in length, were formed by electrospinning (NANON-01A, MECC CO, Japan) and stabilized by incubation in 
glutaraldehyde vapor for 48 hours at room temperature. For decellularization, PLSs and FPCPs were incubated 
under periodic stirring in buffer (pH = 7.4) solutions of sodium dodecyl sulfate (0.1%) and Triton X-100 with 
increasing concentrations (1, 2, and 3%). Treatment in a sc-CO2 atmosphere was done at 150–300 bar pressure, 
35 °C temperature, and 0.25–2.5 mL/min flow rate of sc-CO2 for 8–24 hours. 10% ethanol was introduced as a 
polarity modifier. Cytotoxicity was studied according to GOST ISO 10993-5-2011. The growth of NIH/3T3 in 
the presence of samples was studied using an interactive optical system IncuCyte Zoom. Results. The effect of 
the sc-CO2 flow rate and pressure, and the effect of addition of ethanol, on the biocompatibility of scaffolds was 
investigated. It was found that treatment at a low sc-CO2 flow rate (0.25 mL/min) does not achieve the required 
cytotoxicity. Complete absence of cytotoxicity in biopolymer scaffolds was achieved in the presence of 10% 
ethanol, at a sc-CO2 flow rate of 2.5 mL/min, 300 bar pressure and 35 °C temperature after 8 hours of treatment. 
Effective removal of cytotoxic detergents from decellularized liver occurs already at a 150-bar pressure and 
does not require the addition of ethanol. Adding ethanol to sc-CO2 eliminates not only the cytotoxic, but also the 
cytostatic effect of tissue-specific scaffolds. Conclusion. Sc-CO2 treatment is an effective way to enhance the 
biocompatibility of three-dimensional porous matrices produced using cytotoxic substances: bifunctional cross-
linking agents for biopolymer scaffolds and surfactants in the case of tissue-specific matrices. Addition of ethanol 
as a polarity modifier improves the treatment efficiency by eliminating both cytotoxic and cytostatic effects.
Keywords:  pig  liver,  pig  cartilage,  decellularization,  biopolymer  scaffolds,  supercritical CO2,  polarity 
modifier,  cytotoxicity,  biocompatibility.
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шой интерес к скаффолдам, изготовленным путем 
децеллюляризации – процесса, направленного на 
удаление клеток и генетического материала из ткани 
с сохранением не только структурных, но и тканеспе-
цифических свойств ВКМ. В настоящее время для 
децеллюляризации органов и тканей применяется 
широкий спектр различных физических, химических 
и биологических методов, среди которых наибольшее 
распространение получила обработка поверхностно-
активными веществами (ПАВ) ионной или не ионной 
природы [12–14]. Одним из существенных недостат-
ков применения ПАВ для децеллюляризации органов 
и тканей является необходимость их тщательной от-
мывки в буферных растворах от остатков детерген-
тов в течение длительного (не менее 72 ч) времени 
[12–15], что повышает риск вымывания значитель-
ных количеств гликозаминогликанов и сигнальных 
молекул и может привести к нарушению процессов 
рецеллюляризации матрикса [16]. Следовательно, со-
кращение времени контакта с водной фазой необхо-
димо с точки зрения минимизации риска подобного 
рода осложнений.

В последнее время наблюдается повышенный ин-
терес к использованию сверхкритических флюидов 
(СКФ) при создании скаффолдов для тканевой инже-
нерии и регенеративной медицины [17–24]. Любое 
вещество, находящееся при температуре и давле-
нии выше критической точки, переходит в состояние 
СКФ (рис. 1), при котором исчезает различие между 
жидкой и газовой фазой. Одно из наиболее важных 
свойств СКФ – это способность к растворению ве-
ществ, причем растворяющая способность увеличи-
вается с увеличением их плотности. Поскольку при 
постоянной температуре с увеличением давления 
плотность СКФ возрастает, меняя давление, можно 
влиять на его растворяющую способность [25].

Из известных СКФ наиболее часто в биомеди-
цинских технологиях применяют сверхкритический 
диоксид углерода (ск-СО2). Обработка ск-СО2 может 
проводиться при температурах, близких к физиоло-
гическим значениям (35–40 °С), и не требует приме-
нения дополнительных органических растворителей. 
По окончании обработки диоксид углерода легко и 
практически без остатка удаляется простым сбросом 
давления. Одновременно может происходить удале-
ние растворимых в ск-СО2 токсичных соединений 
(непрореагировавшие мономеры и олигомеры, ПАВ, 
пластификаторы и т. д.), что приводит к существен-
ному улучшению биосовместимых свойств получен-
ных материалов [26].

Поскольку диоксид углерода является неполяр-
ным соединением, для повышения эффективности 
удаления полярных фосфолипидных компонентов 
клеточных мембран обработку ск-СО2 проводят в 
присутствии гидрофильного агента, как правило, 
этанола [27]. Добавление этанола позволяет также 
повысить в процессе децеллюляризации сохранность 
таких важных компонентов ВКМ, как коллагены, гли-
козаминогликаны, адгезивные белки (фибронектин, 
ламинин и др.), а также ангиогенные факторы [28].

Все это позволяет предположить, что обработка 
ск-СО2 может способствовать эффективному удале-
нию цитотоксичных остатков ПАВ и не прореагиро-
вавшего ГА, использованных в процессе формирова-
ния матриксов для тканевой инженерии.

Целью данной работы является исследование эф-
фективности ск-СО2 для снижения цитотоксичнос-
ти трубчатых пористых скаффолдов из композиции 
сополимера поли(оксибутират-со-оксивалерата) и 
желатина (П(ОБ-ОВ) – Ж), стабилизированных ГА, 
и тканеспецифических скаффолдов из фрагментов 
печени свиньи.

МАтериАлы и МетОды
Получение скаффолдов

Биополимерные пористые трубчатые скаффолды 
(рис. 2) формировали с применением метода элект-
роспиннинга на установке NANON-01A (MECC CO, 
Япония) из 10% (по массе) растворов П(ОБ-ОВ) 
(ММ 680000) и желатина (Gelatin from porcine skin 
Type A) в гексафторизопропаноле (полимеры и рас-
творитель Sigma-Aldrich, США), смешанных в со-
отношении 1 : 2 (по объему). Напряжение между 
электродами составляло 25 кВ, расстояние между 
электродами 10 см, диаметр стержня 4 мм и скорость 
вращения стержня 500 об/мин. Полученные из ком-
позиции (П(ОБ-ОВ) – Ж) образцы механически сни-
мали с подложки, высушивали при 37 °С в течение 
4–6 ч и вакуумировали при 37 °С и остаточном дав-
лении 10–20 мм рт. ст. в течение 18–24 ч.

Рис. 1. Переход вещества в сверхкритическое состояние

Fig. 1. Transition of substance into a supercritical state
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Дополнительную стабилизацию структуры био-
полимерных скаффолдов парами ГА (Serva, Герма-
ния) осуществляли, помещая образцы в замкнутую 
емкость (эксикатор), содержащую 25% раствор ГА, 
без прямого контакта образца с раствором, и инку-
бировали при комнатной температуре в течение 48 ч.

децеллюляризация печени и хряща 
свиньи

Печень, бедренные и коленные суставы свиньи 
были получены на бойне (ООО «АПК ПРОМАГРО», 
г. Старый Оскол) после забоя здоровых животных 
(вес около 120 кг) в соответствии с Европейской 
директивой 64/433/EEC. После транспортировки в 
охлажденном виде (4 °С) печень свиньи нарезали 
фрагментами (ФПс) размером 0,1 × 0,3 см, заморажи-
вали при –80 °С и хранили при данной температуре 
до момента начала децеллюляризации. Хрящ удаля-
ли с суставных поверхностей скальпелем, нарезали 
фрагментами размером 0,5 × 0,5 см, замораживали 
при –80 °С и измельчали в условиях непрерывного 
охлаждения жидким азотом в течение 4 минут при 
частоте встряхивания размольного стакана 25 Гц с 
применением криомельницы CryoMill (Retch GmBH, 
Германия). Фракции мелкодисперсных частиц хряща 
свиньи (МДЧХс) размером 30–100 мкм выделяли 
просеиванием содержимого размольного стакана 
через набор сит с соответствующим размером ячеек.

Децеллюляризацию МДЧХс и ФПс проводили в 
трех буферных растворах (фосфатно-солевой буфер, 
PBS, рН = 7,4) 0,1% додецилсульфата натрия (SDS) и 
Triton Х-100 с повышающейся концентрацией (1, 2 и 
3%) (все реактивы Sigma-Aldrich, США) при перио-
дическом перемешивании (200 об/мин, 3 раза в сутки, 
1 ч, при комнатной температуре). После тщательной 
отмывки от ПАВ в трех сменах PBS и последующей 
инкубации в буферном растворе в течение 24 ч при 
комнатной температуре децеллюляризованные фраг-
менты печени свиньи (ДФПс) переносили в криопро-
бирки и хранили при –80 °С до момента обработки 
ск-СО2.

Обработка сверхкритическим СО2

Обработку в атмосфере ск-СО2 осуществляли на 
установке RESS-SAS (Waters corporation, США) при 
Т = 35 °С, давлении 150 и 300 бар, значениях ско-
рости потока ск-СО2 0,25 и 2,5 мл/мин в течение 8 
или 24 ч. В качестве модификатора полярности был 
выбран этанол в концентрации 10% (по объему).

исследование цитотоксичности
Цитотоксичность исследуемых образцов оцени-

вали в условиях in vitro согласно межгосударствен-
ному стандарту ГОСТ ISO 10993-5-2011 на культуре 
фибробластов мыши линии NIH/3T3 [29]. Все про-

цедуры проводили в асептических условиях. Фибро-
бласты мыши линии NIH/3T3 (ATCC®CRL-1658™) из 
коллекции ATCC (American Type Culture Collection) 
высевали в культуральные 24- и 96-луночные плоско-
донные планшеты (Corning-Costar, США) в концен-
трации 8 ×104 клеток/лунку и 2 × 104 клеток/лунку 
соответственно и инкубировали 24 ч при 37 °С во 
влажной атмосфере, содержащей 5 ± 1% СО2, до об-
разования 80 ± 10% монослоя.

Готовили не менее трех вытяжек и проб на каж-
дый образец скаффолда. В качестве экстрагирую-
щего раствора использовали натрия хлорид (НПК, 
Россия). Соотношение площади поверхности образ-
ца к объему экстрагирующего раствора составляло  
3 : 1 см2/мл. Время экстракции – 24 ч, температура – 
37 °C. Полученную вытяжку вносили в 96-луночный 
планшет со сформированным монослоем клеток в 
объеме 100 мкл/лунку.

Рис. 2. Структура биополимерного пористого трубча-
того скаффолда, d = 4 мм: а – поперечный срез (×100);  
б – внутренняя поверхность (×2000)

Fig. 2. Structure of a biopolymer porous tubular scaffold, 
d = 4 mm: a – a cross section (×100); б – inner surface 
(×2000)

а

б
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