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Введение. Разработка тканеинженерной конструкции поджелудочной железы (ТИК ПЖ) включает по-
иск матриксов/скаффолдов, способных имитировать структуру и состав естественного внеклеточного 
матрикса (ВКМ), являющегося важным компонентом тканевого микроокружения. Тканеспецифический 
матрикс, свободный от клеток, полученный в результате децеллюляризации поджелудочной железы (ПЖ), 
представляется наиболее подходящим для создания ТИК ПЖ. Выбор протокола децеллюляризации пан-
креатической ткани должен учитывать морфологические характеристики исходной ПЖ. Сохранение в 
децеллюляризованном панкреатическом матриксе (ДПЖ) особенностей архитектоники и состава нативной 
ткани, а также присутствие нативных компонентов ВКМ позволяет создать условия для пролонгированной 
жизнедеятельности функционально активных островковых (инсулинпродуцирующих) клеток при создании 
ТИК ПЖ. Цель работы: определить оптимальные параметры децеллюляризации ПЖ посмертных доноров 
с фиброзом, липоматозом и без выраженных признаков фиброза и липоматоза. Материалы и методы. 
Использовали хвостовую часть ПЖ, полученную в результате мультиорганного забора органов посмертных 
доноров и не пригодную для трансплантации. Тканеспецифический матрикс получали в результате ком-
бинации физико-химических методов децеллюляризации фрагментов ПЖ. Применяли протокол с цикли-
ческим повторением режима замораживания и оттаивания и два протокола с применением осмотического 
шока. Образцы исходной ткани ПЖ и децеллюляризованных фрагментов подвергали гистологическому 
анализу. Результаты. Показано, что для эффективной децеллюляризации ПЖ с выраженным липоматозом 
подходит физико-химический метод с циклическим повторением режима замораживания и оттаивания; 
для ПЖ с диффузным фиброзом и для ПЖ без выраженных признаков фиброза и липоматоза – физико-
химический метод с применением осмотического шока, но различные варианты протокола. Заключение. 
Для осуществления полной децеллюляризации фрагментов ПЖ человека протокол способа обработки 
необходимо коррелировать с гистологическими особенностями исходной ткани.
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ВВедеНие
Разработка тканеинженерных конструкций (ТИК) 

тканей и органов, в том числе поджелудочной желе-
зы (ПЖ), включает поиск матриксов (скаффолдов, 
каркасов), способных имитировать структуру и со-
став естественного внеклеточного матрикса (ВКМ). 
ВКМ, секретируемый клетками, представляет собой 
сеть макромолекул, включая полисахаридные гликоз-
аминогликаны (ГАГ) и белки (коллагены, ламини-
ны, фибронектин), и является важным компонентом 
тканевого микроокружения [1]. ВКМ выполняет в 
ткани множество функций: обеспечение структурной 
целостности, механических свойств и организации 
ткани, клеточно-матриксных и сигнальных взаимо-
действий, таких как наличие сайтов прикрепления 
клеток, регулировка клеточной адгезии, пролифе-
рации, миграции, дифференцировки и апоптоза [2]. 
Тканеспецифический матрикс, в котором сохраняют-
ся особенности архитектоники и состава нативной 
ткани, представляется наиболее подходящим для 
создания ТИК ПЖ [3–5].

Одним из перспективных методов получения тка-
неспецифических матриксов является децеллюляри-
зация тканей и органов. Эффективный процесс де-
целлюляризации обеспечивает удаление клеточного 

материала, включая ДНК, и клеточных поверхност-
ных антигенов из нативной ткани, при максимально 
возможном сохранении структурных, биохимиче-
ских и биомеханических свойств нативного ВКМ с 
помощью различных методов обработки ткани [1].

Большинство протоколов описывают комбини-
рованное и последовательное применение различ-
ных физических, химических и ферментативных 
методов для достижения эффективной децеллюля-
ризации. Децеллюляризация большого фрагмента 
ткани – достаточно длительный процесс из-за необ-
ходимости проникновения всех реагентов в клетки-
мишени [4, 6]. При этом физическое воздействие 
может нарушить структуру матрикса, в то время как 
химические и ферментативные методы могут вы-
зывать реакции, которые приведут к повреждению 
компонентов ВКМ и даже изменят его химический 
состав [1]. Протоколы децеллюляризации должны 
также учитывать характеристики исходной ткани, 
такие как плотность и толщина, наличие липидов. 
Идентичная ткань может иметь разные характерис-
тики структуры и состава в зависимости от осо-
бенностей донора. По этим причинам оптимизация 
протокола децеллюляризации имеет первостепенное 
значение в каждом конкретном случае.

deTermininG The OPTimal PancreaTic decellulariZaTiOn 
PrOTOcOl, TakinG inTO accOunT TiSSue mOrPhOlOGical 
feaTureS
A.S. Ponomareva, N.V. Baranova, L.A. Kirsanova, G.N. Bubentsova, E.A. Nemets, 
I.A. Miloserdov, V.I.  Sevastianov
Shumakov National Medical Research Center of Transplantology and Artificial Organs, Moscow, 
Russian Federation

Introduction. Developing a tissue-engineered pancreatic construct (TEPC) involves a search for matrices/scaf-
folds capable of mimicking the structure and composition of the natural extracellular matrix (ECM), which is an 
important component of the tissue microenvironment. A cell-free, tissue-specific matrix obtained from pancreas 
decellularization seems to be the most suitable for creation of a TEPC. The choice of pancreatic tissue decellula-
rization protocol should take into account the morphological characteristics of the original pancreas. Preservation 
of the architectonics and composition of the native tissue in the decellularized pancreas matrix (DPM), and the 
presence of native ECM components allow for creation of conditions for prolonged vital activity of functionally 
active islet (insulin-producing) cells when creating TEPC. Objective: to determine the optimal parameters for 
decellularization of deceased donor pancreas with fibrosis, lipomatosis, and without pronounced signs of fibrosis 
and lipomatosis. Materials and methods. We used the caudal part of the pancreas obtained after multiorgan pro-
curement from deceased donors, which was unsuitable for transplantation. Tissue-specific matrix was obtained by 
a combination of physical and chemical methods of pancreatic decellularization. A freeze-thaw cycle protocol and 
two protocols using osmotic shock were used. Samples of initial pancreatic tissue and decellularized fragments 
were subjected to histological analysis. Results. It was shown that a physico-chemical method with freeze-thaw 
cycles is suitable for effective pancreatic decellularization in severe lipomatosis; a physico-chemical method using 
osmotic shock, but different protocol variants, is suitable for pancreas with diffuse fibrosis and for pancreas without 
pronounced signs of fibrosis and lipomatosis. Conclusion. For complete human pancreatic decellularization, the 
protocol should be correlated with histological features of the original tissue.
Keywords:  pancreas,  lipomatosis,  fibrosis,  decellularization,  tissue-specific  scaffold.
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Среди физических методов децеллюляризации 
распространение получили циклическое повторение 
замораживания и оттаивания, метод осмотическо-
го шока, механическое перемешивание, перфузия, 
ультразвуковое воздействие и другие. При замора-
живании ткани образуются внутриклеточные крис-
таллы льда, в результате этого происходит разру-
шение клеточных мембран и лизис клеток. Однако 
при этом могут разрушаться и белковые структуры 
ВКМ, поэтому необходимо следить за скоростью из-
менения температуры, чтобы контролировать размер 
образующихся кристаллов льда [7]. Гипотонические 
и гипертонические растворы (метод осмотического 
шока) [1] способствуют лизису клеток, но не удаляют 
клеточные фрагменты из матрикса. Более того, удале-
ние остатков ДНК имеет первостепенное значение во 
всех протоколах децеллюляризации из-за тенденции 
ядерного материала прикрепляться к белкам ВКМ. 
Удалению клеточного детрита способствует процесс 
механического перемешивания, осуществляемый с 
помощью магнитной мешалки, орбитального шей-
кера или роллерной системы [5, 8].

Только физических методов недостаточно для 
полной децеллюляризации ткани, но они эффектив-
ны в сочетании с химическими и ферментативными 
процессами. Химическими веществами (детерген-
тами) для растворения клеточных мембран и диссо-
циации детрита в процессе децеллюляризации явля-
ются поверхностно-активные вещества. Детергент 
Triton X100, нацеленный на липид-липидные и ли-
пид-белковые взаимодействия, часто применяют для 
обработки тканей с большим содержанием белка в 
составе ВКМ, при этом его с осторожностью приме-
няют для обработки тканей с высоким содержанием 
ГАГ [9]. Додецилсульфат натрия (SDS) используют 
для эффективного удаления ядерных и цитоплазмати-
ческие фрагментов. SDS растворяет как клеточную, 
так и ядерную мембрану, но имеет тенденцию дена-
турировать белки и может изменять естественную 
структуру матрикса [1]. По этой причине наиболее 
распространенной является кратковременная обра-
ботка SDS для минимизации возможных поврежде-
ний белков и общей структуры матрикса.

При создании ТИК ПЖ присутствие в децеллю-
ляризованном матриксе из поджелудочной железы 
(ДПЖ) нативных компонентов ВКМ позволяет со-
здать условия для пролонгированной жизнедеятель-
ности функционально активных островковых (инсу-
линпродуцирующих) клеток [3–6, 10]. Максимально 
полное удаление клеточного материала из ДПЖ 
приводит к минимизации иммунного ответа при 
дальнейшей имплантации ТИК ПЖ [6]. Показано, 
что панкреатические островки, культивированные 
в присутствии ДПЖ, увеличивали секрецию инсу-
лина по сравнению с изолированными островками 
в монокультуре [11].

Целью нашего исследования было определить 
оптимальные параметры децеллюляризации ПЖ 
посмертных доноров с фиброзом, липоматозом и 
без выраженных признаков фиброза и липоматоза.

МАтериАлы и МетОды
исходный материал

Значительное количество ПЖ от посмертных 
доноров не может быть использовано для транс-
плантации, поскольку органная пересадка требует 
применения жестких критериев в отборе донорской 
ПЖ [12]. В результате исполнения строгих требова-
ний к качеству донорской ПЖ [13] многие органы 
отклоняются на основании истории болезни, фибро-
за, липоматоза, антропометрических характеристик и 
других параметров, даже если ПЖ здорова и функци-
онирует. Такие органы могут быть переработаны для 
создания биоматериалов, в том числе подвергнуты 
процессу децеллюляризации, и могут использоваться 
для тканевой инженерии, а не утилизироваться.

Для исследования использовали хвостовую часть 
ПЖ, полученную в результате мультиорганного за-
бора органов посмертных доноров (n = 10, возраст 
доноров 34–63 года) и не пригодную для трансплан-
тации. Панкреатическую ткань хранили при –80 °С 
до проведения децеллюляризации.

децеллюляризация фрагментов ПЖ 
с применением циклического повторения 
замораживания и оттаивания

Ранее нами был предложен протокол децеллю-
ляризации фрагментов донорской ПЖ с липомато-
зом, позволяющий получить тканеспецифический 
матрикс/каркас, свободный от клеток и клеточных 
фрагментов, с низким содержанием ДНК и сохране-
нием морфофункциональных свойств ВКМ ПЖ [14]. 
Панкреатическую ткань подвергали трем циклам за-
мораживания до –80 °С и оттаивания до +37 °С с 
последующим механическим измельчением ткани 
(2 × 1 × 1 мм) и обработкой при комнатной темпера-
туре в условиях постоянного перемешивания в ро-
тационной системе СellRoll (INTEGRA Biosciences 
AG, Швейцария) в трех сменах буферного раствора 
(рН = 7,4), содержащего растворы 0,1% SDS и по-
вышающуюся концентрацию Triton Х100 (1, 2 и 3% 
соответственно) (Sigma, США). Затем фрагменты 
децеллюляризованной ПЖ тщательно отмывали от 
остатков поверхностно-активных агентов в течение 
72 часов в фосфатном буферном растворе с добав-
лением антибиотика/антимикотика.

В представленной работе мы использовали дан-
ный протокол при децеллюляризации панкреатиче-
ской ткани без признаков фиброза и липоматоза.

децеллюляризация фрагментов ПЖ 
с применением осмотического шока 
(два варианта протокола)

Ориентируясь на известные способы децеллю-
ляризации различных паренхиматозных органов [1, 
3–6, 15], для ПЖ с фиброзом, а также для ПЖ без 
признаков фиброза и липоматоза использовали физи-
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ко-химической метод с применением осмотического 
шока (воздействие ионной силы) в двух вариантах 
исполнения.

Механически измельченную (до размеров не более 
2 × 1 × 1 мм) панкреатическую ткань обрабатывали 
детергентами при комнатной температуре в условиях 
непрерывного перемешивания в ротационной систе-
ме СellRoll (INTEGRA Biosciences AG, Швейцария). 
В первом варианте использовали 0,1% раствор SDS 
и фосфатно-солевой буфер низкой и высокой ионной 
силы (I вариант), во втором варианте – 0,1% раствор 
SDS и фосфатно-солевой буфер высокой и низкой 
ионной силы (II вариант). Затем в обоих вариантах 
следовала тщательная отмывка остатков детергентов 
из децеллюляризованных фрагментов пан креа ти че-
ской ткани – матрикса (ДПЖ) в трех сменах фосфат-
ного буфера, содержащего антибиотик и антимикотик.

Гистологическое исследование
Образцы исходной ткани ПЖ и децеллюляризо-

ванных фрагментов подвергали гистологическому 

анализу. Материал фиксировали в 10% забуферен-
ном формалине, обезвоживали в спиртах восходящей 
концентрации, выдерживали в смеси хлороформа и 
этанола, хлороформе и заливали в парафин. Срезы 
толщиной 4–5 мкм получали с помощью микротома 
RM2245 (Leica, Германия) и в дальнейшем окраши-
вали гематоксилином и эозином, на общий коллаген 
(метод Массона), ядра клеток визуализировали флуо-
ресцентным окрашиванием DAPI (Sigma, США). По-
лученные гистологические препараты анализирова-
ли с помощью микроскопа Nikon Eclipse 50i (Nikon, 
Япония), оснащенного цифровой фотокамерой.

реЗУльтАты иССледОВАНиЯ
Гистологический анализ  
исходной ПЖ

В результате морфологического исследования 
исходного материала было выявлено три типа об-
разцов панкреатической ткани: ПЖ с выраженными 
признаками липоматоза (рис. 1, а–в), ПЖ с диффуз-

Рис. 1. Гистологическая картина поджелудочной железы посмертного донора: а, г, ж – окрашивание гематоксилином и 
эозином; б, д, з – окрашивание на общий коллаген по методу Массона; в, е, и – флуоресцентное окрашивание клеточ-
ных ядер DAPI. Красными стрелками отмечены жировые включения, желтыми стрелками отмечены фиброзные тяжи

Fig. 1. Histological picture of deceased donor pancreas: а, г, ж – H&E staining; б, д, з – Masson’s trichrome staining; в, е, 
и – DAPI staining. Red arrows indicate lipomatosis features, yellow arrows indicate fibrous cords

ПЖ без липоматоза и фиброзаПЖ с признаками фиброзаПЖ с признаками липоматоза
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ным фиброзом (рис. 1, г–е) и ПЖ без выраженных 
морфологических признаков патологии (рис. 1, ж–и). 
Несмотря на выявленные различия, во всех образ-
цах обнаруживались сохранившиеся ОЛ, которые, 
как правило, имели округлую (реже – вытянутую) 
форму и компактное, иногда дольчатое, строение. 
Компактное строение было характерно для остров-
ков меньших размеров, в то время как в некоторых 
более крупных островках определялась дольчатость. 
Специфическое окрашивание DAPI подтверждало 
наличие клеточных ядер, как в ОЛ, так и в окружа-
ющей ацинарной ткани.

Гистологический анализ ПЖ, 
децеллюляризованной с применением 
циклического повторения замораживания 
и оттаивания

В образцах фрагментов ПЖ с липоматозом после 
трех последовательных циклов замораживания–отта-
ивания и обработки детергентами наблюдали полное 
отсутствие сохранившихся клеток, отдельных кле-
точных ядер, а также мелких фрагментов клеточного 
детрита в полученном соединительно-тканном карка-
се (рис. 2, б). Морфологическая картина свидетельс-
твовала о получении очищенного тонковолокнистого 
матрикса (рис. 2, а).

После проведения полного протокола децеллю-
ляризации ПЖ с диффузным фиброзом гистоло-
гическая картина в целом отличалась от таковой, 
полученной при обработке железы с липоматозом. 
Наряду с отдельными, хорошо очищенными ажур-
ными тонковолокнистыми фрагментами в образцах 
обнаруживались плотные участки (рис. 2, в), в кото-
рых сохранялось значительное количество клеток и 
ядер, выявленных флуоресцентным окрашиванием 
DAPI (рис. 2, г), что позволяло сделать вывод о не-
полной децеллюляризации ткани, в то время как при 
аналогичной обработке ПЖ с липоматозом удавалось 
получить полностью очищенный матрикс.

После децеллюляризации панкреатической тка-
ни без выраженных признаков фиброза и липомато-
за в полученных образцах наблюдали сохранность 
тонких коллагеновых волокон стромы и отсутствие 
сохранившихся клеток и клеточных ядер (рис. 2, д). 
Однако в толще образца обнаруживались многочис-
ленные мелкие зерна клеточного детрита (рис. 2, е), 
что указывает на неэффективность проведенной про-
цедуры децеллюляризации.

Таким образом, проведенные исследования по-
казали, что предложенный протокол подходит ис-
ключительно для ПЖ с липоматозом, что, види-
мо, связано с морфологическими особенностями  
ткани.

Рис. 2. Гистологическая картина поджелудочной железы, децеллюляризованной с применением циклического пов-
торения режима замораживания и оттаивания: а, в, д – окрашивание на общий коллаген по методу Массона; б, г, е – 
флуоресцентное окрашивание клеточных ядер DAPI

Fig. 2. Histological picture of pancreas, decellularized using freeze-thaw cycles: а, в, д – Masson’s trichrome staining; б, г, 
е – DAPI staining
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Гистологический анализ ПЖ, 
децеллюляризованной с применением 
осмотического шока (i и ii вариант 
протокола)

Для определения оптимальных условий эффек-
тивной децеллюляризации панкреатической ткани с 
диффузным фиброзом и без выраженных признаков 
фиброза и липоматоза был опробован физико-хими-
ческий метод децеллюляризации ПЖ с применением 
осмотического шока – I вариант протокола.

Децеллюляризация фиброзированной панкреати-
ческой ткани методом осмотического шока (I вариант 
протокола) приводила к получению образцов, в кото-
рых основная часть выглядела плотной, непористой 
за счет спавшегося (схлопнувшегося) каркаса. При 
этом в препаратах, окрашенных по методу Массо-
на, обнаруживались грубые, плотно упакованные 

коллагеновые тяжи (рис. 3, а). Наличие клеточного 
детрита (преимущественно в периферической зоне), 
включая ядерный материал, подтверждалось флуо-
ресцентным окрашиванием DAPI (рис. 3, б). На ос-
новании данных результатов можно сделать вывод 
о том, что предложенный протокол децеллюляриза-
ции не позволяет получить очищенный, пористый 
соединительно-тканный каркас и в дальнейшем не 
может быть рекомендован для децеллюляризации 
ПЖ с диффузным фиброзом.

Образцы децеллюляризованного матрикса из ПЖ 
без выраженных признаков фиброза и липоматоза, 
полученные в результате применения метода осмо-
тического шока (I вариант протокола), демонстри-
ровали полное отсутствие сохранившихся клеток 
и клеточных ядер (подтверждалось окрашиванием 
DAPI) (рис. 3, г) и хорошо выраженную мелкоячеи-
стую тонковолокнистую структуру каркаса ткани 

Рис. 3. Гистологическая картина поджелудочной железы, децеллюляризованной с применением осмотического шока 
(I вариант протокола): а, в – окрашивание на общий коллаген по методу Массона; б, г – флуоресцентное окрашивание 
DAPI

Fig. 3. Histological picture of the pancreas, decellularized using osmotic shock (protocol option I): a, b – Masson‘s trichrome 
staining; б, г – DAPI staining
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с синими коллагеновыми волокнами (рис. 3, в). 
Таким образом, предложенный протокол оказался 
эффективным для получения матрикса в результате 
децеллюляризации ПЖ без выраженных признаков 
фиброза и липоматоза.

Проведение децеллюляризации ПЖ с диффузным 
фиброзом с использованием метода осмотического 
шока по II варианту протокола оказалось успешным. 
В отличие от образцов, полученных с использовани-
ем I варианта протокола, полученный матрикс ха-
рактеризовался пористой, мелкоячеистой, тонково-
локнистой структурой с сохранением коллагеновых 
волокон (рис. 4, а). При этом сохранившиеся клетки, 
клеточные ядра, фрагменты клеточного детрита в 
образцах при окрашивании DAPI не визуализиро-
вались (рис. 4, б). Применение данного протокола 

децеллюляризации ПЖ с диффузным фиброзом поз-
воляет получить тканеспецифический матрикс/кар-
кас, свободный от клеток и клеточных фрагментов.

Таким образом, гистологический анализ ПЖ по-
смертных доноров выявил морфологические осо-
бенности образцов, связанные с наличием призна-
ков липоматоза и диффузного фиброза, что требует 
необходимости применения различных режимов 
обработки для проведения эффективной децеллю-
ляризации. Изучение физико-механических свойств 
панкреатической ткани, таких как плотность, жест-
кость, эластичность, также является важным аспек-
том оптимизации протокола децеллюляризации [5]. 
Можно предположить, что физико-механические 
свойства в определенной степени будут коррелиро-
вать с гистологическими особенностями ПЖ. Под-
тверждение этой гипотезы нуждается в дальнейшем 
исследо вании.

В опубликованной отечественной и зарубежной 
научной литературе информации о влиянии морфо-
логических особенностей ПЖ человека на выбор 
протокола децеллюляризации нами не найдено.

ЗАКлЮчеНие
На основании полученных данных можно конста-

тировать, что для осуществления полной децеллюля-
ризации фрагментов ПЖ человека протокол способа 
обработки необходимо коррелировать с гистологи-
ческими особенностями исходной ткани. Показано, 
что для ПЖ с выраженным липоматозом для эффек-
тивной децеллюляризации подходит физико-хими-
ческий метод с циклическим повторением режима 
замораживания и оттаивания; для ПЖ с диффузным 
фиброзом и для ПЖ без выраженных признаков 
фиброза и липоматоза – физико-химический метод 
с применением осмотического шока, но различные 
варианты протокола.
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