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В настоящее время в сосудистой хирургии использование синтетических протезов малого диаметра со-
пряжено с более высокой частотой осложнений (тромбоз, рестеноз, гиперплазия интимы), чем при опе-
рациях с использованием аутологических сосудов. Однако сопутствующая патология, повторные опера-
ции и мультифокальное поражение сосудов ограничивают применение аутовены и аутоартерии. Важным 
фактором, обеспечивающим длительную проходимость сосудов, является наличие в их стенке функцио-
нальных васкулярных клеток, которые вырабатывают биологически активные вещества и обеспечивают 
механические свойства. Цель. Выбор оптимального материала для создания клеточно-наполненных тка-
неинженерных сосудов. Материалы и методы. Эндотелиальные (ЭК) и гладкомышечные клетки (ГМК), 
полученные из миокарда человека, были заселены на поверхность децеллюляризированной гомоартерии, 
ксеноперикарда, политетрафторэтилена (PTFE), полиэтилентерэфталата (PET), поликапролактона (PCL) 
и полилактид-когликолида (PLGA). Результаты. Синтетические биодеградируемые каркасы из поликап-
ролактона и полилактид-ко-гликолида обеспечивают клеточную адгезию, ЭК и ГМК сохраняют специ-
фические поверхностные антигены и способность к наработке межклеточного матрикса. Заключение. 
Материалы из поликапролактона и полилактид-ко-гликолида, полученные методом электроспиннинга, 
могут быть использованы для создания клеточно-наполненных сосудистых протезов.
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ВВЕДЕНИЕ
В сосудистой хирургии в настоящее время для 

операций шунтирования или протезирования ис-
пользуются как биологические, так и синтетиче-
ские протезы. Для увеличения срока проходимости 
сосудистых шунтов малого диаметра многими ис-
следователями были предприняты попытки заселе-
ния сосудистых скаффолдов различными клетками. 
Последние, в свою очередь, должны обеспечивать 
механическую прочность, тромборезистентность и 
ингибировать гиперплазию интимы, воспалитель-
ную и иммунологическую активность. Известно, 
что эндотелиальные и гладкомышечные клетки 
сосудов играют важную роль в структурной це-
лостности стенки сосуда за счет способности этих 
клеток вырабатывать межклеточный матрикс и био-
логически активные вещества [1].

По литературным данным, клетки, культивируе-
мые на различных поверхностях, могут различаться 
по своим функциональным свойствам и также могут 
терять фенотипическую специфичность [2]. Таким 
образом, выбор оптимально материала, который бу-

дет способствовать адгезии клеток с сохранением 
жизнеспособности и функциональных свойств, иг-
рает важную роль для создания биомиметических 
протезов в тканевой инженерии сосудов.

Ранее исследователями была показана возмож-
ность создания тканеинженерного сосуда, состо-
ящего из интимы, медии и адвентиции с исполь-
зованием ГМК, ЭК и фибробластов [3, 4]. После 
дополнительного улучшения механических свойств 
этих тканеинженерных сосудов (ТИС) появилась 
возможность их имплантации в артериальную по-
зицию. Проходимость этих протезов после имплан-
тации в сонные артерии животным наблюдалась в 
течение 26 недель. Авторы отметили важность со-
четания эндотелиального и гладкомышечного слоев 
на полученной тканеинженерной конструкции, т. к. 
повышалась целостность и стабильность неоинти-
мы, создавался приемлемый антитромбогенный по-
тенциал после имплантации, ускорялась регенера-
ция и ремоделирование неомедии и неоадвентиции 
в долгосрочном периоде [5].

Для клеточного заселения применялись и децел-
люляризированные артерии. Заселенные эндотели-
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At present, vascular surgery using small diameter synthetic grafts is associated with a higher incidence of com-
plications (thrombosis, restenosis, intimal hyperplasia) than in operations using autologous vessels. However, the 
occurrence of concomitant pathology, reoperations and multifocal vascular disease limit the use of autologous 
vein and arteries. The important factor providing a long-term patency is the presence of vascular cells, which 
produce biologically active substance and provide mechanical properties. Aim. Selection of the optimal scaf-
fold for creating cell-seeded tissue-engineering vessels. Materials and methods. Endothelial (EC) and smooth 
muscle cells (SMC) derived from human myocardium were seeded on different surfaces: decellularized homo-
arteriа, хenopericardium, polytetrafl uoroethylene (PTFE), polyethylene terephthalate (PET), polycaprolactone 
(PCL) and polylactide-co-glycolide (PLGA). Results. Synthetic biodegradable materials polycaprolactone and 
polylactide-co-glycolide provide cell adhesion. The cells cultured on the polycaprolactone and polylactide-co-
glycolide scaffolds retain their functional properties: viability and proliferative properties, maintain specifi c en-
dothelial antigens and synthesis of extracellular matrix. Conclusion. Synthetic biodegradable polycaprolactone 
and polylactide-co-glycolide electrospun scaffolds can be used for creation of cell-fi lled vascular prostheses.
Key words: vascular tissue engineering, human endothelial and smooth muscle cells, polycaprolactone, 
xenopericardium, polytetrafl uoroethylene, polyethylene terephthalate, polylactide-co-glycolide.
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альными клетками-предшественниками (EPCs), та-
кие трансплантаты показывали более длительную 
проходимость, чем трансплантаты без клеточного 
заселения [6]. Квинт и др. разработали уникальный 
метод создания децеллюляризованных артериаль-
ных трансплантатов малого диаметра с использова-
нием биоразлагаемого полимера. Ими предложено 
культивировать аллогенные гладкомышечные клет-
ки аорты свиней на деградируемом каркасе из поли-
гликолевой кислоты (PGA) в биореакторе. Получен-
ные сосуды затем децеллюляризовали и повторно 
заселяли полученную матрицу графта аутологич-
ными ЭК и эндотелиальными клетками-предшест-
венниками (ЕРС) свиньи. Данный сосуд функцио-
нировал так же, как и артериальные трансплантаты, 
и постепенно заселялся клетками хозяина in vivo в 
течение 4 недель [7].

На сегодняшний день актуальным является 
заселение синтетических материалов, использу-
емых для создания искусственных сосудов, хотя 
исследования по клеточному наполнению поли-
тетрафторэтилена (PTFЕ) и полиэтилентерэфтала-
та (PET) стали проводиться с 1980-х годов. Не все 
материалы, применяемые в сосудистой хирургии, 
применимы для создания протезов сосудов малого 
диаметра: PTFE, PET, полиуретаны демонстриру-
ют неудовлетворительные отдаленные показатели 
в силу тромбоза и стеноза [8]. В последнее время 
все большее внимание уделяется биодеградируе-
мым полимерным материалам, таким как поликап-
ролактон (PCL), полилактид-ко-гликолид (PLGA), 
полиуретан (PU) и др. Это связано с тем, что они 
имеют ряд положительных свойств: биодеграда-
ция, биосовместимость, простота производства, 
контролируемость морфологических и механичес-
ких свойств, обеспечивают рост клеток. Однако 
продукты распада этих полимеров могут вызывать 
воспалительные реакции, а быстрая деградация мо-
жет привести к потере структурной целостности. 
Одной из распространенных технологий получения 
каркасов сосудов в тканевой инженерии является 
электроспиннинг. Нановолокна, полученные при 
помощи данной технологии, укладываются в трех-
мерную структуру, которая достаточно быстро ин-
фильтрируется клетками и покрывается эндотелием 
[9]. Такие протезы малого диаметра, созданные из 
биоразлагаемых полимеров, в том числе PCL, по-
казали хорошие хирургические и механические 
свойства с проходимостью до 24 недель после имп-
лантации в брюшную аорту крысам [10]. Биодегра-
дируемые синтетические протезы при имплантации 
в нижнюю полую вену животным могут замещаться 
тканью, похожей на стенку нативной вены [11]. Кро-
ме того, электроспиннинговые нановолокна облада-
ют потенциалом инкапсуляции и контролируемого 
высвобождения лекарств, которые могут позволять 

производить бесклеточные тканеинженерные конс-
трукции [12].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клеточные популяции ЭК и ГМК получили из 

миокарда выходного отдела правого желудочка 
человека с последующим культивированием и ха-
рактеристикой в соответствии с ранее разработан-
ным нами протоколом [13]. Кусок кардиоэкспланта 
(5 мм3) измельчали механически до кусочков разме-
ром не более 1 мм3 с последующим ферментатив-
ным гидролизом в растворе 0,1% коллагеназы NB 
(Life Technologies) при 37 °С. Далее полученные 
клетки культивировали в питательных средах, обо-
гащенных факторами роста для эндотелиальных 
(EGM-2) или гладкомышечных клеток (SmGM-2). 
Для эндотелиальных клеток дополнительно выпол-
няли магнитный сортинг магнитными частицами 
MicroBeads (Miltenyi Biotec), конъюгированными с 
антителами к CD31 человека. При анализе у полу-
ченных клеток отмечается наличие эндотелиальных 
и гладкомышечных маркеров (CD31, a-SMA), также 
они характеризуются способностью нарабатывать 
межклеточный матрикс (фибронектин, коллаген, 
эластин).

Для исследования были взяты эпоксиконсервиро-
ванный лоскут из ксеноперикарда (КемПерипласт-
Нео, NeoCor, г. Кемерово), децеллюляризированная 
гомоартерия (НИИПК им. акад Е.Н. Мешалкина, 
г. Новосибирск), полученные и консервированные 
согласно протоколу [14]. Исследованы синтетичес-
кие материалы, которые используются в сосудис-
той хирургии: PTFE (Acuseal, Gore), PET (Intergard, 
Intervascular), а также материалы из PCL и PLGA, 
изготовленные и охарактеризованные нашими кол-
легами [15].

ЗАСЕЛЕНИЕ И КУЛЬТИВИРОВАНИЕ КЛЕТОК 
НА СИНТЕТИЧЕСКИХ И БИОЛОГИЧЕСКИХ 
ПОДЛОЖКАХ

Площадь заселяемой поверхности подложек со-
ставляла 2 см2. Количество заселяемых клеток со-
ставляло 105/см2 во всех изучаемых группах. Клет-
ки культивировались на подложках от 2 до 6 дней 
в среде EGM, Lonza (если заселяли поверхность 
эндотелиальными клетками) и SmGM, Lonza (если 
заселяли гладкомышечными клетками), комбини-
рованной EGM и SmGM (если культивировали два 
типа клеток одновременно). Заселение двумя типа-
ми клеток проводили постадийно: сначала одну из 
поверхностей заселяли гладкомышечными клетка-
ми в среде SmGM. Через сутки подложку перево-
рачивали и заселяли другую сторону эндотелиаль-
ными клетками. Время культивирования и оценка 
проводились в период от 2 до 7 дней.



97

РЕГЕНЕРАТИВНАЯ МЕДИЦИНА И КЛЕТОЧНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ

ИММУНОФЛУОРЕСЦЕНТНОЕ 
ОКРАШИВАНИЕ КЛЕТОК, 
КУЛЬТИВИРУЕМЫХ НА ЕСТЕСТВЕННЫХ 
И СИНТЕТИЧЕСКИХ СОСУДИСТЫХ 
МАТЕРИАЛАХ

Характеристика морфологических и функцио-
нальных свойств ЭК и ГМК в составе получен-
ных тканеинженерных конструкций проводилась 
методом иммунофлуоресцентной окраски анти-
телами на специфические поверхностные и цито-
плазматические антигены, а также на компоненты 
межклеточного матрикса. Клетки, растущие на со-
судистых матрицах, фиксировали 4% PFA (пара-
формальдегид) 10 мин при комнатной температуре 
с последующей отмывкой PBS (2 раза по 15 мин). 
Далее пермеабилизовали раствором 0,05% Triton 
(30 мин при комнатной температуре). Промывали 
фосфатным буфером PBS (2 раза по 15 мин). Инку-
бировали при комнатной температуре в 0,1% BSA 
(30 мин). Добавляли 200 мкл первичных антител 
(табл.) в растворе BSA, инкубировали при +4 °С во 
влажной камере в течение ночи. Промывали PBS 
(2 раза по 15 мин). Добавляли 400 мкл вторичных 
антител в растворе BSA. Инкубировали 1 час при 
комнатной температуре во влажной камере в темно-
те. Промывали PBS (2 раза по 15 мин). Подложки с 
заселенными на них клетками перемещали на пред-
метное стекло в 10% растворе DAPI, сверху под-
ложку накрывали покровным стеклом и плотно за-
крывали края препарата лентой Parafi lm. Детекция 
проводилась с помощью лазерного сканирующего 
микроскопа LSM 780 NLO (Zeiss) в Центре коллек-
тивного пользования микроскопического анализа 
биологических объектов СО РАН.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Ксеноперикард

Поверхность ксеноперикарда, используемого 
в клинической практике, заселялась сначала глад-
комышечными клетками в количестве 3 × 105/см2, 
заранее прижизненно окрашенными красным 
флуоресцентным митохондриальным красителем 
MitoTracker DeepRedFM (MitoTracker). Заселенные 
гладкомышечными клетками поверхности помеща-
лись в обычные условия культивирования: 5% СО2, 
37 °С. Через 24 часа другая сторона поверхности 
заселялась заранее прижизненно окрашенными эн-
дотелиальными клетками в количестве 3 × 105/см2. 
Окраска эндотелиальных клеток основана на их 
способности метаболизировать ацетилированную 
форму липопротеина низкой плотности (acLDL), 
в результате чего зеленый флуоресцентный краси-
тель Alexa 488 инкорпорирует в цитоплазму клеток. 
Качественная оценка распределения клеточных ти-
пов проводилась спустя 48 часов от начала экспери-
мента. На поверхности ксеноперикарда происходи-
ло слабое заселение и неадекватная пролиферация 
гладкомышечных клеток (рис., a). Анализ конфо-
кальных микрофотографий позволяет заключить, 
что не происходит упорядоченного бинарного фор-
мирования клеточных слоев.

Децеллюляризованная гомоартерия
На поверхность децеллюляризованного сосуда 

заселялись эндотелиальные клетки в количестве 
3 × 105/см2, заранее прижизненно окрашенные 
красным флуоресцентным митохондриальным кра-
сителем MitoTracker DeepRedFM (MitoTracker). 
В течение часа эндотелиальные клетки успешно 

Таблица
Список используемых первичных и вторичных антител

List of used primary and secondary antibodies
Первичные антитела Детектируемый объект Фирма Каталожный номер

Выявление клеток
anti-α-sma Актин гладких мышц (гладкомышечные клетки) DAKO M0851
anti-human CD31 Человеческие эндотелиальные клетки DAKO M0823

Выявление межклеточного матрикса
anti-collagen I Коллаген 1-го типа Abcam ab34710
anti-collagen IV Коллаген 4-го типа Life Span LS-B6723
anti-fi bronectin Фибронектин Abcam ab6328
anti-elastin Эластин Abcam 21610

Вторичные антитела Фирма Каталожный номер
Alexa Fluor 568 goat anti-mouse IgG1 Life Technologies A21124
Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG1 Life Technologies A21121
Alexa Fluor 568 goat anti-mouse IgG2a Life Technologies A21134
Alexa Fluor 568 goat anti-mouse IgG (H+L) Life Technologies A11031
Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG (H+L) Life Technologies A11029
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Рис. Пролиферирующие эндотелиальные и гладкомышечные клетки на поверхности из синтетических и естествен-
ных материалов: a – эндотелиальные и гладкомышечные клетки на поверхности ксеноперикарда; эндотелиальные 
клетки, специфически метаболизирующие ацетилированную форму липопротеина низкой плотности (acLDL) при-
жизненно, детектируются по зеленому сигналу; гладкомышечные клетки прижизненно окрашены митохондриальным 
красителем MitoTracker DeepRedFM (красный сигнал); б – эндотелиальные клетки на поверхности децеллюляризо-
ванной аорты прижизненно окрашены митохондриальным красителем MitoTracker DeepRedFM (красный сигнал); 
в – эндотелиальные клетки на поверхности PTFE прижизненно окрашены митохондриальным красителем MitoTra-
cker DeepRedFM (красный сигнал); г – эндотелиальные клетки на поверхности PET окрашены витальным митохон-
дриальным красителем MitoTracker DeepRedFM (красный сигнал) (слева); эндотелиальные клетки на поверхности 
PET окрашены антителами к эндотелиальным маркерам CD31 (зеленый), коллаген (красный), фибронектин (желтый) 
(справа); д – эндотелиальные и гладкомышечные клетки на поверхности из PCL; эндотелиальные клетки окрашены 
антителами к эндотелиальным маркерам CD31 (зеленый), коллаген (зеленый), гладкомышечные клетки окрашены 
антителами к актину гладких мышц αSMA (красный), эластину (зеленый); е – эндотелиальные и гладкомышечные 
клетки на поверхности из PLGA; эндотелиальные клетки окрашены антителами к эндотелиальным маркерам CD31 
(зеленый), коллаген (красный), фибронектин (зеленый), гладкомышечные клетки окрашены антителами к актину 
гладких мышц αSMA (красный); ядра окрашены DAPI. Лазерный сканирующий конфокальный микроcкоп LSM780 
NLO (Zeiss)

Fig. Proliferating endothelial and smooth muscle cells on the surface of synthetic and natural materials: a – endothelial and 
smooth muscle cells on the surface xenopericardium; endothelial cells specifi c metabolizing acetylated form low-density 
lipoprotein (acLDL) in vivo, are detected by the green signal; smooth muscle cells in vivo stained by mitochondrial dye 
MitoTracker DeepRedFM (red signal); б – endothelial cells on the surface of the decellularizated aorta, stained by mitochon-
drial dye MitoTracker DeepRedFM (red signal); в – endothelial cells on the surface of PTFE stained by mitochondrial dye 
MitoTracker DeepRedFM in vivo (red signal); г – endothelial cells on the surface of PET stained by vital mitochondrial dye 
MitoTracker DeepRedFM (red signal) (left); the endothelial cells on the surface PET stained with antibodies to endothelial 
markers CD31 (green), collagen (red), fi bronectin (yellow) (right); д – endothelial and smooth muscle cells on the surface of 
the PCL; endothelial cells stained with antibodies to endothelial markers CD31 (green), collagen (green), smooth muscle cells 
stained with antibodies to smooth muscle actin αSMA (red), elastin (green); е – endothelial and smooth muscle cells on the 
surface of PLGA; endothelial cells stained with antibodies to endothelial markers CD31 (green), collagen (red), fi bronectin 
(green), smooth muscle cells stained with antibodies to smooth muscle actin αSMA (red); the nuclei stained with DAPI. Laser 
scanning confocal microscope LSM 780 NLO (Zeiss)
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прикреплялись к внутренней поверхности сосуда, 
спустя 24 часа начинали активно пролиферировать. 
Наблюдения за клетками в течение 48 часов пока-
зали, что они не проникают внутрь сосуда, распо-
лагаются на поверхности графта и не формируют 
плотного монослоя (рис., б).

Политетрафторэтилен (PTFE) 
и полиэтилентерэфталат (PET)

Поверхности из синтетических материалов 
PTFE и PET, используемых в клинической прак-
тике, заселялись эндотелиальными клетками по 
вышеописанному протоколу. Перед заселением на 
поверхность из PTFE эндотелиальные клетки окра-
шивались прижизненно MitoTracker DeepRedFM. 
Дальнейшие наблюдения показали, что в течение 
48 часов не происходит нормального заселения по-
верхности и активной пролиферации заселенных 
клеток (рис., в).

Перед заселением поверхности из PET клетки 
прижизненно окрашивались другим митохондри-
альным красителем – TMRM. Данный краситель 
флуоресцентно окрашивает митохондрии с ненару-
шенным мембранным потенциалом, т. е. является 
маркером живых клеток. Несмотря на то что через 
48 часов клетки на поверхности PET являются жиз-
неспособными и активно пролиферирующими, на 
данной поверхности не происходит формирования 
нормального монослоя (рис., г). Клетки прикреп-
ляются к отдельным субъединицам синтетического 
волокна и распределяются вдоль каждой отдельной 
субъединицы. Для адекватного функционирования 
эндотелиальные клетки должны располагаться мо-
нослоем, сохранять характерные поверхностные 
антигены и нарабатывать компоненты межклеточ-
ного матрикса. Через 6 дней культивирования – вре-
мени, достаточного для наработки межклеточного 
матрикса монослоем эндотелиальных клеток на 
поверхности культурального пластика, в клетках на 
поверхности PET утрачивается специфический эн-
дотелиальный маркер СD31, и они практически не 
нарабатывают фибронектин и коллаген.

Поликапролактон (PCL) 
и полилактид-ко-гликолид (PLGA)

Следующим материалом для заселения мы ис-
пользовали заплату из PCL с отличающимися по-
верхностями с малопроницаемым внутренним 
слоем. Матриксы состоят из волокон диаметром в 
среднем 1 мкм и образуют между собой поры раз-
мером 6,6 мкм. Одна сторона имеет более гладкую 
поверхность за счет плотно уложенных волокон по-
лимера. На эту поверхность заселялись эндотели-
альные клетки. На противоположной поверхности 
большее расстояние между волокнами, что создает 
внешнюю шероховатость. Эту поверхность исполь-

зовали для заселения гладкомышечных клеток. Сна-
чала заселялись ГМК в количестве 3 × 105 клеток/см2, 
через сутки подложка переворачивалась и заселя-
лась ЭК в том же количестве. Оценка заселения 
клеток при помощи иммунофлуоресцентного ок-
рашивания проводилась на 6-е сутки. Несмотря на 
активную пролиферацию и высокую плотность, 
ЭК располагаются в разных плоскостях, не обра-
зуя монослой с четкими межклеточными граница-
ми, часто формируя несколько слоев (рис., д). ГК 
утрачивают характерную веретеноподобную мор-
фологию, ориентация актиновых волокон в них ста-
новится более свободной, при этом они сохраняют 
способность к продукции внеклеточного эластина. 
Около половины эндотелиальных клеток, культи-
вируемых на поликапролактоне, утрачивают экс-
прессию поверхностного антигена CD31. Несмотря 
на частичную утрату эндотелиального фенотипа, 
клетки успешно нарабатывают внеклеточный мат-
рикс – коллаген. Аналогичным способом клетки за-
селяли на поверхность PLGA. В силу структурных 
особенностей матрикса эндотелиальные и гладко-
мышечные клетки изменяют свою морфологию, 
эндотелиальный маркер CD31 сохраняется лишь 
в части эндотелиальных клеток, в гладкомышеч-
ных клетках также меняется структура актиновых 
волокон. Тем не менее детектируется наработка 
внеклеточного коллагена и фибронектина (рис., е). 
На поверхности PLGA заселенные гладкомышеч-
ные клетки изменяют свою морфологию, часть 
эндотелиальных клеток теряет антигенную специ-
фичность. Несмотря на это, детектируется хорошая 
наработка фибронектина и коллагена клетками на 
этой поверхности. Учитывая то, что на поверхности 
из PCL и PLGA эндотелиальные и гладкомышечные 
клетки выявляют экспрессию характерных марке-
ров и функциональные свойства – способность к 
наработке внеклеточного матрикса, а также имеют 
тенденцию к образованию монослоя, данные син-
тетические материалы могут быть использованы 
как биодеградируемый скаффолд для создания кле-
точно-заселенных тканеинженерных конструкций с 
использованием в качестве источника клеток после-
операционного материала кардиальных эксплантов 
человека.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Ксеноперикард – один из наиболее используе-

мых материалов в сердечно-сосудистой хирургии. 
Предварительная обработка перикарда позволяет 
избавиться от клеточных элементов. Использова-
ние ксеноперикарда для пластики сонных артерий 
приводит к рестенозам чаще, чем при аутоартери-
альной пластике. Возможно, это связано с отсутс-
твием клеток в стенке матрикса. Однако неудов-
летворительное заселение клетками ограничивает 
использование этого материала для дальнейшего 
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исследования. Слабое заселение перикарда клетка-
ми подтверждают и другие исследования [16, 17], в 
которых отмечено, что после 16 часов заселенные 
клетки начинают постепенно терять свои виталь-
ные функции.

На поверхности децеллюляризованного арте-
риального матрикса клетки активно пролифериру-
ют. Однако из-за структуры матрикса гомоартерии 
клетки не проникают в его стенку. В децеллюля-
ризированной ткани отсутствуют клеточные ком-
поненты и ДНК, однако остается каркас сосуда, 
состоящий из коллагена и эластина [7]. Kaushal и 
др. заселяли эндотелиальными клетками-предшес-
твенниками (EPCs) децеллюляризированные под-
вздошные артерии свиней с последующей имплан-
тацией в сонные артерии овцам. Эти заселенные 
тканеинженерные конструкции были проходимы до 
130 дней и ремоделированы в неососуды, в то вре-
мя как в контрольной группе без заселения клеток 
тромботические окклюзии развивались в течение 
15 дней [6]. Эти результаты показывают, что децел-
люляризованные сосудистые графты предрасполо-
жены к преждевременному выходу из строя, если 
сначала не заселять клетками или дополнительно 
не модифицировать. Кроме того, элементы внекле-
точного матрикса в процессе децеллюляризации 
подвергаются физическим и химическим воздейс-
твиям, которые могут отрицательно влиять на био-
механические свойства с развитием дегенеративной 
недостаточности структуры трансплантата [18].

В настоящее время протезы из PTFE и PET широ-
ко используются для хирургии артерий малого диа-
метра при отсутствии подходящего аутотрансплан-
тата. Однако они имеют высокую частоту рестеноза 
и окклюзии после имплантации [19]. Преэндотели-
зация может увеличить их тромборезистентность 
и улучшить проходимость шунтов малого диамет-
ра [20, 21]. До настоящего времени многочислен-
ные исследования не определили четкого протокола 
заселения их клетками и периода предварительного 
культивирования in vitro [22]. При имплантации та-
ких ТИС в аорту экспериментальным животным за-
селенные клетки смывались током крови. Также эти 
исследователи показали, что инкубационный пери-
од для оптимального прикрепления клеток на PET 
и PTFE может варьировать от 30 минут до 24 ча-
сов [23]. Однако для успешного функционирования 
тканеинженерного трансплантата необходимо обес-
печить не только заселение и пролиферацию клеток 
в составе протеза, но и сохранение их специфичес-
ких антигенов и способности к наработке межкле-
точного матрикса. По полученным нами результа-
там, PET и PTFE являются не оптимальными для 
клеточной модификации, поскольку функциональ-
ного монослоя эндотелия не образуется на поверх-
ности обоих типов протезов, заселенные клетки те-
ряют свои специфические антигены и способность 

нарабатывать межклеточный матрикс. Вероятно, в 
случае PTFE это связано с большими расстояния-
ми между волокнами материала, и вследствие этого 
клетки проваливались в толщу стенки каркаса. Не-
ровная поверхность структуры PET, обусловленная 
ее крупными волокнами, препятствует оптимально-
му заселению клеток, ограничивая их рост в преде-
лах отдельных островков.

Биодеградируемые конструкции (PCL, PLGA), 
полученные при помощи электроспиннинга, созда-
ют условия для проникновения клеток в структу-
ру матрикса. При этом клеточные культуры могут 
поддерживать жизнедеятельность, сохранять свои 
функциональные свойства и могут быть применены 
для создания клеточно-наполненных тканеинже-
нерных сосудов малого диаметра. Наши исследо-
вания показали, что эндотелиальные и гладкомы-
шечные клетки теряют функциональные маркеры 
при заселении на ксеноперикард, PTFE, PET, поэ-
тому данные материалы не подходят для создания 
клеточно-заселенных трансплантатов. Несмотря на 
удовлетворительное заселение клетками поверх-
ности децеллюляризованной гомоартерии, возмож-
но, требуется ее дополнительная модификация, в 
связи с тем что эндотелиальные клетки не формиру-
ют функционального монослоя. По результатам эк-
сперимента, наиболее оптимальными для создания 
клеточно-заселенных тканеинженерных сосудов 
являются синтетические биодеградируемые ткани, 
полученные из волокон полимеров поликапролак-
тона (PCL) и полилактид-ко-гликолида PLGA.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Из тестированных скэффолдов наиболее опти-

мальными для создания клеточно-заселенных тка-
неинженерных трансплантатов сосудов являются 
синтетические каркасы из полилактид-ко-гликоли-
да и поликапролактона. Поверхность из поликап-
ролактона обеспечивает адгезию, пролиферацию, 
миграцию эндотелиальных и гладкомышечных кле-
ток. Заселенные сосудистые клетки сохраняют спе-
цифические антигенные свойства, нарабатывают 
компоненты межклеточного матрикса: фибронек-
тин, коллаген, эластин. В ходе дальнейшей работы 
для оценки функциональных свойств тканеинже-
нерных конструкций в биологической модели in 
vivo решено использовать синтетический матрикс 
из PCL с клеточным заселением и без него.

Работа поддержана грантом РФФИ № 14-04-
00082.
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