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Введение

Создание экологически чистых материалов с полезными свойствами остается одной из ключевых проблем современности. Актуальность и необходимость разработки новых биоматериалов обусловлена существующим высоким спросом на полимерные материалы для различных сфер деятельности и, прежде всего, биомедицины. Сегодня остро востребованы биосовмеcтимые материалы для общей и сердечно-сосудистой хирургии, для изготовления протезов кровеносных сосудов, искусственных клапанов сердца, систем искусственного и вспомогательного кровообращения, для ортопедии и стоматологии, лекарственных форм нового поколения, сорбентов и т. д.

Разработка новых материалов медицинского назначения, предназначенных для контакта со средой живого организма, представляет собой задачу высокой сложности. Особо востребованы специализированные биосовместимые материалы для сформировавшегося в последние годы нового направления медицинского материаловедения – клеточной и тканевой инженерии, связанного с реконструктивной хирургией и разработкой биоискусственных органов. Эти исследования реализуются на стыке химии высокомолекулярных соединений, биотехнологии, биофизики, молекулярной и клеточной биологии и медицины и включают в себя комплекс взаимосвязанных фундаментальных задач: разработку новых материалов, методов модификации и их переработки в специализированные изделия биомедицинского назначения; изучение механизма взаимодействия биоматериалов с кровью и тканями; оценку физико-химических и медико-биологических свойств биоматериалов и изделий из них; экспериментально-клиническое исследование и применение новых материалов и изделий.

Многие достижения фундаментальных и прикладных исследований в биологии и медицине тем или иным образом зависели от опытов на животных. Для минимизации количества подопытных животных или полной их замены используются альтернативные биологические модели. Культуры клеток человека и животных применяются исследователями ввиду возможности быстро получить морфофизиологический отклик биологической системы. Немаловажную роль играют не только сокращение временных и экономических затрат, но и биоэтическая сторона исследований [5].
В настоящее время клеточные технологии являются одним из приоритетных направлений регенеративной медицины. Задача клеточных технологий в этом случае заключается в трансплантации живых клеток, тканеинженерных конструкций в область дефекта [2, 7]. Особая актуальность изучения вопросов восстановительных процессов при регенерации, например, кожного покрова, связана не только с ростом количества травм кожи, но и с проблемой негативного воздействия окружающей среды (ультрафиолетового излучения и др.). В связи с пограничным расположением кожа постоянно подвергается воздействию потенциально вредных микробиологических, термических, механических и химических факторов [1, 4]. В этом случае клетки кожи становятся гипотетически удобной тест-системой для изучения различных негативных воздействий, апробирования новых лекарственных форм, подходов лечения, косметических средств и воздействий. В Бурятском государственном университете начала свою работу лаборатория биотехнологий, где ведутся исследования в области клеточных технологий и тканевой инженерии. Приведенные выше данные и появившиеся в Республике Бурятия возможности работы с клетками в культуре определили направление данного исследования.
Цель: определение цитотоксичности перспективных для регенеративной медицины полимеров.
Задачи:

1. Провести сравнительный анализ морфологических особенностей культивируемых клеток кожи лини HaCaT и мезенхимальных стволовых клеток человека из пупочного канатика.

2. Определить влияние полиакриламидных кристаллов на морфофизиологические особенности клеток кожи лини HaCaT и мезенхимальных стволовых клеток из пупочного канатика человека in vitro.
3. Определить влияние полигуанидина на морфофизиологические особенности клеток кожи лини HaCaT и мезенхимальных стволовых клеток из пупочного канатика человека in vitro.

Методы: Ведение клеток в культуре: пересев клеток, замена среды, микроскопия, подсчет клеток с помощью камеры Горяева.

Часть I. Обзор литературы.

1.1. Биологические тест-системы.

Развитие науки и техники приводит к все более широкому внедрению в медицине высокомолекулярных полимерных соединений синтетического, а также природного происхождения. Разнообразие полимеров, варьирование в широких пределах их стереоконфигурации и молекулярной массы, возможность получения композитов в разнообразных сочетаниях с различными веществами, – все это является основой для получения широчайшего спектра новых материалов с новыми ценными свойствами. В качестве тест-объектов часто используют различные виды рыб, линейных животных (полученных из одной пары родственных особей, генетически охарактеризованных) животных, как правило, мышей и крыс. В последнее время в экспериментах, требующих значительного объема биологического материала, например, крови, используют линии мини-свиней [5].

Все тест-объекты должны существовать и размножаться в строго определенных условиях. В некоторых тест-системах в качестве биологического объекта может быть использован внутриклеточный биологический материал: митохондрии, эндоплазматический ретикулум, ферменты, рибонуклеиновые кислоты.

Простейшим откликом биологической тест-системы является выживание ее объектов в ходе воздействия испытуемого фактора. Считается, что наиболее чувствительные биологические тест-системы дают положительный отклик на воздействие. Например, очень чувствительны тест-системы, основанные на том, что биологический объект избегает воздействия экологического фактора. Животные сначала уходят от воздействия неблагоприятного фактора, пытаются его избежать, при невозможности избегания воздействия в биологическом объекте начинаются патологические изменения и в итоге происходит его гибель.

Примером одной из «древнейших» биологических тест-систем может служить птица в клетке. Шахтеры Англии брали с собой в угольные шахты канареек. При появлении в шахте метана канарейки в клетках начинали беспокоиться и кричать, и это становилось сигналом к уходу из опасного забоя. С этой же точки зрения собаку или свинью, разыскивающую под землей грибы (трюфели), а теперь наркотики или взрывчатку, также можно рассматривать как одну из древнейших биологических тест-систем, чувствительность которой до сих пор не удается превзойти, даже используя современные аналитические методы.

Проблема замены животных, используемых в качестве тест-объектов для диагностики и лечения наследственных заболеваний, при испытании новых фармакологических веществ, воздействия экологических факторов и т.д. – вопрос не только биоэтики, но и предложений альтернативных вариантов биологических тест-систем.

1.2. Клеточные технологии.

В начале XX века была доказана возможность выделения клеток из тканей животных и культивирования их вне организма, то есть in vitro. Освоение и реализация методов культивирования в таких клетках вирусов было вторым этапом развития клеточных технологий. В результате освоения этих методов стало возможным клонировать в клетках специфические гены и получать их экспрессию, а также организовывать получение клеточных популяций в культуре из одной клетки. Клеточные технологии включают различные подходы и методы, среди которых получение клеток, свободных от микробной контаминации (загрязнения); возможность роста и развития клеток, выделенных из различных тканей и органов; методы оценки состояния клеток в культуре и динамики развития [2, 5, 7].
Культуры клеток животных и человека предъявляют определенные требования к жидкой (питательная среда), газообразной (концентрация газов) и твердой (поверхность субстрата (в случае субстратзависимых культур)) фазе. Для роста in vitro клеткам необходимы ростовые субстраты и факторы роста. Основная культуральная среда содержит аминокислоты, глюкозу, витамины, жирные кислоты и некоторые белки, неорганические соли. Культуральная среда должна иметь заданные значения активной реакции; большинство клеток в культуре растут при рН в пределах от 7,2 до 7,4. Клетки растут в гумидной (влажной) среде (в составе которой 5 % СО2). Буферная система на основе бикарбоната в сочетании с атмосферным 5 % СО2 поддерживает оптимальное среднее значение рН. Клетки выращиваются во влажном инкубаторе при 37 °С (оптимальная температура) в атмосфере, содержащей 5 % СО2 при поддержании условий строгой стерильности.

Будущее медицины сегодня напрямую связывают с развитием клеточных технологий, которые позволяют, не меняя поврежденный орган, «обновлять» его клеточный состав. Такое «обновление» структурно-функциональных элементов органа позволяет решать те же задачи, что и органная трансплантация. Вместе с тем эта технология намного расширяет возможности трансплантационного лечения, делая его доступным для широкого круга разных категорий пациентов. Список болезней, в лечении которых возможно применение клеточных технологии, быстро растет [7]. 

Использование различных линий клеточных культур позволяет выбрать объект для исследования и изолированно изучать специфику токсического или цитопротекторного действия на клетки различных органов и тканей животных и человека.

1.3. Культуры клеток кожи человека. 
Современные данные о морфологии кожи.

Кожа является для организма не только барьером от воздействия внешних факторов, но и активно участвует в процессах обеспечения жизнедеятельности, благодаря поверхностному расположению, является его наружной оболочкой, посредством которой контролируется влияние фактов окружающей среды [1, 4].

Кожа – это толстая прочная эластичная мембрана, состоящая из трех слоев – эпидермиса, дермы и гиподермы с дополнительными структурами: сальными, потовыми железами, сенсорными рецепторами, волосяными фолликулами и ногтями, которые помогают ей не только играть роль телесного покрытия, но и выполнять другие не менее важные функции. Эпидермис представляет собой эпителиальную ткань, состоящую из плотно расположенных между собой клеток, не содержащих никаких межклеточных элементов. Клетки эпидермиса расположены таким образом, что составляют четыре или пять слоев в зависимости от участка кожи. Дерма – средний слой кожи, состоящий из клеток и нитей соединительной ткани, где в основном расположены все железы и рецепторы. Гиподерма – самый глубокий слой кожи, на различных частях тела разный по глубине и в основном состоящий из жировой ткани, которая составляет основу энергетического резерва организма и является термоизолятором [1, 3].

В коже млекопитающих преобладающими типами клеток являются кератиноциты и фибробласты. Кератиноциты – это обновляющаяся популяция клеток эпидермиса, у человека это происходит в среднем каждые 26-28 суток, но имеются региональные и возрастные особенности. Фибробласты (от лат. fibra – волокно и греч. bλάστη – росток) – клетки соединительной ткани организма, синтезирующие внеклеточный матрикс: коллагены и другие белки [3].

В культуре кератиноциты базального слоя способны к активному делению. Впервые культуру кератиноцитов получили в 1975 г. Д. Рейнвальд и Г. Грин. Фибробласты отличаются веретеновидной структурой и также активно пролиферируют (растут) in vitro. Методика для культивирования фибробластов была разработана в 1968 году для лечения ран (Ross, 1968). Культуры клеток кожи активно используются для задач регенеративной медицины [2, 5, 7].

Несмотря на то, что в качестве тест-систем в настоящее время используется большое количество разных объектов, несомненный научный и практический интерес представляет изучение, апробация и применение комплекса ответных реакций клеток, имеющих защитный характер и обеспечивающих адаптацию к меняющимся условиям в ответ на воздействие различных неблагоприятных факторов, токсических агентов, новых веществ и материалов.

1.4 Актуальные исследования в области полимерных материалов биомедицинского назначения.

 В последние десятилетия повсеместно стали отчетливо проявляться тревожные тенденции старения населения, роста хронических заболеваний и инвалидизации людей трудоспособного возраста. Затраты на лечение, реабилитацию и социальную поддержку такого контингента больных ложатся тяжелым бременем на государственный бюджет и поглощают значительную часть средств, ежегодно выделяемых на здравоохранение. Указанные обстоятельства настоятельно требуют освоения и внедрения в клиническую практику новых, более эффективных и доступных методов восстановительного лечения больных. Значительные успехи, достигнутые в различных областях медицинского материаловедения, стимулировали разработку и применение ряда новых биоматериалов, различных изделий из них, систем и устройств биомедицинского назначения. С использованием новых биоматериалов к настоящему времени удалось достичь существенных успехов в области разработки конструирования экстракорпоральных устройств и имплантатов. Это позволяет улучшить и спасти жизнь миллионов людей. Однако при многих тяжелых заболеваниях внутренних органов для спасения жизни пациента до сих пор продолжает оставаться один путь – трансплантация донорских органов. Число различных пересадок органов и тканей, проводимых в мире в год, достигло 40 тыс., и в ближайшие десятилетия будет составлять 50 % всех операций. В развитых странах 1 млн пациентов имеют возможность находиться на гемодиализе, 40 тыс. проводят трансплантацию почки, 12 тыс. больным пересаживают другие внутренние органы. В последние годы в мире ежедневно проводится около 6 тыс. операций с применением аппаратов искусственного кровообращения, используется более 250 млн различных имплантатов для сердечно-сосудистой хирургии. При этом ежегодно проводится не менее 400 000 имплантаций клапанов сердца (ИКС), 1 500 искусственных желудочков сердца (ИЖС), 600000 протезов кровеносных сосудов малого диаметра, около 3 млн манипуляций стентирования сосудов. Наибольший рост числа имплантаций в ближайшие годы (от 40 % и более) ожидается для ИЖС (в основном как промежуточный этап пересадки сердца). В России потребность в трансплантации почки составляет не менее 10 тыс. человек ежегодно, в то время как в год пересаживается только около 500 почек, из них 350 – в Москве. Пересадку сердца ожидает около 5000 человек, а эту операцию в РФ выполняют только в НИИ трансплантологии и искусственных органов Росздрава (от 10 до 20 в год).
Допуск новых биоматериалов и устройств к применению

Особенности разработки и применения новых материалов медицинского назначения заключаются в обязательности соблюдения требований, выдвигаемых к высокому уровню их безвредности. Это привело к разработке специальных подходов и процедур, необходимых для получения разрешения на их применение в медицине. В США и странах ЕС это направление деятельности закреплено законодательно. Классификация медицинских устройств и требования к масштабу и уровню их испытаний базируется на рисках, потенциально присущих каждому конкретному классу устройства. Под медицинским устройством приняты: приборы, аппараты, средства, машины, агрегаты, имплантаты, реактивы in vitro или другой аналогичный или подобный предмет, включая любой компонент или часть, который связан с диагностикой, уходом за больными, лечением или профилактикой заболевания, или состояния, со структурой или функцией организма, с невозможностью достичь предполагаемую цель использования посредством химических препаратов, с независимостью от усвоения системой обмена веществ. 

Определение медицинских устройств охватывает огромное количество изделий, начиная от реактивов, применяемых in vitro для диагностики, и кончая простыми приспособлениями, в частности, временными кожными повязками и очень сложными устройствами жизнеобеспечения, такими как кардиостимуляторы и клапаны сердца. Поэтому необходимо различать риски, связанные с этими устройствами, в результате чего была создана система классификации медицинских устройств. FDA классифицирует медицинские устройства по риску для пациента, связанному с использованием этого устройства. 

В России до недавнего времени действовали нормативные документы, разработанные еще в СССР. Однако в 1999 г. на базе действующего Международного стандарта ИСО 10993-99 по оценке биологической безопасности медицинских материалов и изделий, принятой в настоящее время в США и странах ЕС, в России был введен ГОСТ Р ИСО 10 993.99 «Оценка биологического действия медицинских изделий». В 2007 г. издан Приказ Министерства здравоохранения и социального развития РФ № 488 «Об утверждении Административного регламента Федеральной службы по надзору в сфере здравоохранения и социального развития по исполнению государственной функции по выдаче разрешений на применение новых медицинских технологий». Неотъемлемой частью процесса выдачи разрешения на применение новой медицинской технологии является классификация в зависимости от степени потенциального риска применения в медицинских целях по трем классам.

Для регистрации новых медицинских технологий медицинского назначения и устройств и изделий для их реализации предусматривается проведение цикла исследований, включающих: проведение санитарно-химических, токсиколого-гигиенических исследований, санитарно-гигиеническую оценку изделия; проведение приемочных технических испытаний изделия; проведение медицинских испытаний изделия. 
Современное представление о клеточных технологиях

Будущее медицины сегодня напрямую связывают с развитием клеточных технологий. Эта технология позволяет, не меняя поврежденный орган, «обновлять» его клеточный состав. Такое «обновление» структурно-функциональных элементов органа, сможет решать те же задачи, что и органная трансплантация. Вместе с тем эта технология намного расширяет возможности трансплантационного лечения, делая его доступным для широкого круга разных категорий пациентов. Основой для развития клеточных технологий являются стволовые клетки, способные в зависимости от микроокружения превращаться в клетки разных органов и тканей. Одна такая клетка может дать множество функционально активных потомков. В настоящее время в мире активно разрабатываются подходы к наращиванию стволовых клеток, а также интенсивно исследуются возможности их генетической модификации. Список болезней, при лечении которых клеточные технологии уже используются или их применение планируется в ближайшем будущем, быстро растет.
В настоящее время большое внимание уделяется клеточным технологиям, основанным на трансплантации стволовых клеток, полученных от самого больного. Преимущества этих технологий заключаются в доступности подходящего неиммуногенного клеточного материала (приемлемый источник – костный мозг). Получены экспериментальные данные, указывающие на перспективность применения аутологичных костномозговых стволовых клеток в лечении тяжелых неврологических и сердечно-сосудистых расстройств. Таким образом, развитие и внедрение клеточных технологий призвано кардинально изменить ситуацию с лечением целого ряда заболеваний, практикуемая медикаментозная терапия которых малоэффективна.
Биомедицинское тестирование биоматериалов
Наиболее полное представление о существующих современных подходах и медико-биологических методах исследования новых материалов и изделий медицинского назначения дает коллективная монография ведущих специалистов России в данной области, подготовленная под редакцией руководителя Центра по экспериментальному исследованию гемосовместимых биоматериалов НИИ трансплантологии и искусственных органов Минздрава России профессора В. И. Севастьянова (Биосовместимость, 1999). Программа исследований нового биоматериала формируется с учетом длительности и характера контакта с живым организмом. По характеру контакта материалы и изделия медицинского назначения подразделяются на три группы: 
контактирующие с поверхностями покровных тканей;

не контактирующие непосредственно с организмом; 
имплантируемые изделия, контактирующие с тканью/костью, внутренней средой глаза, кровью. 
По продолжительности контакта медицинские изделия подразделяются на три категории: (А) ограниченное воздействие (до 24 ч), (Б) длительное воздействие (от 24 ч до 30 сут), (В) постоянный контакт (свыше 30 сут). Cанитарно-химические методы, включающие измерения рН-, УФ
и ИК-спектроскопии, позволяют понять природу реакции организма на им
плантируемый материал. Рекомендовано также анализировать окисляемость и бромируемость водных вытяжек из полимеров для оценки стабильности материала и потенциальной миграции в среду продуктов синтеза полимера и технологических стабилизаторов и добавок. 
Важным моментом является изучение механо-физических свойств материала и изделий, включая топографию и микроструктуру поверхности, электрические, температурные, динамические и др. свойства. 
Следует анализировать также методы, приемлемые для переработки материала в специальные изделия, необходимость применения специальных технологических добавок и их природу, а также отношение материала к общепринятым методам стерилизации. Токсикологические исследования биоматериалов включают биологические тесты in vitro и in vivo (раздражающий эффект, цитотоксичность, на острую токсичность, гемолитическое действие, биодеградацию, имплантационные тесты с последующим морфологическим анализом); иммунологические методы; мутагенность, канцерогенность, воздействие на репродуктивную функцию, перинатальное и постнатальное развитие. Цитотоксичность материала, экстрактов и изделий на его основе исследуют in vitro на различных клетках. Последние проводят на различных типах клеток с целью оценки реакции клеток на инородный материал, например, жизнеспособности по интенсивности матричных процессов и высвобождения клетками специфических компонентов и тканевых медиаторов, а также для того, чтобы получить количественные оценки. Данные тесты позволяют выявить прямое воздействие химических веществ, составляющих материал. Тест на раздражение позволяет определить способность материала или его экстракта вызывать воспалительную реакцию при прямом контакте с тканью in vivo. С помощью имплантационного теста оценивают местное (макро
и микроскопическое) патогенное воздействие имплантата на ткани. Исследование общей (острой) токсичности направлено на определение летальной дозы материала или вытяжки (ЛД) или ЛД50 и выявление возможного токсического эффекта материала при однократном или многократном воздействии в течение периода времени (менее 24 ч). Субхроническая (не менее 90 сут) и хроническая токсичность (свыше 90 сут) определяется для материалов, предназначенных для длительного контакта с внутренней средой организма. В ходе эксперимента анализируют поведение животных, динамику их привесов, массу внутренних органов, формулу крови. Сенсибилизационный тест применяют для выявления возможных проявлений аллергических реакций организма под воздействием веществ, экстрагируемых из материала. В качестве дополнительных методов рекомендованы следующие тесты: на генотоксичность, эмбриотоксичность и канцерогенность. Исследование гемосовместимых свойств материалов проводится в системах in vitro, ex vivo и in vivo по набору методов, характеризующих процессы взаимодействия материала с кровью, включая изменения свойств компонентов крови и собственно материала или изделия. Для оценки гемосовместимости новых полимерных материалов, исходя из многофакторности данного понятия, в настоящее время принята комплексная система методов, разработанная в рамках межправительственной (СССР – США) программы «Исследование и разработка искусственного сердца», а также международной рабочей группой «Взаимодействие синтетических полимеров с живыми системами» при Международном союзе по теоретической и прикладной химии (ИЮПАК). Данная система методов является составной частью международного стандарта ИСО 10 993 по оценке биологической безопасности медицинских материалов и изделий и предусматривает исследование физикохимических и физико-механических характеристик, а также два уровня оценки собственно гемосовместимых свойств тестируемых материалов. Тканевая реакция на имплантат является важным моментом в оценке биосовместимости имплантируемого материала. Эксперименты in vivo предусматривают имплантирование материала (в виде пленок, губок, волокон, пластин) подкожно, внутримышечно, внутри брюшинно, а также в органы и сосуды на различные сроки в зависимости от конкретных задач. В ходе опытов оценивается общая реакция организма и местная тканей, а также структура и морфология внутренних органов, в которых возможна аккумуляция продуктов деструкции материала. Испытания на склонность к кальцификации (то есть образование кальцийсодержащих отложений на поверхности или в объеме имплантируемых изделий) проводят доступными физико-химическими, радиоиммунными, биохимическими и гистологическими методами) in vitro (анализируют отсутствие накопления кальция в ходе инкубации материала в крови) и in vivo (по анализу отложений кальция (фосфатов) в течение 3–4 недель имплантации для биоткани и 4–6 недель – для других полимерных материалов.
Получение гидрогелей
Гидрогели – это нерастворимые разбухающие в воде сетчатые структуры, имеющие возможные области применения для реконструкции мягких тканей и тканей органов, а также пригодные для доставки лекарственных систем и матриксов для тканевой инженерии. Гидрогели формируются в разнообразных реакциях как из мономеров, так и из больших макромолекул; они могут быть представлены одним типом мономеров и полувзаимопроникающими сетками, в которых один мономер полимеризуется внутри уже сформированной сетки. Варьирование типа гидрогеля позволяет иметь системы с различными свойствами. Механизмы формирования гелей различны; гидрогели образуются в результате физической и химической желатинизации. Физическая желатинизация происходит, когда цепи полимера связываются посредством ионных взаимодействий, водородной связи, молекулярных переплетений или в силу характера водоотталкивания материала. Эти гели являются гетерогенными в силу сложности межполимерных взаимодействий. Альтернативный процесс представляет собой химическую желатинизацию, где цепи гидрогеля ковалентно связаны. В этом процессе используются такие методы, как радиация – добавление химических сшивок и использование многофункциональных реактивных составов. Гидрогели, как правило, являются гетерогенными в силу колебаний плотности сшивающих связей. Примером химической желатинизации будет полимеризация метакрилата полиэтиленгликоля в присутствии инициатора (либо источника света, либо при нагревании). 
Свойства гидрогелей (набухание, механические свойства, разрушаемость) важны для определения области их применения. Гидрогели из-за высокого содержания воды имеют низкие механические свойства. Распространенным способом контролирования механических свойств гидрогелей является изменение плотности сшивания полимера. Механика гидрогеля зависит от условий полимеризации при формировании сети. Так, большое количество растворителя во время полимеризации может привести к большей циклизации в формирующейся сети геля; изменения рН, температуры или интенсивности света в ходе реакции гелеобразования также существенно влияют на свойства гидрогелей. В свою очередь, механические свойства гидрогеля определяют характер его набухания. Набухание – это мера содержания воды в сети геля; оно определяется как соотношение массы (или объема) сети в набухшем состоянии к массе (или объему сети) в сухом состоянии. Способность геля поглощать воду (набухать) влияет на транспортировку и диффузию веществ внутри гидрогеля, что определяет его функциональные характеристики при эксплуатации. Набухание является также динамическим процессом, так как в течение времени структура геля изменяется по ходу его разрушения. Разрушение (распад) гидрогелей происходит в результате различных процессов: в присутствии фермента, разрезающего главную цепь гидрогеля; в результате гидролитического распада (в присутствии воды). Способность контролировать распад гидрогеля является важной для применения, поскольку распад контролирует такие свойства, как размер ячейки гидрогеля, что важно для транспорта захваченных молекул и диффузии вне
клеточных компонентов матрицы. Известно множество типов гидрогелей, полученных как из природных, так и синтетических материалов. Наибольшее распространение для формирования гелей получили фибрин, коллаген, гиалуроновая кислота (ГК). 
Описаны различные методы превращения ГК в гидрогели: фотосшивание, альдегидное сшивание, карбодиимидное сшивание.
Клеточные технологии и тканевая инженерия
 Тканевая инженерия – это междисциплинарная область, объединяющая в единое целое потенциал и методологию наук о жизни и медицины с основами инженерных дисциплин. Основные объекты тканевой инженерии – это клетки и матриксы. Целью тканевой инженерии является конструирование вне организма живых функциональных компонентов, которые могут быть использованы для регенерации поврежденных тканей и органов. Хотя эта область считается относительно новой, первый документированный доклад об инжиниринге тканей появился в 1933 г., когда опухолевые клетки были помещены в полимерную мембрану и имплантированы свинье. Тканевая инженерия ориентирована на создание конструкций, обеспечивающих восстановление, укрепление и улучшение функций поврежденных органов и тканей. Материалы, применяемые в тканевой инженерии для создания биоимплантатов, должны обладать спектром специальных свойств и придавать тканеинженерным конструкциям характеристики, присущие живым тканям, – это 1) способность к самовосстановлению; 2) способность поддерживать кровоснабжение; 3) способность изменять строение и свойства в ответ на факторы окружающей среды, включая механическую нагрузку. Имплантаты, как правило, имеют ограниченный срок службы, поэтому для обеспечения возможности долгосрочного их функционирования при реконструкции дефекта органа или ткани тканеинженерные матриксы должны выполнять не столько функцию замены поврежденной ткани, сколько обеспечивать возможности для ее регенерации. Развитие тканевой инженерии за последнее десятилетие стало результатом нескольких различных факторов: расширения знаний и доступности стволовых клеток, геномики, протеомики, появления новых биоматериалов в качестве потенциальных шаблонов для выращивания тканей, совершенствования конструкций биореакторов для выращивания клеток in vitro, расширения понимания процессов заживления ран. Однако, несмотря на то, что исследования в области тканевой инженерии развиваются очень быстро, нельзя не отметить, что в области коммерциализации тканеинженерных продуктов и в области их клинического применения успехи не столь впечатляющие. 
Основными проблемами на пути практического применения продуктов тканевой инженерии являются сложности разработки эффективных процессов их применения, гарантирующих жизнеспособность и удовлетворяющих необходимым нормативным требованиям. Тем не менее прогресс в этой области очевиден, и количество людей, использующих результаты продуктов и технологий тканевой инженерии, растет. Используемый в тканевой инженерии междисциплинарный подход направлен в первую очередь на создание новых биокомпозиционных материалов для восстановления утраченных функций отдельных тканей или органов в целом. 
Часть II. Результаты исследования.

2.1. Материалы и методы, объекты исследования.

Место проведения исследования. Работа проведена на базе Малого инновационного предприятия «Байкальский центр биотехнологий» Бурятского государственного университета в рамках договора о сотрудничестве.

Объекты исследования – кератиноциты человека – клетки линии HaCaT (эпителиальные клетки), фибробласты – линия дермальных клеток (клетки соединительной ткани). Первичные культуры и культуры стабильных клеточных линий кожи человека ранее в Республике Бурятия не велись.

В работе использовали следующие материалы: среды для культивирования клеток человека DМЕМ с глютамином, содержащей 10% фетальной бычьей сыворотки, 1% пенициллин-стрептомицина (5000 Ед/мл), 1% гентамицина. Для пассирования (открепления и пересадки) клеток применяли ферментативный раствор Версена и 0,05% трипсина. Клетки 2 типов культивировали в пластиковых флаконах площадью 25 см2. Для изучения ультрафиолетового излучения на клетки кожи человека использовали следующее оборудование: ламинарный бокс с ультрафиолетовой лампой, инкубатор для культивирования клеток (5% СО2, 95% влажности, 37 0С), микроскоп инвертированный, центрифугу, термостат суховоздушный (37 0С). Для определения цитотоксичности Уснеи нитевидной (Usnea utilissima Stirt.) для клеток кожи в питательную среду культивирования вносили водный раствор экстракта лишайника [3, 4].
Для морфофизиологического анализа клеток в культуре применяли следующие методы: ведение клеток в культуре: пересев клеток, замена среды, микроскопия (наблюдения), подсчет клеток с помощью камеры Горяева.

2.2. Результаты исследования.
2.2.1.
Сравнительный анализ культур клеток кожи человека – кератиноцитов и фибробластов
При сравнительном анализе культур клеток кожи показано, что исследуемые клетки морфофизиологически были отличны, что объясняется их происхождением и функциями. Кератиноциты линии HaCaT, относящиеся к эпидермальному слою кожи, обладали следующими морфологическими особенностями: округлые, мелкие до 25 мкм клетки, с центрально расположенным ядром и двумя ядрышками, с преобладанием в цитоплазме зернистости, без отростков (фото 1а). Физиологические особенности кератиноцитов in vitro отмечали следующие: сильная адгезия (прикрепление) к культуральному пластику (поверхности), образование на поверхности монослоя, активное взаимодействие с окружающими клетками, заключающееся в тесном контакте, что демонстрировалось в виде «ковра».
Фибробласты являлись культурой из дермы кожи человека и отличались от кератиноцитов большим размером – до 50-150 мкм, веретеновидной или звездчатой формой за счет длинных, вытянутых отростков до 70 мкм. Ядра клеток располагались центрально, присутствовала зернистость, отмечали цитоскелетные белки (фото 1б). Фибробласты менее адгезивны в культуре, что было отмечено при 2-минутном откреплении клеток при воздействии трипсина-версена, в отличие от кератиноцитов, которые откреплялись от поверхности в течение 20-30 минут с применением механической силы. Дермальные клетки также образовывали монослой на поверхности культурального пластика, но при этом выглядели как густая сеть отростков с клоногенным ростом. Таким образом, исследуемые клетки морфологически существенно отличались в виду происхождения, физиологических особенностей. В культуре клетки эпидермиса и дермы адгезивны к поверхности, одинаково способны делиться в среде ДМЕМ с 10% фетальной бычьей сыворотки, образовывать монослой, т.е. функционировать как полноценные клеточные системы.

2.2.2. Определение влияния ультрафиолетового излучения на культивируемые МСК человека
Для определения влияния ультрафиолетового излучения на морфофизиологические особенности кератиноцитов и фибробластов в культуре готовили суспензию с однородно распределенными клетками в среде DМЕМ и пипетировали (переносили) одинаковое количество суспензии (1 мл) в пластиковые чашки Петри. Чашки Петри (n=3) устанавливали под ультрафиолетовой лампой в ламинарном шкафу в течение 15 минут, контрольные чашки Петри (n=3) переносили в инкубатор. Через 15 минут чашки Петри, облученные ультрафиолетом, переносили в инкубатор, через 24 часа анализировали морфофизиологическое состояние по сравнению с положительным контролем (обычные условия). В ходе наблюдений по истечении суток отмечали гибель кератиноцитов: клетки неприкрепленные конгломератами или одиночно присутствовали в суспензии среды. В контроле клетки адгезировали и делились, за 3 суток образовывали монослой (таблица 1). После воздействия ультрафиолетового излучения на неприкрепленные фибробласты в течение 15 минут, клетки содержали, не соответствующее норме по размерам и характеру расположению, вакуоли – гроздями, количество клеток не изменилось в течение последующих суток по сравнению с контролем, т.е. отмечали торможение (отсутствие) пролиферации (деления) клеток после воздействия ультрафиолетом. 

Таким образом, установлено, что после 15 минутного облучения ультрафиолетовой лампой, неприкрепленные кератиноциты линии HaCaT гибнут, фибробласты гипервакуолизируются или нежизнеспособны, в тоже время показано, что монослойные прикрепленные культуры кератиноцитов и фибробластов не подвергаются морфологическим изменениям и не пролиферируют.

2.2.3. Определение влияния Уснеи нитевидной на культивируемые кератиноциты и фибробласты дермы человека.

Для определения влияния Уснеи нитевидной (Usnea utilissima Stirt.) на морфофизиологические особенности кератиноцитов и фибробластов в культуре готовили стерильный водный раствор лишайника, добавляли в среду культивирования в концентрациях от 0,1 – 0,001 %. Готовили суспензию с однородно распределенными клетками в среде DМЕМ и пипетировали (по 1 мл) в пластиковые чашки Петри. Чашки Петри (n=3) и переносили в инкубатор. После инкубирования в течение 7 суток считали клетки с помощью камеры Горяева и сравнивали морфофизиологическое состояние по сравнению с положительным контролем (обычная среда DMEM) и отрицательным контролем (среда без антибиотиков). В ходе наблюдений по истечении 7 суток отмечали нормальное морфологическое состояние клеток двух типов и индукцию пролиферации клеток при 0,01% растворе Уснеи нитевидной (Usnea utilissima Stirt.) (график 1).

Фото 1. Морфологические особенности

кератиноцитов и фибробластов человека in vitro.

	1 а: Кератиноциты человека, х100
	1 б: Фибробласты человека, х100
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Таблица 1. Жизнеспособность культивируемых клеток кожи человека

после воздействия ультрафиолетового излучения (УФ).

	Клетки/ воздействие, экспозиция
	УФ,
15 минут
	Контроль
позитивный

	Кератиноциты
	Не жизнеспособны
	Адгезия, пролиферация

	Фибробласты
	Не жизнеспособны
	Адгезия, пролиферация


График 1. Количество клеток кожи человека (абсолютные значения) через 7 суток культивирования с раствором 
Уснеи нитевидной(Usnea utilissima Stirt.).
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Выводы
1. Проведен сравнительный анализ морфологических особенностей кератиноцитов, фибробластов человека и отмечены особенности эпидермального и дермального ряда в культуре: характерные размеры, органеллы, цитоплазматические особенности, наличие отростков, особенности роста.

2. Установлено влияние 15 минутного ультрафиолетового излучения на морфофизиологические особенности кератиноцитов и фибробластов человека: гибель при экспонировании одиночных клеток и резистентность монослойной культуры.

3. Показано отсутствие цитотоксического действия 0,1-0,001% раствора Уснеи нитевидной (Usnea utilissima Stirt.) на кератиноциты и фибробласты человека и индукция пролиферации клеток при 0,001% концентрации.

Заключение и рекомендации по практическому применению результатов исследования
Согласно результатам проведенного исследования выявлено отрицательное воздействие ультрафиолетового излучения на клетки кожи двух типов (эпидермальные, дермальные линейные культуры): снижение деления, гибель одиночных клеток, в то время как группа взаимодействующих клеток была внешне устойчива к стрессу. Такой клеточный ответ (реакция) объясняется чувствительностью отдельных клеток, у монослойных групп клеток – приближенные к тканевому ответу межклеточные связи, синтезированный внеклеточный матрикс устойчивый к воздействиям окружающей среды. Нельзя забывать и о роговом слое эпидермиса и активном межклеточном пространстве дермы в физиологических условиях. В ходе изучения цитотоксичности клеток при воздействии экстракта Уснеи нитевидной (Usnea utilissima Stirt.) отмечали клеточный пролиферативный ответ. Таким образом, использованные в исследовании клетки являются адекватными и интересными клеточными культурами и их можно рекомендовать к применению как тест-системы для анализа, например, новых лекарственных форм, косметических средств, медицинских подходов лечения дефектов кожи и т.д.
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