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РАЗРАБОТКА КЛЕТОЧНЫХ БИОТЕХНОЛОГИЙ  
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ФГБНУ «Иркутский научный центр хирургии и травматологии», Иркутск, Россия

В статье авторы подводят итоги работ экспериментальной направленности в Иркутском научном 
центре хирургии и травматологии, которые касаются клеточных биотехнологий. В процессе 
экспериментальной работы были предложены новые оригинальные клеточные технологии, которые 
позволят экспериментаторам получить клеточный материал для коррекции различных патологических 
состояний. По результатам этих работ в центре защищено 5 докторских и 9 кандидатских диссертаций. 
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OF USING THEM AT THE PATHOLOGIES IN EXPERIMENT
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Development of modern cell biotechnologies provides fundamental basis for the solution of many problems of modern 
medicine. The result of experimental researches showed huge opportunities offered by using cell biotechnologies. Group 
of cell technologies as part of the laboratory of experimental surgery of East Siberian Scientific Center SB RAMS (ESSC 
SB RAMS) opened in 1996 had a purpose to develop new technologies on the basis of method of cell biotechnologies. 
Employees of Irkutsk Scientific Center of Surgery and Traumatology developed original cell technologies that allowed 
to prepare cell material for the correction of pathological process in animal experiments. 
Technology of preparation of isolated liver cells, isolated and cultivated spleen cells, Langerhans islets, long-term cryo-
preservation of prepared material allows to create reserve supplies to use them as required. Using xenogenic biomaterial 
has some advantages over using allogenic biomaterial – such as availability, opportunity for precise research of the 
donor, prevention of contamination of the recipient with different infections, absence of “law factor”.
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Группа клеточных технологий была сформирова-
на в 1996 году на базе лаборатории эксперименталь-
ной хирургии научно-исследовательского института 
хирургии ВСНЦ СО РАМН. Целью ее создания была 
разработка новых технологий и лекарственных пре-
паратов на основе методов биотехнологии. 

Регенеративная (восстановительная) медицина 
с использованием клеточных технологий активно 
развивается. Указом Президента Российской Феде-
рации № 899 от 7 июля 2011 г. утвержден Перечень 
критических технологий Российской Федерации, 
где отдельным пунктом №  6 выделены клеточные 
технологии.

Сотрудниками Иркутского научного центра 
хирургии и травматологии (ИНЦХТ) разработаны 
оригинальные клеточные технологии, позволяющие 
получать клеточный материал, который был 
применен для коррекции патологических процессов 
в эксперименте на животных [1, 5, 10]. 

Установлена высокая эффективность разрабо-
танных технологий выделения, криоконсервации и 
культивирования эмбриональных и неонатальных 
клеток печени и селезенки свиньи, обеспечивающих 
достоверно высокий выход клеток, высокий уровень 

жизнеспособных клеток после длительного (до 6 ме-
сяцев) хранения и устранение гибели клеток после 
размораживания без замены среды [5].

Предложенные клеточные технологии позволяют 
получать клеточный материал с высокой степенью 
жизнеспособности и низкой иммуногенностью: 
разработана оригинальная среда криоконсервации 
островковых клеток Лангерганса. Предложенная 
среда обеспечивает высокую жизнеспособность 
(88,2 ± 1,2 %) островковых клеток Лангерганса при 
длительном (6  мес.) хранении в замороженном со-
стоянии. При использовании среды-аналога через 
6  месяцев хранения жизнеспособность клеток со-
ставила 62,8 ± 0,9 %, при этом отсутствует слипание 
клеток, упрощается методика приготовления клеток 
к трансплантации, так как не требуется удаление 
среды криоконсервации, и, тем самым, снижается 
травмирование клеток. 

Разработана технология выделения, культиви-
рования и криоконсервации неонатальных клеток 
селезенки свиньи, позволяющая получать ассоции-
рованную культуру ретикулоцитов и лимфоцитов с 
содержанием 4,6 (4,1–4,8) × 107 клеток в 1 мл взвеси 
и показателем жизнеспособности 98,2 (97,8–98,5) % 
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после 6-месячной криоконсервации. Применение 
предложенной технологии позволяет получать 
ассоциированную культуру гепатоцитов и непа-
ренхиматозных клеток с выходом 2,9 (2,4–3,1) × 107 
клеток в 1 мл взвеси и высоким показателем жизне-
способности – 86,9 (83,8–89,0) % после длительной 
криоконсервации [13, 19, 20, 21]. 

Для улучшения приживления трансплантиро-
ванных ксеногенных клеток была разработана тех-
нология микроинкапсулирования жизнеспособных 
клеток и тканей. Разработано устройство для микро-
инкапсулирования жизнеспособных клеток и тканей, 
содержащее емкость, на дистальном конце которой 
выполнено калиброванное отверстие, и воздушную 
камеру, соединенную с компрессором. Главное от-
личие от имеющихся устройств – емкость соединена 
с компрессором через регулятор давления, дисталь-
ный конец емкости размещен в воздушной камере и 
с 4 сторон фиксирован винтами, установленными в 
дистальном отделе воздушной камеры, которая вы-
полнена в виде ресивера и соединена с компрессором 
через регулятор давления и ротаметр. Калиброванное 
отверстие емкости размещено в воздушной камере, 
напротив которого в емкости установлена форсунка, 
при этом ось калиброванного отверстия емкости со-
вмещена с осью отверстия форсунки [25]. 

Для повышения качества клеточных культур 
был разработан способ оценки жизнеспособности 
культивируемых эмбриональных клеток печени, 
включающий определение продуктов их жизнедея-
тельности в среде культивации, отличающийся тем, 
что определяют в динамике содержание регулятор-
ного пептида HGF в среде культивации, по величине 
которого оценивают жизнеспособность культивиру-
емых клеток [16].

В процессе культивирования эмбриональных и 
неонатальных клеток печени или селезенки свиньи 
происходит закономерное увеличение концентрации 
фактора роста гепатоцитов в среде культивирования, 
достигающее максимума на 5-е сутки. При этом содер-
жание HGF в культуре клеток печени увеличивается 
в 3,5 раза, а в культуре клеток селезенки – в 225 раз. 
Повышение уровня фактора роста гепатоцитов в 
процессе культивирования клеточной ассоциации 
служит показателем пригодности материала для 
трансплантации.

Предложенный способ оценки жизнеспособ-
ности культивируемых клеток печени позволяет 
точно установить сроки максимальной готовности 
их к трансплантации. Способ также позволяет стан-
дартизировать клетки по содержанию HGF в среде 
культивации.

В эксперименте на кроликах воспроизведена 
модель пострезекционной гипергликемии путем 
удаления поджелудочной железы, и на этой модели 
проведено сравнительное изучение эффективности 
коррекции возникающих в организме нарушений, 
осуществляемой путём трансплантации взвеси 
островковых клеток поджелудочной железы свиньи.

Трансплантация островков Лангерганса позволи-
ла добиться 70%-й выживаемости эксперименталь-
ных животных после панкреатэктомии, в то время как 

летальность в группе контроля составила 100 %. Вну-
трибрюшинная трансплантация клеток за 96 часов до 
операции способствовала коррекции пострезекцион-
ной гипергликемии вследствие панкреатэктомии и 
обеспечила полную инсулинонезависимость живот-
ных на протяжении всего эксперимента до 14-х суток 
исследования. На модели пострезекционной гипер-
гликемии установлено, что криоконсервированная 
культура неонатальных клеток поджелудочной 
железы свиньи, пересаженная внутрибрюшинно кро-
лику, частично выживает к 7-м и 14-м суткам после 
трансплантации соответственно [18]. Лейкоцитарная 
инфильтрация зон ксенотрансплантации отсутствует, 
а структура трансплантата соответствует классиче-
ским описаниям перенесенной ткани при свободной 
алло- и аутотрансплантации. Это свидетельствует о 
высокой жизнеспособности и минимальной имму-
ногенности клеточного материала, полученного с 
применением разработанных технологий.

И з у ч е н ы  с о о т н о ш е н и я  с у б п о п ул я ц и й 
Т-лимфоцитов в периферической крови и в костном 
мозге после аспленизации в условиях введения 
мононуклеарной фракции костного мозга и культуры 
клеток селезенки. Проведена оценка степени ком-
пенсации постспленэктомического иммунодефицита 
аллотрансплантацией иммунокомпетентных клеток. 
Исследована возможность приживления опухолевых 
клеток человека у крысы в условиях постспленэкто-
мического иммунодефицита.

Аспленизация животных приводит к развитию 
иммунодефицита, что проявляется снижением 
количества Т-зрелых лимфоцитов и Т-хелперов, 
увеличением цитотоксических супрессорных 
клеток, угнетением показателей неспецифической 
резистентности организма [4].

В качестве наиболее оптимального способа введе-
ния суточной культуры аллогенной мононуклеарной 
фракции костного мозга нами был установлен вну-
трибрюшинный, поскольку при этом способе введе-
ния был отмечен наименьший процент летальности 
среди экспериментальных животных.

Аллотрансплантация культуры мононуклеарных 
клеток костного мозга способствует предупреждению 
иммунных нарушений после аспленизации в раннем 
послеоперационном периоде со снижением уровня 
летальности до 41,6  %, снижением лейкоцитоза и 
нормализацией количества лейкоцитов и форменных 
элементов крови к 21-м суткам исследования. Пока-
зано, что трансплантация мононуклеарных клеток 
костного мозга способствует активации неспец-
ифической резистентности и активации фагоцитоза 
[14, 15].

В эксперименте на крысах воспроизведена мо-
дель острой печеночной недостаточности воспали-
тельного генеза, вызванного аспленизацией, и на 
этой модели установлена эффективность коррекции 
острой печеночной недостаточности с помощью 
трансплантации культуры клеток печени, а также 
культуры клеток селезенки. При сравнительном ис-
следовании корригирующих эффектов транспланта-
ции клеток печени, селезенки и введении экзогенного 
фактора роста гепатоцитов установлено совпадение 
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их терапевтических эффектов при острой печеночной 
недостаточности. Экспериментально доказана эффек-
тивность коррекции печеночной недостаточности 
токсического и воспалительного генеза с помощью 
трансплантации культуры эмбриональных клеток 
печени и неонатальных клеток селезенки как про-
дуцентов фактора роста гепатоцитов [5, 6, 9]. 

Установлена эффективность коррекции по-
стрезекционной печеночной недостаточности при 
использовании неонатальных гепатоцитов [12, 17]. 

Разработан алгоритм коррекции острой пече-
ночной недостаточности клетками печени и селе-
зенки в зависимости от ее генеза. На модели острой 
печеночной недостаточности, вызванной а) острым 
токсическим повреждением, б) обширной резекци-
ей или в) воспалительным повреждением печени 
вследствие аспленизации, установлено, что криокон-
сервированная культура клеток печени и селезенки 
свиньи, пересаженная под кожу крысе, частично вы-
живает к 6-м, 11-м и 21-м суткам после транспланта-
ции соответственно. Лейкоцитарная инфильтрация 
зон ксенотрансплантации отсутствует, а структура 
трансплантата соответствует классическим описа-
ниям перенесенной ткани при свободной алло- и 
аутотрансплантации. Это свидетельствует о высокой 
жизнеспособности и минимальной иммуногенности 
клеточного материала, полученного с применением 
разработанных технологий.

Ксенотрансплантация культуры клеток печени и 
селезенки при печеночной недостаточности на фоне 
острого токсического повреждения печени является 
эффективным методом снижения летальности и 
ограничения цитолитического и холестатического 
синдромов, системной воспалительной реакции, 
расстройств белково-синтетической функции. Мор-
фологическим эквивалентом выявленных эффектов 
ксенотрансплантации оказывается восстановление 
и сохранность балочной структуры с преобладанием 
неповрежденных гепатоцитов, уменьшение жировых 
включений, увеличение количества непаренхиматоз-
ных клеток печени [7, 8, 9, 24]. 

Аллогенная трансплантация гепатоцитов явля-
ется эффективным биотехнологическим методом в 
коррекции ключевых звеньев атерогенного процесса: 
гиперхолестеринемии, процессов перекисного окис-
ления липидов, гемокоагуляционных нарушений. 
Трансплантация аллогенных неонатальных гепато-
цитов способствует снижению коэффициента атеро-
генности и уменьшению интенсивности процессов 
перекисного окисления липидов в крови животных 
с экспериментальной гиперхолестеринемией.

У животных с экспериментальной гиперхолесте-
ринемией при трансплантации аллогенных неона-
тальных гепатоцитов уменьшается агрегационная 
способность тромбоцитов, снижается активность 
антитромбина III, активизируются фибринолитиче-
ские свойства крови.

В условиях экспериментальной гиперхолестери-
немии у животных с трансплантацией аллогенных 
неонатальных гепатоцитов уменьшается площадь ли-
пидной инфильтрации аорты, снижается количество 
захваченных атерогенным процессом коронарных 

сосудов и степень сужения их внутреннего диаметра; 
уменьшается степень липоидоза печени [23].

Внутрипеченочная трансплантация аллогенных 
неонатальных гепатоцитов у животных с экспери-
ментальной гиперхолестеринемией способствует 
более эффективному снижению коэффициентов 
атерогенности (на 6,0 %), пероксидации (на 29,6 %), 
уменьшению площади липидной инфильтрации 
аорты (на 56,4 %), количества коронарных сосудов, 
вовлеченных в атерогенный процесс (на 59,0  %), 
снижению степени липоидоза печени (на 46,8  %), 
в сравнении с внутривенной трансплантацией [22].

Применение ксеногенного биоматериала (клеток 
печени и селезенки свиньи) имеет ряд преимуществ 
перед аллогенным – доступность, возможность скру-
пулезного исследования донора, предотвращение 
заражения реципиента различными инфекциями, от-
сутствие «юридического» фактора. Технология полу-
чения изолированных клеток печени, изолированных 
и культивированных клеток селезенки, островков 
Лангерганса, длительная криоконсервация выде-
ленного материала позволяет создавать резервные 
запасы для использования их по требованию. 

Осмысление результатов исследований позво-
ляет выделить три уровня саногенного воздействия 
клеток при ксенотрансплантации:

1. Воздействие биологически активных веществ 
эмбриональных клеток. Патогенетическое обоснова-
ние клеточной терапии было проведено в НЦРВХ СО 
РАМН группой профессора А.А. Руновича на модели 
коронарного атеросклероза [1, 2, 3, 22]: убедительно 
показано, что продукты клеточного распада и компо-
ненты трансплантата обладают широким спектром 
саногенных эффектов, в том числе на печеночную 
дисфункцию [11]. 

2. Непосредственное воздействие органоспеци-
фических клеток – «метаболическая поддержка» [5] – 
широко представлено в литературе и воспроизведено 
в работах по трансплантации некультивированных 
(выделенных) гепатоцитов, клеток селезенки, клеток 
островков Лангерганса. Саногенные эффекты вто-
рого уровня особенно ярко проявлялись на модели 
пострезекционной печеночной недостаточности, 
когда пусковым механизмом является критическое 
снижение массы функционирующих гепатоцитов [17].

3. Наконец третьим, высшим, уровнем влияния 
характеризуется трансплантация культуры клеток, 
которая дополняет первые два механизма новым 
– воздействием продуктов жизнедеятельности кле-
точной кооперации, а именно внеклеточных регуля-
торных пептидов. Выработка этих веществ требует 
взаимодействия между клетками, компонентами 
внеклеточного матрикса и т. д., что изменяет свойства 
клеточного материала за счет оптимизации условий 
для выживания, дифференцировки и пролиферации 
[5, 17].
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