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Заключение. Полученные данные позволяют 
говорить о наличии зависимости между уровнем 
гиалуронана в ротовой жидкости и индексом КПИ 
пациентов. Присутствие связи между уровнем гиа-

луронана в РЖ и возрастом пациента, количеством 
гиалуронана в сыворотке крови свидетельствует 
о зависимости показателя гиалуронана в большей 
степени от состояния пародонтальных тканей.
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Тканевая инженерия активно развивается в настоящее время и может стать перспективной альтернативой 
трансплантации органов и тканей, так как лишена основных недостатков трансплантологии – острой нехватки, 
сложности подбора, доставки и хранения донорского материала, пожизненной иммуносупрессивной терапии. 
Одним из наиболее известных методов получения биологических каркасов для последующего создания тканеин-
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Вэкспериментальной медицине все большее 
значение приобретают методы, позволяю-
щие непосредственно оценивать образова-

ние свободных радикалов в тканях внутренних 
органов, в частности метод электронного пара-
магнитного резонанса (ЭПР-спектроскопия) [1, 2, 
3]. Одной из областей применения этого метода 
может стать регенеративная медицина – тканевая 
инженерия. Тканеинженерные конструкции обра-
зованы биологическими или синтетическими кар-
касами и аутологичными стволовыми клетками, 
способными к пролиферации как при направлен-
ной дифференцировке при стимуляции ростовы-
ми факторами и биологически активными веще-
ствами, так и без нее [4, 5, 6]. Их применение со 
временем может способствовать восстановлению 
функции поврежденного в результате заболева-
ний или отсутствующего в результате врожденной 
или приобретенной патологии органа или ткани. 

При создании тканеинженерной конструкции 
первостепенное значение уделяют оценке качества 
матрикса при помощи различных методов контроля, 
одним из которых является ЭПР-спектроскопия лио-
филизированных тканей [5]. Выявляемые с помощью 
ЭПР парамагнитные частицы отражают интенсивность 
генерации продуктов свободнорадикальной природы в 
биосубстратах и позволяют исследовать прямую анти-
радикальную активность биологических образцов [7, 
8], что характеризует этот метод как высокоэффектив-
ный при проведении подобного рода исследований [9]. 
Это особенно актуально для получения биологических 
каркасов методом децеллюляризации – процесса, на-
правленного на удаление клеток с сохранением ком-
понентов внеклеточного матрикса (ВКМ) и трехмерной 
структуры органа или ткани. Определение интенсивно-
сти генерации свободных радикалов в нативных и де-
целлюляризированных тканях может служить одним из 
критериев наличия в их составе жизнеспособных кле-
ток, что и явилось целью настоящей работы. 

Материал и методы. Для создания тканеин-
женерных конструкций производили эксплантацию 
диафрагмы и пищевода у 3 самцов макак-резусов 
(Macaca mulatta). Все манипуляции с животными 
осуществляли при соблюдении правил проведения 
работ с использованием экспериментальных жи-
вотных (протокол локального этического комитета 
№  30/1). Материал получали в условиях операци-
онной на базе НИИ медицинской приматологии РАН 
(Сочи, Россия). Органы помещали в охлажденный 
раствор PBS –/– (Gibco, Англия) при температуре 
+4  °С и транспортировали в лабораторию фунда-
ментальных исследований в области регенератив-
ной медицины Кубанского государственного ме-
дицинского университета. Общее время доставки 
составило не более 24 часов. В зависимости от 
протоколов децеллюляризации, специфичных для 
каждого органа, проводили подготовку к последу-
ющему воздействию растворами детергентов. Так, 
пищевод в стерильных условиях канюлировали пла-
стиковыми катетерами, фиксировали к перисталь-
тическому насосу посредством соединительных 
трубок и помещали в специализированный биоре-
актор ORCA (Harvard Apparatus, США). Для децел-
люляризации пищевода был использован детер-
гент-энзиматический метод, включающий 2  цикла 
обработки (деионизированная вода  – 1  час; де-
зоксихолат натрия 4 % (Sigma Aldrich, США) + 2mM 
раствор ЭДТА (Sigma Aldrich, США)  – 1 час; PBS 
–/– (Gibco, Life Technologies, США)  – 10 мин; бы-
чья панкреатическая ДНКаза-I (Sigma Aldrich, США) 
2000 ЕД, разведенная в 200 мл PBS +/+ (Gibco, Life 
Technologies, США),  – 1 час. Заключительный этап 
децеллюляризации заключался в перфузии раство-
ром PBS –/– (Gibco, Life Technologies, США) в тече-
ние 24  часов. Диафрагма была очищена от жира и 
соединительных тканей, промыта стерильным рас-
твором PBS –/– (Gibco, Life Technologies, США) с до-
бавлением антибиотиков и антимикотиков (Gibco, 

женерных конструкций органов и тканей является децеллюляризация. На примере децеллюляризации пищевода 
и диафрагмы нечеловекообразных обезьян рассмотрены биофизические критерии децеллюляризации на основе 
определения интенсивности генерации свободных радикалов в нативных и децеллюляризированных тканях ме-
тодом ЭПР-спектроскопии в комплексной оценке качества получаемых биологических матриксов, а также воз-
можности их криоконсервации для последующей транспортировки. 

Ключевые слова: регенеративная медицина, тканевая инженерия, децеллюляризация, ЭПР-спектроскопия, каркас

Tissue engineering grows rapidly nowadays and may turn to a promising alternative to organs and tissues transplantation 
since it is devoid of the essential disadvantages of transplantology such as lack of donor material, complexity of its matching 
as well as its delivery and preservation, and life-long immunosuppressive therapy. Decellularization is one of the best known 
methods of biological scaffolds obtainment for the creation of tissue-engineered organs and tissues. In the present paper we 
considered biophysical criteria of decellularization on the nonhuman primates’ esophagus and diaphragm decellularization 
based on the evaluation of the free radicals production rate in native and decellularized tissues using EPR-spectroscopy in 
a complex quality assessment of obtained biological matrices as well as the possibility of their cryopreservation for the fol-
lowing transportation.
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Life Technologies, США). Для более щадящей ее де-
целлюляризации и уменьшения чрезмерного растя-
жения при фиксации был разработан специальный 
биореактор, который включал сменные емкости для 
различных детергентов и защищал ткань от повреж-
дения. Децеллюляризацию проводили раствора-
ми детергентов и энзимов по модифицированному 
протоколу, состоящему из 2  циклов (деионизиро-
ванная вода – 1 час; дезоксихолат натрия 4 % (Sigma 
Aldrich, США) + 2mM раствор ЭДТА (Sigma Aldrich, 
США)  – 24 часа; PBS –/– (Gibco, Life Technologies, 
США)  – 12 часов; бычья панкреатическая ДНКаза-I 
(Sigma Aldrich, США) 2000 ЕД, разведенная в 200 мл 
PBS +/+ (Gibco, Life Technologies, США), – 12 часов. 
В заключение отмывали полученный матрикс в рас-
творе PBS –/– (Gibco, Life Technologies, США), в те-
чение 24 часов.

Морфологическое исследование нативных и де-
целлюляризированных образцов проводили после 
фиксации в 10 % нейтральном забуференном форма-
лине, дегидратации и парафинизации по стандарт-
ной методике с использованием автоматического 
гистопроцессора «Leica TP1020» (Германия) и мо-
дульной установки «Leica EG1150H» (Германия). Мор-
фологический контроль качества децеллюляризации 
оценивали после окрашивании гематоксилином и 
эозином и флуорофором DAPI (4’,6-диамидино-2-
фенилиндол).

ЭПР-спектроскопию осуществляли на спектро-
метре «JES FA 300» (JEOL, Япония) при температуре 
24 °С в X-диапазоне (мощность сверхвысокочастот-
ного излучения составляла 1 мВт, частота микро-
волнового излучения  – 9144 МГц, амплитуда высо-
кочастотной модуляции – 0,1 мТл [3]). Исследуемые 
образцы пищевода и диафрагмы предварительно 
подвергали лиофилизации в сушилке «ЛС-1000» 
(Проинтех, Россия) [10], перед непосредственным 
проведением ЭПР-спектроскопии взвешивали об-
разцы с точностью до 0,01 мг (весы Ohaus, КНР). 
ЭПР-сигнал образца измеряли в навеске, масса ко-
торой в зоне резонатора составляла 0,03 г (в квар-
цевой ампуле, имеющей диаметр 5 мм), интеграль-
ную интенсивность сигнала ЭПР вычисляли путем 
двойного численного интегрирования. Указанную 
процедуру выполняли путем сравнения получен-
ного сигнала с ЭПР-сигналом стандартного образ-
ца 2,2,6,6-тетраметилпиперидин-1-ил оксиданила 
(TEMPOL [11]), содержащего 6,4∙10–7 моль пара-
магнитных центров, и определения концентрации 
парамагнитных центров в каждом из изученных об-
разцов.

Работа выполнена в рамках государственного за-
дания МЗ РФ (от 28.01.2015) «Разработка экспери-
ментальных образцов тканеинженерных конструкций 
на основе децеллюляризированных матриксов для 
применения в регенеративной медицине», государ-
ственного задания Министерства образования и на-
уки РФ, проект № 6.5882.2017/8.9.

Результаты и обсуждение. Установлено, что де-
целлюляризированные матриксы диафрагмы и пище-
вода теряли характерный темно-красный цвет и при-
обретали молочно-белую окраску, присущую всем 
децеллюляризированным тканям, что соотносится с 
литературными данными [1, 2, 12, 13, 6, 14]. Окраши-
вание гематоксилином и эозином, а также флуорофо-
ром DAPI не выявило клеток и ядер в децеллюляризи-
рованных матриксах. Архитектоника межволокнистой 
соединительной ткани диафрагмы оставалась не-
изменной, сохранялась адвентициальная оболочка 
мелких сосудов. Децеллюляризированная ткань в 

сравнении с нативной не окрашивалась гематокси-
лином, что позволило судить об отсутствии ядер и 
их фрагментов, и менее интенсивно окрашивалась 
эозином, так как мышечные волокна отсутствовали. 
Патологических изменений структуры, ориентации 
волокон, тинкториальных свойств соединительной 
ткани обнаружено не было. Сохранялась свойствен-
ная нативной ткани пищевода гистоархитектоника. 
Выявляли эпителий при отсутствии ядер в клетках, 
базальную мембрану, подслизистый слой, состоя-
щий из рыхлой волокнистой соединительной ткани. 
Мышечный слой также оказался ацеллюлярным, со-
хранялись единичные поврежденные мышечные во-
локна наружного мышечного слоя, не содержащие 
ядер.

Исследование интенсивности генерации сво-
бодных радикалов нативных и децеллюляризиро-
ванных тканей органов, имеющих скелетную му-
скулатуру, выявило присутствие парамагнитных 
центров, соответствующих концентрации до 10–8 
моль/г в нативной лиофилизированной ткани, где 
был зафиксирован сигнал ЭПР с g-фактором 2.008, 
что указывало на наличие семихинонного радикала 
убихинона (рис. 1) и подтверждало присутствие кле-
ток, в отличие от децеллюляризированных тканей, в 
которых отсутствовал ЭПР-сигнал с g-фактором в 
диапазоне от 2.005 до 2.012. Полученные результа-
ты указывают на целесообразность использования 
ЭПР-спектроскопии для оценки жизнеспособности 
клеточных структур в нативных тканях, в которых 
функционирование системы переносчиков элек-
тронов, прежде всего в митохондриях, является 
причиной образования свободных радикалов, уча-
ствующих также в обеспечении жизнедеятельности 
клеточных структур [4, 15].

Рис. 1. ЭПР-спектры нативного (1) и децеллюляризирован-
ного (2) образцов лиофилизированной диафрагмы.  

Здесь и на рисунке 2 по оси ординат – первая производная 
величины высокочастотного излучения к напряженности  
магнитного поля, поглощенного изучаемым образцом,  

по оси абсцисс – напряженность магнитного поля

Учитывая литературные данные, согласно кото-
рым замораживание является одним из этапов физи-
ческой децеллюляризации тканей [9], были оценены 
перспективы использования ЭПР-спектроскопии как 
биофизического метода оценки качества получае-
мого матрикса после замораживания образцов диа-
фрагмы и пищевода при –30 °С. 

Оценка сохранности нативных образцов диафраг-
мы и пищевода после криоконсервации показала, что 
замораживание их до –30  °С в течение 7 суток при-
водит к значительному уменьшению интенсивности 
ЭПР-сигнала с g-фактором в диапазоне от 2.005 до 
2.012 (рис. 2), который значимо не отличался от нуля 
и напоминал ЭПР-спектры децеллюляризированных 
органов (рис. 2). 
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Рис. 2. ЭПР-спектр нативного образца лиофилизирован-
ного пищевода после криоконсервации при –30 °С 

(в течение 7 суток)

Заключение. Можно говорить об установле-
нии критериев применения и пределах чувстви-
тельности метода ЭПР-спектроскопии для оцен-
ки степени разрушения клеток на биоматриксе, 
например, при проведении протокола децел-
люляризации, а также при криоконсервации на-
тивных тканей внутренних органов. В целом вы-
полнение качественной и количественной оценки 
интенсивности свободнорадикальных процессов 
в тканях диафрагмы и пищевода возможно толь-
ко с помощью прецизионных методов, в том 
числе ЭПР-спектроскопии, позволяющей изучать 
завершенность этапа подготовки тканевого ма-
трикса для создания биокаркасов интратора-
кальных органов.
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