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Введение.
Стволовые клетки (СК) от взрослого организма клинически используются в лечении гематологических заболеваний, таких как лейкемия, более 40 лет. Эти клетки получают из костного мозга пациента. В последние годы их стали получать из крови пупочного канатика, жировой ткани и менструальной крови [3]. 
СК обладают отличительными от других клеток свойствами, а именно: они недифференцированные, незрелые, способны к пролиферации, самообновлению, превращению в дифференцированные клетки и регенерирующие ткани и, особенно важно, что при делении они всегда дают себе подобную клетку. Асимметричное деление клеток — это такое митотическое деление, при котором дочерние клетки не равнозначны по дифференцировочному потенциалу. Считается, что одна дочерняя клетка сохраняет статус, а вторая — под влиянием факторов микроокружения дифференцируется (рисунок 1.).  

[image: image1]
Рисунок 1. Симметричное и асимметричное деление клеток. 

Имеются два основных вида стволовых клеток: эмбриональные и неэмбриональные, к которым относятся, например, фетальные клетки. Эмбриональные СК (ЭСК) являются плюрипотентными, потому что они могут дифференцироваться во все типы клеток. В отличие от них неэмбриональные СК являются мультипотентными, так как их потенциал дифференцироваться в различные типы клеток ограничен. Также различие между ними – в превалировании и большем потенциале к спонтанной дифференцировке у эмбриональных, чем у неэмбриональных клеток. В последние десятилетие активно разрабатывается возможность применения в клинической медицине клеточных технологий. На которые возлагаются большие оптимистические надежды в лечении заболеваний считавшихся ранее не излечимыми. Взлёт научного интереса к данной теме стал возможен после получения эмбриональных СК в 1998 году [10]. 
Одной из актуальных проблем регенеративной медицины является обеспечение безопасности клеточных и тканеинженерных продуктов. Одним из ключевых аспектов ее обеспечения является использование для клеточного процессинга реактивов и вспомогательных компонентов, не оказывающих негативного влияния на клетки. Традиционно в качестве ростовой добавки для культивирования клеток используют фетальную телячью сыворотку, которая считается комплексной смесью высоко- и низкомолекулярных биомолекул с физиологическим балансом стимулирующих и блокирующих факторов роста, с низким содержанием γ-глобулинов – ингибиторов роста и пролиферации клеток [1–4]. Однако использование сыворотки крупного рогатого скота, как источника ксеногенных протеинов, на этапах приготовления клеточных препаратов и тканеинженерных медицинских изделий, предназначенных для введения человеку, в настоящее время не рекомендуется из-за возможности индукции аллергических реакций, а также переноса в организм человека вирусов, прионов и зоонозов [3–6]. Возможная экспрессия главного комплекса гистосовместимости II типа (МНС II) в мультипотентных мезенхимальных стромальных клетках в присутствии телячьей сыворотки, по мнению ряда авторов, также ограничивает ее использование в технологиях регенеративной медицины [2, 7]. Не исключено, что генетическая нестабильность мезенхимальных стволовых клеток ряда доноров in vitro тоже может быть индуцирована компонентами фетальной телячьей сыворотки [Сергеева, 7].

Клеточные технологии являются одним из приоритетных направлений регенеративной медицины. Задача этого направления заключается в трансплантации живых клеток, тканеинженерных конструкций в область дефекта и, соответственно, безопасность и эффективность применения вспомогательных питательных компонентов для экспансии трансплантатов является актуальным вопросом [2, 7].

Цель: адаптировать и модифицировать протоколы выделения мезенхимальных стромальных клеток из пупочного канатика человека; провести оценку эффективности использования лизата тромбоцитов венозной крови в качестве альтернативы ксеногенных ростовых факторов для выделения и наращивания клеточной массы in vitro.
Задачи:

1. Приготовить транспортную и ростовую среду для мезенхимальных стромальных клеток с фетальной телячьей сывороткой и лизатом тромбоцитов человека. 

2. Произвести транспортировку и отмывку биоматериала (пупочный канатик человека). 

3. Апробировать выделение мезенхимальных стромальных клеток из вартонова студня пупочного канатика человека методом эксплантов. 
Методы: Приготовление сред, выделение мезенхимальных стволовых клеток, замена сред, микроскопия. 

1. Обзор литературы.
1.1. История применения клеточных технологий
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 [3, 5].

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 [5]. 

С 1980-х годов, когда впервые удалось выделить стволовые клетки, активно исследуются биологические свойства данных клеток и разрабатываются на их основе подходы для терапии различных гематологических, онкологических, дерматологических, офтальмологических и ортопедических заболеваний человека. Наблюдается значительный рост понимания биологии стволовых клеток. Показано, что стволовые клетки взрослого организма могут быть выделены из широкого спектра тканей, включая костный мозг, периферическую кровь, мышечную и жировую ткань. Новые методы лечения кожных заболеваний являются одним из огромных достижений в области клеточной терапии. Внедрение клеточных технологий, особенно применение аутологичных стволовых клеток, привлекает значительное внимание. Соответственно, ведущие исследовательские центры по всему миру инициировали различные проекты в этой области, что привело к резкому развитию терапевтических технологий на основе стволовых клеток [7].
1.2. Мезенхимальные стволовые клетки пупочного канатика человека.

Пупочный канатик человека является источником мезенхимальных стволовых клеток (МСК), обладающих уникальным сочетанием свойств пренатальных и постнатальных МСК: отсутствие этических проблем при получении биоматериала, значительный пролиферативный и дифференцировочный потенциал, отсутствие туморогенности, стабильность кариотипа, высокая иммуномодулирующая активность. В настоящее время изолированные и культивированные МСК пупочного канатика являются перспективным объектом хранения ведущих биобанков мира, а число зарегистрированных клинических испытаний с их использованием постоянно увеличивается [2].
Обеспечение безопасности клеточных культур и тканеинженерных конструкций является приоритетной задачей в регенеративной медицине [8]. Эмбриональные телячьи сыворотки, используемые при ведении клеток in vitro, являются ксеногенными и нестабильными в реакциях на зоонозы, аллергии и др. Ведется поиск альтернативных факторов роста для наращивания клеточных культур, в том числе первичных линий стволовых клеток человека [6, 8]. Лизат тромбоцитов человека, содержащий ряд биологически активных веществ, позиционируется как возможная замена фетальной телячьей сыворотки при культивировании клеток, предназначенных для клеточной терапии [8].
2. Материалы и методы, объекты исследования.

Место проведения исследования. Работа проведена на базе лаборатории клеточной биологии Ключевого центра ДНК имени М.П. Хабаева.

Предмет исследования – лизат тромбоцитов человека.

Объекты исследования – мезенхимальные стволовые клетки пупочного канатика человека.
Пулированный лейкоредуцированный концентрат тромбоцитов был предоставлен ГБУЗ «Бурятская республиканская станция переливания крови Министерства здравоохранения Республики Бурятия» по договору.

В работе использовали Вартонов студень пупочного канатика рожениц с проверенным статусом на возбудители заболеваний и информированным добровольным согласием на забор материала для научных исследований (Приложение). Пулированный концентрат тромбоцитов был предоставлен Центром переливания крови. 

Для транспортировки биоматериала использовали следующие реактивы и среды: среды для культивирования клеток человека DМЕМ с глутамином, содержащей 1% пенициллин-стрептомицина (5000 Ед/мл), 1% гентамицин, HEPES Na соль, 1М раствор. Для отмывки биоматериала от крови применяли физиологический раствор 0,9 % NaCl) При выделении мезенхимальных стволовых клеток использовали ростовую среду, в состав которой входит: среды для культивирования клеток человека DМЕМ с глутамином, содержащей 10% эмбриональной телячьей сыворотки, 1% пенициллин-стрептомицина (5000 Ед/мл), 1% гентамицин, 50 мл FBS (BioWest, Франция), 25 мл лизат тромбоцитов человека, 750 мкл, гепарина 5000 ед., 750 мкл дифлюкана 0,2%, 10 мл инсулина 50-кратный, факторы роста FGF – 2. Выделение проводили в чашках Петри диаметром 3,5 см (Eppendorf, Германия). Для выделения клеток применяли фосфатно-солевые растворы (PBS), HEPES.

Для выделения мезенхимальных стромальных клеток пупочного канатика человека использовали следующее оборудование: ламинарный бокс II класса биобезопасности (Ламинарные системы, Россия), инкубатор для культивирования клеток (5% СО2, 95% влажности, 37 0С) (Binder, Германия; Biosan, Латвия) микроскоп инвертированный (Биолаб, Россия); дозатор одноканальный переменного объема 100-1000 мкл (Thermo fisher scientific "Лайт"). 
3. Результаты.

3.1. Приготовление транспортной и ростовой среды для мезенхимальных стволовых клеток. 
Приготовление транспортной среды осуществляют следующим образом: в среду для культивирования клеток человека DMEM с глутамином, добавляли 1% пенициллин-стрептомицина (500 Ед/мл), 1% гентамицина и HEPES Na соль. Лизат тромбоцитов получали с помощью криодеструкции посредством нескольких циклов заморозки-разморозки. После центрифугирования объединяли полученные образцы и помещали на -20 0С до замерзания. Размораживание осуществляли при температуре 2-8 0С не менее 12 часов. Повторяли этот цикл 2 раза. Полученный лизат центрифугировали при 3000g 20 минут при 15 0С. Супернатант фильтровали стерилизующим фильтром, далее аликвотировали в пробирки по 50 мл или в необходимом объёме. Хранили при – 20 0С.

Также для удаления фибриногеновых сгустков инкубировали бессывороточные среды с лизатом тромбоцитов при 4 – 8 0С в течение 24 часов, далее в течение 1 часа при комнатной температуре, а затем 1 час в водяной бане при нагреве 37 0С. Далее суспензию стряхивали на шейкере и центрифугировали 3000g 10 минут. Полученный супернатант фильтровали через сито, что способствовало снижению содержания фибриногена. Фибриногеновый осадок удаляли. Готовый лизат тромбоцитов в объеме 25 мл (5%) добавляли в среды для культивирования клеток человека DМЕМ с глутамином, содержащей 10% эмбриональной телячьей сыворотки, 1% пенициллин-стрептомицина (5000 Ед/мл), 1% гентамицин. Для приготовления ксеногенной ростовой среды добавляли 50 мл. FBS (BioWest, Франция). 
В ходе работы для выделения первичной культуры клеток рассматривались следующие концентрации лизата тромбоцитов человека: 3, 5, 10%. Наблюдения показали, что при 3% лизата тромбоцитов – клетки из эксплантов «не выходили», при 10% лизата тромбоцитов – среда желировалась из-за чрезмерного содержания ростовых факторов и рост клеток затруднялся из-за белковых агрегатов. 

Таким образом, показано, что среда для выделения с оптимальной концентрацией 5% лизата тромбоцитов.
3.2. Транспортировка и отмывка биоматериала. 
Биоматериал (пупочный канатик человека) транспортировали в одноразовом стерильном контейнере с завинчивающейся крышкой с содержанием транспортной среды. На контейнере необходимо указать следующую информацию: наименование биоматериала (пупочный канатик человека), дата и время родов. Время транспортировки пуповины человека в лабораторию не превышала 24 часов с момента родов, соблюдался температурный режим 20-28 °С. Отмывка пуповины от крови проводили в ламинарном боксе физиологическим раствором (0,9 % NaCl). Пуповину разрезали на фрагменты по 2-3 см, после повторно промывали от крови физиологическим раствором. После промывки куски пуповины заливали транспортной средой для МСК и хранили при 4 0С.
Таким образом, оптимальные условия для транспортировки пупочного канатика – в течение 24 часов при комнатной температуре в транспортной среде с антибиотиками, и отмывка в стерильных условиях физиологическим раствором (0,9% NaCl).
3.3 Выделение мезенхимальных стволовых клеток методом эксплантов.

Для выделения мезенхимальных стромальных клеток часть пуповины переносили в стерильную чашку Петри диаметром 90 мм и с помощью скальпеля удаляли вены и артерии. При наличии крови в кусочках ткани дополнительно промывали раствором Хeнкса с антибиотиками в чистой чашке Петри. Готовый кусок пуповины измельчали до состояния кашицы и переносили в стерильную чашку Петри с ростовой средой 3 мл и перемешивали. Ткань прилегала ко дну пластика, питательная среда слегка покрывала ткань. 

Первую замену питательной среды производили через 24 часа. Далее замену среды осуществляли каждые 72 часа по 3-4 мл.
Таким образом, предложены и апробированы способы выделения мезенхимальных стромальных клеток в среде с 5% лизата тромбоцитов венозной крови человека.
Выводы.

1. Предложены оптимальные концентрации транспортных и ростовых сред для выделения и мезенхимальных стромальных клеток с фетальной телячьей сывороткой и лизатом тромбоцитов человека (5% лизата тромбоцитов). 
2. Подобраны условия для транспортировки пупочного канатика человека – в течение 24 часов при комнатной температуре в стерильной транспортной среде с антибиотиками, и отмывка в стерильных условиях физиологическим раствором (0,9% NaCl).
3. Апробированы способы выделения и наращивания клеточной массы мезенхимальных стромальных клеток в среде с 5% лизата тромбоцитов венозной крови человека.
Заключение.
Для выделения мезенхимальных стромальных клеток применены питательные среды, содержащие тромболизат венозной крови человека в качестве замены альтернативы ксеногенной сыворотки. Лизат тромбоцитов человека получали из пулированного концентрата тромбоцитов с помощью криодеструкции и фильтрации. Благодаря содержанию большого количества биологически активных веществ, таких как факторы роста, цитокины и хемокины, протеазы и их ингибиторы, антимикробные белки которые могут стимулировать клеточный рост. Это делает его ценным в различных областях медицины.
В настоящей работе подобраны и апробированы условия транспортировки, выделения МСК пупочного канатика человека в среде с 5% лизата тромбоцитов. Следующим этапом работы планируется рассмотрение эффективности экспансии (наращивания клеточной массы) МСК в среде с лизатом тромбоцитов человека.
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