Децеллюляризация тканей млекопитающих методом замораживания-оттаивания
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Децеллюляризация – метод обработки биологических тканей, направленный на удаление клеточного компонента и получение низкоиммуногенных материалов на основе внеклеточного матрикса [1]. Большинство протоколов децеллюляризации базируется на использовании химических агентов – детергентов. Недостатками такой обработки являются повреждение волокон внеклеточного матрикса, задержка токсичных детергентов в материале и необходимость длительных отмывок [2]. Использование физических подходов значительно сокращает продолжительность децеллюляризации без ухудшения биосовместимости. Циклическое замораживание-оттаивание обеспечивает удаление клеток за счет повреждения клеточной мембраны кристаллами льда [1]. Данное исследование направлено на разработку способа децеллюляризации тканей млекопитающих методом замораживания-оттаивания с сохранением структурной целостности внеклеточного матрикса.
В качестве объекта исследования был выбран перикард шестимесячных здоровых ягнят. Для подбора оптимальных параметров децеллюляризации разработано 10 протоколов, отличающихся количеством циклов, а также временем замораживания и оттаивания. Заморозку выполняли путём погружения биоткани в жидкий азот. Разморозку осуществляли путём инкубирования в жидкостном термостате, содержащем раствор фосфатно-солевого буфера температурой +37°С. После децеллюляризации образцы извлекали, помещали в пробирки с фосфатно-солевым буфером и подвергали отмывке на вибростенде в течение 5 минут. Качество децеллюляризации оценивали в ходе микроскопии срезов, окрашенных гематоксилин-эозином, пикросириусом красным, орсеином и толуидиновым синим.
Для большинства образцов была характерна неравномерная и неполная децеллюляризация при относительной сохранности организации матрикса. При использовании протоколов с количеством циклов, превышающим 20, и замораживанием-оттаиванием в течение 2-5 минут в отдельных участках была достигнута выраженная децеллюляризация с убыванием до 75% клеточных элементов. Тем не менее, для преобладающей площади ткани наблюдалась умеренная степень децеллюляризации. Уменьшение количества циклов приводило к существенному снижению степени децеллюляризации. 

Таким образом, мы выявили оптимальный для децеллюляризации диапазон параметров замораживания-оттаивания. Дальнейшие эксперименты будут направлены на установление механических и биосовместимых свойств децеллюляризированных по разработанным протоколам материалов.
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