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Введение
Проблема сохранности биообъектов (клеток, тканей, органов) с целью 

дальнейшего использования для заместительной терапии во все времена при
влекала внимание исследователей, работающих в различных областях практи
ческой медицины. При этом создание надежных методов длительной консер
вации донорских органов способствовало бы не только повышению жизнеспо
собности и результативности трансплантации, но и снижению их дефицита. 
Еще более остро ставится вопрос сохранности относительно «простых» струк
тур, например роговицы, а также кожных лоскутов, применяемых в значитель
ных объемах в комбустиологии.

Методы консервации подразделяются на гипотермический и ультранизко- 
температурный. Первый предполагает хранение в зоне умеренно низких тем
ператур (0,+4 °С), во втором методе основная температура хранения — от ми
нус 80 °С до температуры жидкого азота (-196 °С). Оба метода предусматри
вают использование криопротекторов, защищающих биообъекты от воздей
ствия низких температур. Для защиты живых объектов при гипотермии ис
пользуются растворы непроникающих полимеров (полиэтиленгликоль, дек- 
стран, Optisol, cpda-1), которые не представляют опасности для клеток, но и 
сроки хранения при использовании такого метода ограничены. Так, для эри
троцитов они составляют не более 21 суток, а для роговицы — не более 7 су
ток. Низкотемпературное криоконсервирование (- 80, -  196 °С), предусматри
вающее увеличение сроков хранения (от 1 года и более), для предотвращения 
кристаллообразования льда вне- и внутри клеток предполагает использова
ние высокомолекулярных проникающих через клеточную мембрану гиперто
нических растворов спиртов — диметилсульфоксида и глицерина. Однако, на
ряду с криопротективным действием, эти растворы в рабочей концентрации 
(5-10 %) оказывают многочисленные негативные эффекты на клетки. Возни
кают как отсроченные реакции, так и прямые токсические эффекты, связанные 
не только с разрушением консервируемых клеток, но и с эпигенетическими на
рушениями, обусловливающими фрагментацию ДНК, укорочение теломер и 
способность вызывать нежелательную дифференцировку стволовых клеток. 
Наряду с этим, криопротекторы способны приводить к изменению экспрессии 
целого ряда генов, таких как схсг4Ь — рецептор хемокинов, pou5fl — октамер 
связывающий фактор 3 /4  (ОСТЗ/4), vasa — кодирующий основной белок гели- 
каз, sox2 [1,2,3,11,12]. Все это ставит вопрос о разработке новых методов кон
сервации живых объектов.



Одним из перспективных методов может стать хранение в клатратах. Пред
посылки для разработки этого метода основаны на представлении о способно
сти некоторых инертных газов образовывать новое состояние воды, представ
ляющее собой рыхлую ячеистую структуру как вне, так и внутри биообъектов 
[4, 5]. Теория о консервирующем действии клатратов базируется на том, что 
вода в норме служит средой для протекания всех биохимических процессов в 
живых объектах, а ее иммобилизация будет блокировать метаболизм и консер
вировать клетки [5, 6, 7]. Важная особенность образования клатратов -  одно- 
моментность клатрирования всего консервируемого объема в отсутствие цен
тров кристаллизации и растущего ледяного фронта, выступающих в качестве 
основных механизмов разрушения криоконсервированных клеток. Известны 
работы по применению клатратов инертных газов с целью сохранения суспен
зий бактерий, криоконсервации в клатратах ксенона мышиных сердец, а так
же мезенхимальных стволовых клеток человека [8, 9, 10]. Однако до сих пор 
отсутствуют сведения по консервации в клатратах инертных газов мультикле- 
точных структур человека. В связи с этим была сформулирована цель работы: 
исследовать возможность применения ксенона в качестве консервирующего 
агента для хранения кожных лоскутов человека в качестве ресурса для получе
ния дермальных фибробластов.

Материалы и методы
В экспериментах были использованы кожные лоскуты человека, получен

ные с передней брюшной стенки от 7 доноров в возрасте 30-45 лет при опе
ративных вмешательствах на брюшной полости и предназначенные для ути
лизации. Кожные эксплантаты инкубировали в культуральной среде, содержа
щей антибиотики в стандартных культуральных концентрациях (пенициллин, 
стрептомицин, амфотерицин, тилозин) для предотвращения возможной кон
таминации. Далее в стерильных условиях из центральной части образцов от 
каждого донора от подкожно-жировой клетчатки отделяли два равновеликих 
кожных лоскута размером 0,5 * 1,0 см, на всю глубину кожи. Один из лоскутов 
подвергали консервации, другой без промежуточных этапов направляли на ги
стологическое исследование и экспансирование фибробластов. Всего было ис
следовано 14 кожных лоскутов по 7 образцов в каждой группе.

Для консервации кожных лоскутов в клатратах ксенона было разработано 
специальное устройство (рис. 1), которое позволяет в замкнутом объёме рабо
чей камеры (50 см3) получать гипербарию ксенона до 10 атм. и сохранять за
данное давление с потерями не более 0,1 атм. в сутки. Устройство имеет уни
версальный порт для подачи в камеру ксенона и других газов. Дном рабочей 
камеры является терморегулируемая платформа, благодаря которой возможно 
управление и поддержание в рабочей камере температуры в диапазоне от -  5 
до + 24 °С. Устройство имеет прозрачное окно для возможности наблюдения за 
состоянием консервируемых образцов. Рабочая камера позволяет разместить в 
ней до 7 штук 2 мл криопробирок (Nalgene). Для экспериментов использовали 
ксенон высокой степени чистоты (99,999 %).

Для исследования экспансии фибробластов кожные лоскуты культивирова
ли согласно принятым протоколам [13] в среде DMEM (Sigma) с добавлением 
10 % фетальной бычьей сыворотки FBS (Sigma). Контроль и подсчет экспан- 
сированных фибробластов проводили одновременно с заменой среды не реже



Рисунок 1. Прибор для консервации кожных лоскутов в клатратах ксенона

одного раза в трое суток с помощью оптического микроскопа (Olympus) при 
200-кратном увеличении. Результаты выражали в количестве экспансирован- 
ных фибробластов на 1 мм среза исследуемого кожного лоскута (Табл. 1). По 
достижении монослоя фибробластов на культуральной поверхности получен
ные клетки снимали раствором трипсина и пересевали на матрасы большей 
площади. Гистологическое исследование кожных лоскутов проводили согласно 
стандартным методикам [14] с использованием окраски гематоксилин-эозин. 
Описывали состояние дермального и эпидермального слоев кожи исследуемых 
образцов.

Исследуемые лоскуты консервировали в клатратах ксенона при избыточ
ном давлении 3 атм. и температуре внутри камеры не выше + 2 ОС. Контроль 
клатратообразования проводили визуально через прозрачное окно. При этом 
клатрированная кожа приобретала твердую консистенцию, не поддавалась де
формации и напоминала ткань, покрытую снегом. Лоскуты консервировали 
в заданных параметрах 4 суток, далее проводили расконсервацию образцов и 
повторяли протокол исследования интактных образцов кожи. Экспансию фи
бробластов исследовали согласно «Способа получения культуры клеток кожи»
[15].

Статистическую обработку данных проводили с использованием програм
мы MS Excel 2008 для PC. Анализ проводили с применением параметрических 
критериев. Результаты считали достоверными при р<0,05.

Результаты и обсуждение
В процессе культивирования кожных лоскутов были получены данные о ко

личестве экспансированных фибробластов как в опытной, так и в контрольной 
группах (Табл. 1).

Из полученных результатов следует, что динамика экспансии фибробла
стов в опытной группе ниже, чем в интактной. Однако уже к 15 суткам куль
тивирования консервированных в клатратах ксенона кожных лоскутов разли
чия опыт/контроль в динамике роста и экспансии фибробластов нивелируют
ся. Полученные результаты можно объяснить тем, что дермальный слой кожи в 
опыте сохранил целостность и архитектонику, затрудняющую краевую экспан
сию фибробластов, а часть фибробластов кожи сохраняет локомоторную ак
тивность после консервации в клатратах ксенона. Также имеет место извест
ное свойство, характерное для дифференцированных фибробластов — относи-



Таблица 1
Экспансия фибробластов из кожных лоскутов, консервированных в клатратах 
ксенона

Группы образцов 
(культивирование*) 6 суток 9 суток 12 суток 15 суток

Интактнэя кожа 
(без консервации)

6 .0  ±  4 ,0  
р =  0 ,0 3 6

31,41 ±  10.0
р =  0.021

1 01 ,42  ±  20,0  
р =  0 ,017 >  200 ,0

Консервация в клатратах 
ксенона

1 5 ,1 4  ± 5 ,0
р =  0 ,0 2 8

7 3 .5 8  ± 1 5 ,0  
р =  0 ,019 >  200 ,0 -

* Количество культивированных клеток (в абсолютных значениях) на 1 мм 
среза исследуемого лоскута.

Рисунок 2. Гистологическое исследование консервированных в клатратах 
ксенона кожных лоскутов. Окраска: гематоксилин-эозин. Ув. 200. Отмечается 
некоторая вакуолизация цитоплазмы кератиноцитов (1), при сохранении 
целостности меланоцитов (2) и дермального слоя (3).

Рисунок 3. Оптическая микроскопия культивированного лоскута кожи (1), 
консервированного в клатратах. Ув.: 400.15 сутки культивирования тенденция 
к формированию монослоя фибробластов (2).



тельная стойкость к термобарическим перепадам. Это может объяснить мень
шие темпы динамики деления в пределах 3-х суток в отличие от интактной 
группы. Тем самым важен сам факт экспансии некоторого количества «клеток- 
пионеров», который служит основанием для вывода о консервирующем эффек
те ксенона и его клатратов.

Гистологическая картина подтвердила данные предположения. Исследо
ванные срезы консервированных лоскутов морфологически не отличались от 
интактных за исключением некоторой вакуолизации цитоплазмы кератиноци- 
тов (рис. 2). Это, по всей видимости, может быть связано с режимом деком
прессии, который был использован во время расконсервации образцов. Кро
ме того дермальный слой кожи не претерпел каких-либо значимых изменений, 
что еще раз подтверждает представление о большей устойчивости этого слоя к 
декомпрессионным воздействиям.

Эксперименты завершали по достижении устойчивого монослоя фибробла
стов на культуральной поверхности с фиксированными кожными лоскутами.

Экспансированная культура клеток демонстрировала устойчивую динами
ку роста. Клетки в опытной группе визуально не отличались от интактных и 
нормально перенесли пересев на матрасы большей площади. При этом необхо
димо отметить, что во всех группах сравнения и исследуемых образцах уже к 
15 суткам культивирования отмечалась тенденция к формированию монослоя 
фиброластов (рис. 3).

Полученные данные свидетельствуют о наличии консервирующего эффек
та у клатратов ксенона в условиях хранения кожных лоскутов. Однако, наличие 
вакуолизированных кератиноцитов дает основание для планирования даль
нейшего исследования по оценке иммуногистохимических характеристик кле
ток кожных лоскутов, в частности, маркеров целостности как стволовых (к14), 
так и дифференцированных клеток эпителия (к4, к13, к1, к10), что позволит 
оценить сохранность эпидермального слоя кожи.

Выводы
1. Ксенон и его клатраты не оказывают прямого токсического эффекта на 

кожные лоскуты и фибробласты.
2. Клатраты ксенона обладают консервирующим действием в отношении 

клеток кожных лоскутов и применимы для краткосрочной консервации фибро
бластов в составе целой ткани.

3. Отмечен некоторый эффект вакуолизации цитоплазмы кератиноцитов 
при консервации в клатратах, требующий дополнительных исследований.
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