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Технология трансплантации клеток в виде сформиро-
ванных in vitro клеточных пластов и ее совершенствование  
в направлении получения васкуляризированных конструк-
ций, состоящих из нескольких типов клеток, позволяет 
получить биоинженерный эквивалент ткани, который обе-
спечивает более высокую выживаемость и интеграцию 
клеток после трансплантации по сравнению с широко ис-
пользуемым способом трансплантации клеток в виде су-
спензии, вводимой инъекционно в ткани или кровоток. Тка-
неинженерные конструкции на основе клеточных пластов 
могут успешно замещать утраченную или поврежденную 
ткань (в том числе и эндокринную), восстанавливая ее 
функцию. Данная технология на основе аутогенных клеток 
уже применяется в клинических исследованиях для ре-
парации роговицы, хряща, связок периодонта, слизистой 
пищевода и показала достаточно высокую эффективность 
в доклинических исследованиях для восстановления ми-
окарда, печени, поджелудочной и щитовидной желез.  
Генетическая модификация клеток, из которых затем 
формируют клеточные пласты, дает возможность ис-
пользовать эту технологию и для лечения наследствен-
ных заболеваний, связанных с недостаточной продукцией 
секретируемых белков, например, ферментов. В обзоре 
обсуждаются результаты применения технологии кле-
точных пластов для восстановления различных тканей и 
органов и перспективы ее развития для регенеративной 
медицины.

Ключевые слова: тканеинженерные конструкции, ре-
генерация, клеточный пласт. 

Cell sheet technology has certain advantages over 
conventionally used injections as far as it facilitates cell 
survival and integration after delivery of cells to intended 
organ/tissue. It also allows to successfully replace lost 
or irreversibly damaged tissues with restoration of its 
functions including endo/paracrine activity. Application 
of cell sheets has gone beyond bench work and now is 
under clinical translation where it is successfully used for 
repair of cornea, cartilage, periodontal tissue, esophageal 
mucosa, pancreas and thyroid gland. Further advances of 
cell sheet technologies allow to construct pre-vascularized 
tissue grafts which effects are not limited to tissue 
repair, but also allows to restore its function via paracrine 
action of transplanted cells and to ensure long-lasting 
therapeutic effects. Genetic modification of cells used for 
cell sheet construction allows to utilize this technology 
to treat hereditary disorders, deficit of enzymes or other 
secreted proteins. This review focuses on recent results 
of therapeutic implication of cell sheets and prospects 
of this field which gained much attention in regenerative 
medicine.

Keywords: tissue-engineered constructions, regenera-
tion, cell sheet.
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Введение

Основными подходами регенеративной медицины 
являются клеточная терапия и тканевая инженерия, 
которые активно развиваются в течение последних 
десятилетий и уже заняли определенную нишу в 
клинике, продолжая оставаться одними из наиболее 
актуальных областей исследований.

В основе клеточной терапии лежит стимуляция 
репаративных процессов за счет регенеративно-
го потенциала клеток (в основном стволовых или 
прогениторных), которые присутствуют во многих 
тканях и органах и участвуют в обновлении пула 
специализированных клеток, имеющих ограничен-
ный срок жизни. Стволовые/прогениторные клетки 
могут быть выделены из тканей взрослого орга-
низма и после этапа культивирования подвергнуты 
модификации генными конструкциями, снабжены 
белковыми или иными химическими компонента-
ми для повышения регенеративного потенциала. 
Полученный клеточный препарат трансплантирует-
ся в пораженную ткань либо донора (аутологичная 

трансплантация), либо стороннему реципиенту (ал-
логенная трансплантация). 

В клинических исследованиях эффективность кле-
точной терапии не всегда была достаточно высокой, 
что заставило обратиться к ряду методологических 
аспектов предложенных технологий. В частности,  
вопросы вызывал способ доставки клеточного мате-
риала, который чаще всего представлял собой инъ-
екционное локальное или системное введение су-
спензии. Было показано, что доставка клеток в виде 
суспензии приводит к гибели значительного их числа 
(по ряду данных, – до 90%) за счет механической 
травматизации при введении через иглу и индукции 
их апоптоза, так как клетки после снятия с культураль-
ной посуды находятся в состоянии аноикиса [1].

Тканевая инженерия занимается конструировани-
ем и выращиванием ex vivo (и в ряде случаев in vivo) 
тканевых эквивалентов, состоящих из собственных 
или донорских клеток и биосовместимого материа-
ла различного происхождения, комбинация которых 
воспроизводит трехмерную архитектонику ткани. За-
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дачи такого рода решают и с использованием ство-
ловых/прогениторных клеток различного проис-
хождения, что позволяет существенно расширить 
область применения и спектр полученных тканевых 
эквивалентов. Однако методы тканевой инженерии, 
зачастую, требуют применения биореакторов или 
специальных, технологически сложных культураль-
ных условий, воспроизвести которые «поточно» для 
широкого применения в клинике затруднительно и 
дорого. Кроме того, для создания тканеинженер-
ных конструкций часто применяют ксеногенные или 
синтетические матриксы, способные вызвать им-
мунный ответ, что может снижать эффективность 
трансплантации.

Возможной альтернативой существующих подхо-
дов может стать трансплантация клеток в виде уже 
сформированных минимальных тканеинженерных 
конструкций, состоящих из пластов клеток (англ. 
cell sheets) – своеобразных «клеточных накладок», 
представляющих собой одно- или многослойные 
структуры из одного или нескольких видов клеток 
в комплексе с наработанным ими же внеклеточным 
матриксом.

Показано, что трансплантация стволовых/про-
гениторных клеток в виде клеточных пластов 
имеет существенные преимущества перед пря-
мым введением клеток в ткань или в питающие 
ее сосуды в виде суспензии инъекционно [1].  
Такой способ трансплантации снимает ограниче-
ния, связанные с объемом инъекции, что позволя-
ет проводить доставку большего количества кле-
ток в ту область ткани, где необходима стимуляция 
репаративных процессов. Tрансплантация клеток в 
виде пластов позволяет сохранить клеточные ре-
цепторы, что обеспечивает более эффективную 
адгезию к элементам поврежденной ткани. Кроме 
того, метод клеточных пластов дает возможность 
создавать многослойные конструкции, обладаю-
щие определенной архитектоникой, с организо-
ванными межклеточными взаимодействиями, что 
способствует лучшей выживаемости клеток и ин-
теграции в ткань-мишень (рис.). Данный обзор  
посвящен описанию основных подходов к получе-
нию и использованию в регенеративной медици-
не тканеинженерных конструкций, состоящих из 
пластов различных клеток.

Рис. Применение тканеинженерных конструкций на основе пластов клеток для регенерации тканей и органов
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Способы получения клеточных пластов

Первым шагом на пути создания тканеинженер-
ных конструкций из пластов клеток является их куль-
тивирование в состоянии повышенной плотности  –  
«конфлюэнта», при котором усиливается формиро-
вание межклеточных контактов, включая щелевые 
контакты, и увеличивается контакт-опосредованный 
обмен сигналами и гомокринными факторами. Пос
ле достижения конфлюэнтности клетки вступают  
в состояние контактного ингибирования, часть из них 
перестает делиться и начинает продуцировать боль-
шое количество белков внеклеточного матрикса, 
которые определяют как механические, так и функ-
циональные свойства клеточных пластов. Интересно 
отметить, что клетки, например, мультипотентные 
мезенхимальные стромальные клетки (ММСК) 
костного мозга, при длительном (5 недель) культи-
вировании в таком гиперконфлюентном состоянии 
сохраняют жизнеспособность, низкодифференциро-
ванное состояние, способность к дифференцировке 
в остео-, хондро- и адипогенном направлениях, ме-
таболическую активность и продолжают продуциро-
вать белки внеклеточного матрикса [2].

Успешное формирование клеточных пластов мо-
жет быть достигнуто двумя способами – длительным 
(от 3 до 7 сут.) культивированием в «гиперконфлю-
энтном состоянии» [3], при котором важнейшим 
звеном становится наработка большого объема 
матрикса, или быстрым (в течение 24–48 ч.) куль-
тивированием с высадкой клеток в крайне высокой 
плотности (до 200–300×103 кл/см2) [4], при кото-
рой ключевую роль играют адгезионные свойства и 
размер клеток. Следует отметить, что в зависимости 
от вида клеток используют культуральный пластик  
с покрытием или без него (табл.) [5].

Вторым важным шагом при создании тканеинже-
нерных конструкций из пластов клеток является от-
крепление полученной конструкции от поверхности 
культуральной посуды. На этом этапе должно быть 
обеспечено минимальное воздействие на межкле-
точные контакты и белки внеклеточного матрикса 
для сохранения клетками их свойств. Существует не-
сколько подходов для решения этой задачи, которые 
кратко суммированы в таблице.

Наиболее широко используется для открепления 
клеточных пластов от поверхности обработка рас-
творами протеолитических ферментов (диспазой, 
ACCUTASE™, коллагеназой, трипсином), но с приме-
нением в десятки раз меньших концентраций фер-
мента и времени экспозиции, чем при пассировании 
клеточной культуры (до 5–20 сек.), что позволяет 
предотвратить разрушение межклеточных контактов 

и внеклеточного матрикса. Этот метод хорошо за-
рекомендовал себя для снятия пластов из эпидер-
миса, корнеального эпителия, эпителия слизистой 
оболочки полости рта, представляющих типы клеток 
с хорошо выраженными межклеточными контактами 
и выполняющих барьерные функции, но он приме-
ним и к другим видам клеток [3]. В нашей лабора-
тории кратковременную ферментативную обработку 
используют для открепления пластов ММСК и про-
гениторных клеток сердца животных и человека при 
создании тканеинженерных конструкций [4, 14, 15]. 
В другом исследовании клетки культивировали на 
коллагеновой подложке и снимали клеточный пласт 
путем ее ферментативной деградации [2].

В литературе описаны подходы к получению кле-
точных пластов без этапа ферментативной обработ-
ки тканеинженерной конструкции. H. Akiyama с соавт. 
(2010) предложил применять магнитные катионоак-
тивные липосомы с наночастицами магнетита [16]. 
Липосомы проникают в клетки путем эндоцитоза или 
слияния с клеточной мембраной, насыщая цитоплаз-
му магнетитом. В результате культивирования таких 
клеток на гипоадгезионной посуде в магнитном поле 
были получены 5–10-слойные конструкции, откре-
пление которых происходило при удалении чашек 
из магнитного поля. Ограничением данного метода 
является цитотоксичность наночастиц из-за их взаи-
модействия с белками цитоплазмы.

Для формирования клеточных пластов исполь-
зуют также культивирование клеток на чашках, по-
крытых тонким слоем полимеризованного биораз-
лагаемого фибрина [17]. Такой способ применили 
для создания конструкций из пластов неонатальных 
кардиомиоцитов крысы, которые по мере культи-
вирования секретировали протеазы, разрушающие 
фибрин, что и позволяло легко снимать готовые 
конструкции с помощью резинового скребка. Клетки  
в составе конструкций дифференцировались в зре-
лые сокращающиеся кардиомиоциты, а наложение 
друг на друга нескольких клеточных пластов при-
водило к образованию правильно сформированного 
синцития, который сокращался как in vitro, так и in 
vivo после имплантации подкожно. Покрытые фибри-
ном чашки также использовали для получения кле-
точных пластов и из клеток других типов – ММСК, 
эндотелиальных прогениторных клеток, полученных 
из эмбриональных стволовых клеток (ЭСК), и ске-
летных миобластов [18, 19].

Однако наиболее распространенным методом по-
лучения конструкций из клеточных пластов является 
культивирование клеток на чашках с термочувстви-
тельным покрытием [8, 20–22]. Несомненное его 
достоинство в том, что он не требует ферментативной  

Таблица. Основные подходы для получения тканеинженерных конструкций из пластов клеток 

Условия формирования/открепления клеточного пласта Ссылка

Ферментативная обработка [2, 3]

Использование термочувствительного покрытия (PIPAAm и другие) [6] [7, 8]

Использование магнитных наночастиц и магнитного поля [9]

Использование покрытия с TiO2 и иммобилизованным Arg-Gly-Asp (RGD) пептидом [10]

Изменение рН среды культивирования [11]

Использование полиэлектролитного покрытия [12]

Использование светочувствительного покрытия [13]
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обработки или экзогенного матрикса. С его помощью 
были получены пласты как эпителиальных, так и не 
эпителиальных клеток, в том числе из стволовых кле-
ток (ММСК, ИПСК, ЭСК) и их дифференцированных 
потомков: миоцитов (скелетных, сердечных), гепато-
цитов, β-клеток островков Лангерганса и т.д. Принцип 
метода заключается в том, что культура ведется на 
чашках, дно которых покрыто термочувствитель-
ным полимером – поли-N-изопропилакриламидом 
(polyNIPAM), который при температуре 37°С явля-
ется гидрофобным и не препятствует адгезии и ро-
сту клеток. При понижении температуры ниже 32°С 
polyNIPAM становится гидрофильным и, связывая мо-
лекулы воды, «набухает», вызывая быстрое открепле-
ние клеточного пласта от поверхности под действием 
минимальных механических усилий.

Таким образом, в настоящий момент в руках ис-
следователей имеется достаточный арсенал методов 
получения и снятия клеточных пластов. Однако каж-
дый из методов, имея свои достоинства и недостатки, 
не является универсальным, и для некоторых типов 
клеток условия приходится модифицировать. В част-
ности, в нашей практике, при переходе от ММСК жи-
ровой ткани мыши к ММСК человека мы вынуждены 
были вновь подбирать оптимальную плотность посева 
клеток для быстрого получения клеточных пластов. 
Это было вызвано тем, что размеры ММСК человека 
в несколько раз больше, чем у мелкого грызуна, что 
потребовало модификации протокола с учетом новых 
условий (неопубликованные данные).

Трансплантация клеток в виде конструкций  
из клеточных пластов для лечения  
заболеваний сердца

Трансплантация стволовых/прогениторных клеток 
путем внутрикоронарных или внутримиокардиальных 
инъекций показала хороший уровень безопасности, 
но весьма умеренную эффективность в клинических 
исследованиях у больных с различными заболева-
ниями сердца [23]. Одной из причин недостаточ-
ной эффективности клеточной терапии кардиоло-
гических больных является гибель большей части 
внутримиокардиально введенных клеток в первые 
сутки после трансплантации [1] и аккумуляция не-
значительной части клеток в миокарде при внутри-
коронарном способе введения [24]. Альтернативным 
подходом к клеточной кардиомиопластике может 
быть эпикардиальная трансплантация клеток в виде 
ex vivo сформированных клеточных пластов, в кото-
рых сохраняется микроокружение, обеспечивающее 
жизнеспособность и функциональную активность 
клеток. Для получения тканеинженерных конструк-
ций из пластов клеток для кардиомиопластики ис-
пользовались различные типы как стволовых/проге-
ниторных клеток, так и дифференцированных клеток 
миокарда [25–28].

Первые работы в этой области была нацелены на 
создание сокращающихся «эквивалентов миокарда» 
из эмбриональных или неонатальных кардиомио-
цитов [22, 29]. Было показано, что два клеточных 
пласта, сформированных из эмбриональных карди-
омиоцитов цыпленка, хорошо адгезируют к поверх-
ности миокарда, формируют межклеточные контак-
ты (десмосомы, нексусы), характерные для зрелого 
миокарда, и способны к спонтанному синхронному 
сокращению с распространением волны возбужде-
ния по ее поверхности [29]. Эластичность такой кон-

струкции позволила создать эквивалент трубчатого 
сердца, в котором сила сокращений зависела от сте-
пени растяжения стенки, то есть, действовал закон 
Франка-Старлинга, что говорило о физиологической 
релевантности использованного подхода [30].

При подкожной трансплантации иммунодефицит-
ным мышам многослойной конструкции из пластов, 
образованных неонатальными кардиомиоцитами 
крысы, спонтанные сокращения и васкуляризация 
трансплантата наблюдались уже с 3 сут. и сохраня-
лись на протяжении целого года, а его размер и сила 
сокращения увеличивались по мере роста животно-
го-реципиента [31]. Гистологическое исследование 
трансплантата выявило характерную для ткани серд-
ца структуру из продольно вытянутых кардиомиоци-
тов с хорошо организованным сократительным ап-
паратом и выраженными вставочными дисками, что 
свидетельствовало о хорошей выживаемости карди-
омиоцитов и сохранении ими характерных свойств 
после подкожной трансплантации в виде пластов.

Более того, многослойные клеточные конструк-
ции из неонатальных кардиомиоцитов крысы после 
эпикардиальной имплантации на миокард интегриро-
вались не только на морфологическом, но и на элек-
тромеханическом уровнях, что проявлялось синхро-
низацией сердца-реципиента и пласта уже в течение 
часа после имплантации. Данное наблюдение было 
подтверждено на различных моделях повреждения 
сердца у экспериментальных животных [32, 33].

Однако трансляция этих исследований в клиниче-
скую практику не представлялась возможной, так как 
основной клеточной составляющей таких «эквива-
лентов миокарда» были эмбриональные или неона-
тальные кардиомиоциты. Решением этой проблемы 
может быть использование аутологичных кардио-
миоцитов человека, полученных из индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) [34].  
С применением термочувствительного пластика из 
них были сформированы многослойные конструк-
ции из клеточных пластов, способные к спонтанному 
ритмичному сокращению [35].

Важным аспектом приживления транспланти-
рованных многослойных конструкций является их 
васкуляризация, поэтому следующим шагом в этой 
области стало создание комбинированных конструк-
ций, состоящих из кардиомиоцитов (≈40%), эндо-
телиальных (≈9%) и стромальных клеток сосудов 
(≈51%) [6, 36]. Эпикардиальная имплантация таких 
многослойных конструкций значительно лучше вос-
станавливала систолическую функцию сердца после 
экспериментального инфаркта по сравнению с кон-
струкциями только из кардиомиоцитов. Причем сте-
пень этого восстановления тесно соотносилась с вы-
раженностью васкуляризации как самого клеточного 
пласта, так и подлежащего миокарда, которая была 
обусловлена секрецией клетками имплантата ангио-
генных факторов роста (VEGF, bFGF и др.) Вероятно, 
предложенная комбинация клеток создает условия 
для оптимизации их паракринной проангиогенной 
активности.

Возможность эффективной стимуляции ангиоге-
неза при эпикардиальной имплантации конструкций 
из пластов клеток была продемонстрирована на мо-
делях инфаркта миокарда (ИМ) [37] и дилатаци-
онной кардиомиопатии [28], когда в качестве кле-
ток для формирования конструкций использовали 
ММСК, секретирующие широкий спектр ангиогенных 
факторов роста [38].
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Особое внимание для создания многослойных 
клеточных пластов для кардиомиопластики привле-
кают резидентные стволовые/прогениторные клетки 
сердца (ПКС), которые участвуют как в обновлении 
пула стареющих клеток сердца на протяжении всей 
жизни, так и в восстановлении миокарда после по-
вреждения [39–42]. Сочетание способности ПКС к 
дифференцировке в кардиомиоциты, а также в эн-
дотелиальные и гладкомышечные клетки сосудов 
с паракринными эффектами этих клеток делает их 
особенно привлекательным клеточным материалом 
для получения тканеинженерных конструкций. Эпи-
кардиальная имплантация трех пластов из с-kit+ 
ПКС человека иммунодефицитным мышам с моде-
лью инфаркта миокарда, значительно увеличивала 
площадь жизнеспособного миокарда в зоне некроза, 
стимулировала ангиогенез в периинфарктной зоне, 
оказывала антифибротическое действие, уменьшала 
постинфарктное ремоделирование левого желудоч-
ка и существенно повышала систолическую функ-
цию сердца, причем эффективность трехслойных 
конструкций (состоящих из последовательно нало-
женных друга на друга пластов клеток) значительно 
превышала эффективность однослойных [26]. Эф-
фективность восстановления функции сердца с по-
мощью эпикардиальной имплантации конструкций из 
пластов ПКС могла быть значительно повышена при 
одновременном введении в миокард суспензии эн-
дотелиальных прогениторных клеток, что стимулиро-
вало миграцию c-kit+ ПКС из имплантата в повреж-
денный миокард, усиливало неоваскуляризацию  
и уменьшало развитие фиброзной ткани [7]. Хоро-
шая интеграция в миокард была продемонстрирова-
на и для имплантатов из пластов гетерогенной по-
пуляции Sca-1+ прогениторных клеток сердца, часть 
клеток которой дифференцировалась в зрелые кар-
диомиоциты [43]. За счет секреции широкого набора 
факторов роста и цитокинов, а также растворимой 
формы молекулы адгезии sVCAM-1, имплантаты из 
этих клеток предотвращали гибель кардиомиоцитов 
в зоне повреждения через активацию сигнального 
пути sVCAM-1/VLA4 [43].

Учитывая важную роль паракринной активности 
клеток имплантата в оказываемых ими регенератив-
ных эффектах [44], значительные усилия были на-
правлены на разработку конструкций из клеточных 
пластов, основанных на комбинациях ПКС и различ-
ных типов ММСК, которые благодаря уникальной 
паракринной активности, включающей в том числе и 
секрецию внеклеточных везикул-экзосом, обеспечи-
вали оптимальную выживаемость, васкуляризацию и 
интеграцию эпикардиального имплантата в миокард 
[45, 46]. С этой же целью для создания сердечных 
имплантатов использовали комбинацию ММСК жи-
ровой ткани и скелетных миобластов, которые сохра-
няют жизнеспособность даже при тяжелой гипоксии 
благодаря секреции проангиогенных и антиапоптоти-
ческих факторов [47]. Добавление ММСК жировой 
ткани к скелетным миобластам еще более увеличи-
вало их секреторную активность и в целом секретор-
ную активность всего имплантата, который продуци-
ровал большие количества HGF, VEGF и лептина и 
оказывал более выраженное проангиогенное, анти-
фибротическое действие, лучше предотвращал по-
стинфарктное ремоделирование левого желудочка, 
чем конструкции из одного типа клеток [47]. Поло-
жительное действие ММСК в составе кардиальных 
клеточных имплантатов обусловлено не только их 

способностью секретировать проангиогенные и анти-
апоптотические молекулы, но и их хорошо извест-
ными иммуномодулирующими свойствами, которые 
могут противодействовать воспалительным реакци-
ям и иммунным процессам, играющим важную роль 
в развитии повреждения миокарда при инфаркте и 
последующем ремоделировании левого желудочка 
[48].

Именно из-за паракринных эффектов для полу-
чения конструкций из клеточных пластов исполь-
зуют зрелые адипоциты, способные секретировать 
адипокины и, прежде всего, адипонектин, обладаю-
щий кардиопротективными, противовоспалительны-
ми, антифибротическими и антигипертрофическими 
свойствами [49, 50]. Эпикардиальная имплантация 
конструкций из пластов адипоцитов, полученных 
путем дифференцировки стромально-васкулярной 
фракции клеток жировой ткани мыши, на модели 
инфаркта уменьшала инфильтрацию макрофагами 
зоны повреждения миокарда и снижала содержа-
ние в ней провоспалительных цитокинов (GM-CSF, 
IL-6, G-CSF и MCP-1) [51]. Эти эффекты могли быть 
связаны с секрецией клетками имплантата как ади-
понектина, так и HGF, которые обладают взаимодо-
полняющими противовоспалительными и кардиопро-
тективными эффектами.

Противовоспалительные свойства имплантатов 
из адипоцитов были также продемонстрированы на 
модели миокардита у свиньи [8]. После эпикарди-
альной имплантации такой конструкции в области 
левого желудочка было отмечено уменьшение лей-
коцитарной инфильтрации подлежащего миокарда, 
пролиферации CD4+ T-клеток и макрофагов и увели-
чение количества иммуносупрессивных Foxp3+ регу-
ляторных T-лимфоцитов наряду с восстановлением 
сократительной способности миокарда, уменьшени-
ем гипертрофии сохранившихся кардиомиоцитов и 
процента фиброзной ткани. Особенно важно, что им-
плантат из адипоцитов обладал антиаритмическим 
эффектом.

Таким образом, сегодня имеется достаточно 
большой опыт доклинической апробации тканеин-
женерных конструкций из клеточных пластов для 
лечения заболеваний сердца, который показывает 
рациональность использования комбинированных 
конструкций их пластов клеток различных типов, 
обеспечивающих плейотропные эффекты как за счет 
паракринных влияний клеток (ангиогенный, противо-
воспалительный), так и за счет их способности  
к дифференцировке и структурной интеграции (за-
мещению ткани). Относительная простота получения 
таких конструкций и их эпикардиальной имплантации 
создает хорошие перспективы для перехода к клини-
ческим исследованиям этой технологии.

Конструкции из клеточных пластов для лечения 
сахарного диабета

Причиной сахарного диабета 1 типа (СД 1 типа) 
является гибель β-клеток островков Лангерганса, 
вырабатывающих инсулин, которые, в отличие от 
клеток, вырабатывающих пищеварительные фер-
менты, практически не способны к восстановле-
нию. Заместительная инсулинотерапия способна 
замедлить, но не остановить прогрессирование 
заболевания и развитие поздних осложнений, по-
этому альтернативным подходом для лечения СД 1 
типа может стать трансплантация аутологичных или 



гены & клетки  Том XI, № 3, 2016

ОБЗОРЫ28

аллогенных стволовых/прогениторных клеток для 
стимуляции регенерации пула β-клеток или воспол-
нения их количества. Определенные перспективы 
связывают с использованием тканеинженерных кон-
струкций из клеточных пластов для создания ткане-
вого эквивалента поджелудочной железы. С целью 
сохранения жизнеспособности такого имплантата 
предложены варианты его размещения в местах, 
где исключается прямой контакт с кровью (почечная 
капсула, брюшная полость, сальниковая сумка, под-
кожное пространство), что предотвращает развитие 
иммунного ответа на трансплантированные клетки 
аллогенного материала. Проблемой при получении 
пластов из клеток островков Лангерганса является 
их низкая адгезивность к термочувствительному по-
лимеру, поэтому для них применяют комбинирован-
ное покрытие из polyNIPAM и ламинина-5, который, 
взаимодействуя с α6β1- и α3β1-интегринами, спо-
собен усиливать клеточную адгезию и увеличивать 
выживаемость и секреторную активность клеток 
поджелудочной железы [52, 53]. При подкожной 
трансплантации полученных конструкций мышам со 
стрептозотоцин-индуцированным диабетом было до-
стигнуто поддержание нормогликемии на протяжении 
более чем 100 дней [53]. При этом в ткани транс-
плантата соотношение α- и β-клеток сохранялось 
постоянным, но наблюдалось четкое разграничение 
их локализации: α-клетки были сосредоточены по 
периферии, а ядро трансплантата было образовано 
β-клетками, что совпадает с гистологическим стро-
ением поджелудочной железы и связано с особен-
ностями кровоснабжения и паракринной регуляции 
функции этих типов клеток [54, 55]. Помимо ис-
пользования строго определенных мест при транс-
плантации конструкций из пластов клеток поджелу-
дочной железы, для повышения их выживаемости 
применяют ко-трансплантацию с клетками Сертоли 
[56], выстилающими семенные канальцы млекопи-
тающих и обеспечивающими иммунопротекцию и 
нормальное развитие сперматогенных клеток. Ко-
трансплантации клеток Сертоли и ксенотранспланта-
та из пластов неонатальных клеток поджелудочной 
железы свиньи под кожу передней брюшной стенки 
человека позволила поддерживать продукцию инсу-
лина на протяжении 4 лет, чему способствовала им-
мунопротекция пересаженных клеток поджелудочной 
железы клетками Сертоли [56]. Похожие результаты 
были получены и при использовании комбинирован-
ной конструкции из клеток Сертоли, поджелудочной 
железы и эндотелия [57]. Другой подход, позволяю-
щий избежать ксенотрансплантации, основан на при-
менении β-клеток поджелудочной железы, получен-
ных из эмбриональных стволовых клеток. Используя 
линию CyT49 ЭСК и четырехступенчатый протокол 
дифференцировки, американские исследователи 
получили гетерогенную популяцию эндодермальных 
клеток-предшественников и панкреатических эндо-
криноцитов, которые были чувствительны к уровню 
глюкозы, продуцировали инсулин, глюкагон и экс-
прессировали тканеспецифические маркеры CHGA, 
NKX6-1 и PDX1 [58]. Конструкцию из пластов этих 
клеток имплантировали в жировую ткань придатка 
яичка иммунодефицитной мыши с сахарным диабе-
том, индуцированным стрептозотоцином. Трансплан-
тированные клетки сохраняли жизнеспособность 
на протяжении 4–6 мес. и продуцировали инсулин 
в ответ на повышение уровня глюкозы в крови. Од-
нако, несмотря на способность к неограниченной 

пролиферации, возможность криоконсервации ЭСК  
и отработанные протоколы дифференцировки ЭСК  
в клетки поджелудочной железы, этические пробле-
мы, связанные с получением ЭСК человека, ограни-
чивают клиническое применение полученных из них 
клеточных продуктов.

Конструкции из клеточных пластов  
для восстановления функции печени

Печень человека обладает чрезвычайно высоким 
регенеративным потенциалом, однако его оказыва-
ется недостаточно, чтобы скомпенсировать потерю 
ее функции при массивной хирургической резекции 
и заболеваниях, приводящих к циррозу. Кроме того, 
существует целый ряд наследственных метаболи-
ческих нарушений (болезнь Криглера – Наяра, де-
фицит орнитинтранскарбамилазы, болезнь Гирке и 
др.), приводящих к необратимому поражению пече-
ни. Единственным способом лечения таких больных 
является ортотопическая трансплантация печени, 
однако дефицит донорского материала ограничива-
ет ее широкое применение, делая актуальной раз-
работку тканеинженерных подходов для замещения 
утраченной ткани печени. В этой области определен-
ный интерес представляют и конструкции на основе 
клеточных пластов.

Существенной проблемой при трансплантации 
конструкций из гепатоцитов является высокая чув-
ствительность этих клеток к недостатку кислорода, 
в связи с чем их выживаемость определяется фор-
мированием сосудистой сети около трансплантата. 
Учитывая это, для тестирования на моделях по-
вреждения печени у экспериментальных животных, 
были созданы многослойные клеточные пласты, 
представляющие собой слой гепатоцитов крысы, за-
ключенный между двумя слоями эндотелиоцитов, 
выделенных из сонной артерии коровы. В таком 
окружении гепатоциты до 28 сут. сохраняли функци-
ональную активность (секрецию альбумина и синтез 
мочевины), нормальную форму митохондрий, экс-
прессировали специфичные маркеры (цитохромы, 
глюкозо-6-фосфатазу и пр.), а также формировали 
внутреннюю сеть, похожую на билиарные канальцы 
[59, 60].

Для обеспечения выживаемости и васкуляризации 
трансплантата до момента операции, предлагается 
культивировать пласты гепатоцитов в пространстве 
под кожей, предварительно васкуляризированном  
с помощью введения bFGF. Этот подход позволяет 
добиться сохранения жизнеспособности гепатоцитов 
и их нормального функционирования в течение поч-
ти восьми мес. [61].

Регенерация тканей глаза с помощью конструкций 
из клеточных пластов

Длительные воспалительные заболевания и по-
вреждения глаз вызывают снижение количества 
активных стволовых клеток, нарушение регенера-
тивных процессов и неминуемо приводят к сниже-
нию остроты зрения и слепоте. Для лечения этих 
патологий активно используется реконструктивная 
хирургия, но дефицит донорской ткани глаза и вы-
сокая частота отторжения аллогенных трансплан-
татов ограничивает ее применение, в связи с чем 
внимание было обращено на клеточную терапию и 
в частности, на применение технологии клеточных 
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пластов. Одной из первых работ в данной области 
было исследование японских ученых [62], которое 
описывало подход к восстановлению роговицы на 
основе пластов из эпителиоцитов слизистой поло-
сти рта, полученных от пациентов с двухсторонней 
тотальной недостаточностью лимбальных стволовых 
клеток. Клетки культивировали в течение 2 нед. на 
фидерном слое из фибробластов и получали пласты 
клеток, которые имплантировали на переднюю по-
верхность роговицы бесшовным способом. Имплан-
тат быстро адгезировал, образуя равномерную глад-
кую поверхность, далее отмечалась реэпителизация 
поверхности роговицы, восстановление барьерной 
функции и зрения, а сама конструкция сохраняла 
прозрачность на протяжении не менее 14 мес. [63].

Аналогичное клиническое исследование, выпол-
ненное на 25 пациентах с язвенными дефектами 
роговицы [64], показало эффективное закрытие яз-
венных дефектов и уменьшение выраженности кера-
топатии, а также отсутствие осложнений в течение 
года после трансплантации конструкций из пластов 
аутологичных эпителиоцитов слизистой полости рта.

Технология клеточных пластов была апробирова-
на и для создания конструкций из клеток пигментно-
го эпителия сетчатки. Для повышения стабильности 
сформированных пластов в среду культивирования 
добавляли TGF-b или PDGF, что приводило к форми-
рованию большего числа межклеточных контактов 
и повышению продукции белков внеклеточного ма-
трикса [65].

При пересадке таких конструктов в подсетча-
точное пространство трансплантированные клетки 
хорошо интегрировались в подлежащую ткань и об-
разовывали межклеточные контакты с клетками пиг-
ментного эпителия реципиента. Кроме того, выжи-
ваемость и функциональная интеграция клеточных 
пластов была выше, чем при введении клеточной 
суспензии [66].

Пластика слизистой пищевода с помощью  
клеточных пластов

Стенозы пищевода после проведения гастро-
эктомии, проксимальных резекций желудка пред-
ставляют собой серьезные осложнения, которые 
отражаются на качестве жизни пациентов и зача-
стую требуют бужирования, баллонной дилатации, 
установки временного стента и пр. Актуальными и 
малоизученными остаются проблемы профилактики 
рубцовых стенозов, в частности восстановление сли-
зистой оболочки пищевода, которое способствует 
уменьшению воспалительных и атрофических про-
цессов. В последние годы для этих целей использу-
ется малоинвазивный метод восстановления пище-
вода, основанный на технологии клеточных пластов.  
В экспериментах на собаках [67] было показано, что 
конструкции, полученные из пластов аутологичных 
эпителиоцитов слизистой полости рта, могут с успе-
хом быть применены для закрытия дефектов слизи-
стой пищевода в ходе эндоскопической манипуляции 
и препятствовать в дальнейшем образованию стено-
за. Данный метод лечения успешно прошел клиниче-
ские исследования у пациентов с частичной резекци-
ей пищевода [68, 69]. Закрытие язвенных дефектов 
наблюдалось спустя 3,5 нед. после трансплантации 
клеточной накладки. При этом проведение манипу-
ляции не вызывало развития побочных эффектов, 
включая дисфагию, возникновение стриктур и др.

Восстановление ткани щитовидной железы

Одним из самых распространенных заболеваний 
щитовидной железы у лиц пожилого и старческого 
возраста является гипотиреоз. Причинами его воз-
никновения могут быть воспалительные процессы 
щитовидной железы различной природы (например, 
аутоимунный тиреоидит), дефицит йода в пище (эн-
демический зоб), травмы щитовидной железы, за-
болевания гипофиза (вторичный гипотиреоз) и т.д. 
Основа лечения гипотиреоза у лиц пожилого и стар-
ческого возраста – подбор адекватной дозы тирео-
идных гормонов, необходимой для компенсации на-
рушений метаболизма. Однако такой метод лечения 
не приводит к выздоровлению, а лишь обеспечивает 
функциональную компенсацию щитовидной железы. 
В 2009 г. японскими исследователями предложен 
метод восстановления ткани щитовидной железы 
путем использования конструкций из клеточных пла-
стов, образованных клетками щитовидной железы, 
культивированных на чашках с термочувствительным 
полимером [70]. После тотальной резекции щито-
видной железы у крысы подкожная трансплантация 
таких конструкций вызывала нормализацию уровня 
гормонов T3 и T4 в крови уже через неделю. Гисто-
логические исследования подтвердили формирова-
ние здоровой ткани поджелудочной железы в зоне 
трансплантации. Таким образом, трансплантация 
клеток щитовидной железы в виде клеточных пла-
стов способствовала формированию in vivo гистоло-
гически и функционально полноценной щитовидной 
железы, которая была способна продуцировать гор-
моны T3 и T4 на протяжении 4 недель.

Восстановление суставов с использованием 
технологии клеточных пластов

Из-за плохого кровоснабжения и низкой плотно-
сти клеток суставные хрящи очень плохо регенери-
руют, поэтому при их повреждении крайне редко на-
блюдается спонтанное заживление. Трансплантация 
хондроцитов является одним из наиболее развитых 
направлений клеточной терапии и тканевой инжене-
рии, доказавшей свою эффективность в сравнении  
с другими хирургическими методами. Именно в этой 
области наиболее успешно разрабатывается техно-
логия трансплантации в виде клеточных пластов. 
Серия работ по этой технологии была выполнена 
японскими исследователями, показавшими восста-
новление поверхностных повреждений суставного 
хряща у кролика с помощью трансплантации пласта 
из хондроцитов, приготовленного на термочувстви-
тельных культуральных чашках [71]. Эта технология 
была успешно применена и для репарации глубоких 
дефектов хрящевой поверхности коленных суставов 
у карликовых домашних свиней. Было показано, что 
культивируемые в виде клеточных пластов хондроци-
ты не обладают туморогенностью и при транспланта-
ции в коленный сустав не попадают в другие ткани 
[72, 73], и в 2013 г. были начаты клинические ис-
следования, доказавшие безопасность и эффектив-
ность данной технологии [74]. Технология клеточных 
пластов была недавно использована для создания 
тканеинженерного хряща методом «сэндвича» [75]. 
Для этого были получены лиофилизированные слои 
децеллюляризированного ушного хряща свиньи, на ко-
торые наслаивали слои из хондроцитов новорожден-
ных поросят. «Сэндвич» из 20 слоев культивировали 
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4 нед. и затем имплантировали под кожу иммуноде-
фицитной мыши. Через 12 нед. после имплантации 
формировался зрелый хрящ, что было подтвержде-
но окраской сафронином О, толуидиновым синим и 
антителами к коллагену II типа.

Лечение наследственных энзимопатий  
с помощью технологии клеточных пластов

Для лечения наследственных энзимопатий мо-
жет быть использована трансплантация генетически 
модифицированных клеток, продуцирующих недо-
стающий энзим. В этом плане разработка методов 
трансплантации клеток, обеспечивающих их мак-
симальное выживание и секреторную активность, 
является крайне актуальной. Таким методом может 
быть трансплантация клеточных пластов. Этот метод 
использовался для разработки технологии клеточной 
терапии гемофилии А – наследственного заболева-
ния, сцепленного с Х-хромосомой, для которого ха-
рактерна недостаточность или отсутствие в плазме 
фактора свертываемости крови VIII, продуцируемого 
печенью. Для решения этой проблемы на модели 
гемофилии у мыши была проведена оценка эффек-
тивности подкожной трансплантации пластов из ге-
нетически модифицированных эндотелиальных про-
гениторных клеток, продуцирующих фактор VIII [76]. 
Была продемонстрирована хорошая выживаемость 
трансплантата, поддерживающего эффективную се-
крецию фактора VIII с восстановлением его уровня в 
крови и уменьшением времени кровотечения у жи-
вотных.

Заключение

Технология трансплантации клеток в виде кон-
струкций из сформированных in vitro клеточных пла-
стов может использоваться в различных областях 
регенеративной медицины. Она обеспечивает вы-
сокую выживаемость клеток после трансплантации 
за счет сохранения межклеточных взаимодействий 
и связи с матриксом, синтезированным клетками 
пласта, что способствует успешной интеграции и за-
мещению утраченной или поврежденной ткани с вос-
становлением ее функции. Такие простые конструк-

ции из пласта клеток одного вида могут успешно 
использоваться для лечения повреждений роговицы. 
Совершенствование этой технологии в направлении 
получения васкуляризированных конструкций, сфор-
мированных из нескольких видов клеток, включая 
специализированные клетки, ММСК и клетки со-
судов, а также синтезированного этими клетками 
матрикса, позволяет получить биоинженерный эк-
вивалент ткани для замещения, превышающий по 
толщине перфузионный барьер (100–150 мкм), 
что важно для замещения ткани при поврежде-
нии сердца, печени, поджелудочной железы и т.д. 
Кроме того, подобный эквивалент может служить 
моделью для тестирования лекарственных препа-
ратов или оценки межклеточных взаимодействий. 
Генетическая модификация клеток, из которых 
затем формируют клеточные пласты, позволяет 
адаптировать эту технологию для лечения наслед-
ственных заболеваний, вызываемых недостаточной 
продукцией белков (например, энзимопатий), или 
для локального ускорения регенерации путем повы-
шения продукции клетками факторов, стимулирую-
щих рост сосудов, нервов и пролиферацию клеток. 
Применение аутогенных(в том числе полученных из 
индуцированных плюрипотентных) клеток для фор-
мирования таких конструкций имеет существенные 
преимущества, обусловленные отсутствием опасно-
сти иммунного конфликта. Однако получение такого 
индивидуального продукта достаточно дорого и ис-
ключает масштабное производство, что ограничива-
ет его использование в регенеративной медицине.  
В связи с этим особое внимание привлекает воз-
можность применения аллогенных клеток, в том 
числе и специально модифицированных для исклю-
чения иммунного конфликта. Это позволило бы про-
изводить нужные конструкции из клеточных пластов 
в промышленном масштабе, что значительно бы 
удешевило их и ускорило внедрение этой технологии 
в клиническую практику.
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