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РЕФЕРАТ

Цель. Изучить предпосылки к разработке биоинженерной 
конструкции искусственной роговицы на основе тканевого ма-
трикса из рекомбинантного спидроина путем оценки поведе-
ния на его поверхности плоскостных (2D) и трехмерных (3D) 
клеточных культур.

Материал и методы. Изучали первичные культуры эпите-
лиоидных и стромальных клеток (МСК-Л), полученных из лим-
бальной зоны аутопсированных глаз доноров. Клетки засевали 
на чашки Петри и в лунки 12-луночных культуральных план-
шетов (Corning, США). Для получения сфероидов клетки после 
второго пассажа центрифугировали и высевали на агарозные 
планшеты, затем культивировали в термостатируемой камере 
(Cell-IQ, Chip Man Technologies, Финляндия) в стандартных ус-
ловиях (37о С, 5% СО2). Контроль роста и морфологии клеток 
в планшетах проводили под инвертированным микроскопом 
CKX41 (Olympus, Япония). Для подсчета количества клеток и 
их жизнеспособности использовали автоматический счетчик 
клеток Countess (Invitrogen, США), экспрессию поверхностных 
белков анализировали методом проточной цитофлуориметрии. 
Для заселения матриксов использовали МСК-Л 3 пассажа и 
7-дневные сфероиды из МСК-Л. Оценку роста 2D и 3D клеточ-
ных культур на поверхности пленочных матриксов из рекомби-
нантного спидроина, определение их нетоксичности и адгезив-
ности проводили с использованием иммуногистохимических 
исследований, световой цейтраферной микроскопии (Cell-IQ, 
Chip Man Technologies, Финляндия), лазерной сканирующей 
конфокальной микроскопии (FluoView FV10i, Olympus, Япония) 
и растровой электронной микроскопии (CamScan, Япония).

Результаты. После посева клеток уже через несколь-
ко часов наблюдалось активное их прикрепление к подлож-
ке. Прикрепившиеся клетки имели округлую, овальную или  
полигональную архитектонику. Через сутки наблюдалось по-
явление биполярных вытянутых клеток и островков мигриру-
ющих эпителиоидных клеток. Сфероиды в процессе инкуби-
рования под действием силы тяжести скапливались преиму-
щественно в центральной зоне матрикса, и уже через 2 часа 
отмечалась активная миграция эпителиоподобных клеток  
поверхностной области сфероидов по пленке. Через сутки 
инкубации все выселившиеся на поверхность пленочного ма-
трикса клетки имели мезенхимоподобный фенотип. Сфероиды 
обладали способностью неограниченно сливаться, после чего 
наблюдали формирование новой микроткани с эпителиальны-
ми клетками на поверхности и мезенхимоподобными клетка-
ми в центральной области. Как одиночные сфероиды, так и по-
лученная в результате их слияния микроткань содержали эпи-
телиальный и мезенхимный компоненты, а также регулярно  
организованные фибриллы внеклеточного матрикса.

Выводы. В свете полученных данных, разработка биоин-
женерных клеточно-тканевых конструкций искусственной 
роговицы на основе технологии культивирования клеточных  
сфероидов (3D), получаемых из мультипотентных стволовых 
клеток лимба и спидроинового матрикса, представляется 
перспективной и требующей дальнейшей более углубленной  
разработки.

Ключевые слова: биоинжиниринг, искусственная рогови-
ца, клеточные сфероиды, 2D- и 3D-культивирование, биопли-
мерный матрикс, спидроин. 
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ABSTRACT

Development of bioengineering design of artificial cornea based on tissue matrix made of 

spidroin and cultivated cells of eye limbus zone 
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Purpose. To study prerequisites for a development of artificial 
cornea bioengineered design based on recombinant spidroin tissue 
matrix by behavior evaluation of 2D (planar) and 3D cell (three-
dimensional) cultures on its surface.

Material and methods. We studied epithelioid and stromal 
primary cell cultures (MSC-L) received from the limbal zone of 
post-mortem donor eyes. Cells were seeded on Petri dishes and on 
cavities of cultural trays (Corning, USA). To get spheroid structures 
the cells after the second passage underwent the centrifuge and 
were seeded on agarous trays then were cultivated in thermostatic 
chamber (Cell-IQ, Chip Man Technologies, Finland) under standard 
conditions (37° C, 5% CO2). Control over cell growth and morphology 
in trays was conducted under inverted microscope CKX41 (Olympus, 
Japan). To count the cell quantity and their viability the automatic 
cell counter Countess (Invitrogen, USA) was used, to analyze the 
surface proteins expression the flow cytofluorimetry was applied. 
For matrices colonization we used the 3rd passage MSC-L and 7-day 
spheroids of MSC-L origin. To evaluate 2D and 3D cell cultures 
growth on the surface of membranous matrices of recombinant 
spidroin, to estimate its non-toxicity and adhesiveness the 
immunohistochemistry, light time-lapse microscopy (Cell-IQ, Chip 
Man Technologies, Finland), laser scanning confocal microscopy 
(FluoView FV10i, Olympus, Japan) and raster electronic microscopy 
(CamScan, Japan) were incorporated. 

Results. Few hours after cell seeding there was active cells’ 
attachment to the substrate. Attached cells were characterized 
by rounded, oval or polygonal ordonnance. 24 hours later bipolar 
elongated cells and islets of migrating epithelioid cells appearance 
were observed. In the incubation process under gravity force the 
spheroids were accumulated predominantly in the central zone of 
the matrix, 2 hours later an active migration of spheroids surface 
zone epithelioid cells was registered on the membrane. After 24 
hours of incubation all seeded on the surface of membranous 
matrix cells possessed a mesenchyme-like phenotype. Spheroids 
had an ability to merge limitlessly, later we observed a new 
microtissue formation with epithelioid cells on the surface and 
mesenchyme-like cells in the central area. Both solitary spheroids 
and merger-derived microtissue contained epithelial and 
mesenchymal components as well as regularly organized fibrils 
of extracellular matrix. 

Conclusions. According to aforementioned data the 
development of artificial cornea bioengineered cell-tissue 
constructions based on the technology of 3D cell spheroids 
cultivation derived from multipotent stem cells of the limbus and 
spidroin matrix presents a promising prospect requiring a further 
profound investigation.

Key words: bioengineering, artificial cornea, cell spheroids, 2D 
and 3D cultivation, biopolymer matrix, spidroin. 
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Р
азработки в области создания 

биоинженерных конструкций 

искусственной роговицы явля-

ются одними из самых перспектив-

ных для решения проблемы дефи-

цита донорских роговиц. С этой це-

лью проанализировано достаточ-

но большое количество химически 

синтезированных биополимеров и 

натуральных материалов, исполь-

зуемых для создания тканевых кон-

струкций [13], однако на настоящий 

момент ни один из них не соответ-

ствует в полной мере требованиям, 

предъявляемым к биоинженерным 

матрицам. Материал для создания 

биоинженерных конструкций тка-

невых матриц искусственных ро-

говиц должен обладать прозрач-

ностью, биосовместимостью, био-

инертностью, адгезивностью, за-

данной стабильностью к биодегра-

дации, иметь определенную пори-

стость, высокую прочность на раз-

рыв и эластичность [2]. Только при 

полном соответствии вышеуказан-

ным характеристикам вновь предла-

гаемые материалы могут стать пол-

ноценными кандидатами для раз-

работки современной технологии 

конструирования искусственной 

роговицы. Именно это обуслови-

ло перманентный поиск новых суб-

станций и разработку оптимальных 

условий выращивания на них кле-

ток, полученных из разных источ-

ников [3, 4]. 

В последние годы появились пу-

бликации, в которых анализируются 

матриксы из белка каркасной нити 

паутины – спидроина [1, 6]. Биоин-

женерные конструкции матриксов 

костной, хрящевой, нервной тка-

ней на основе спидроина описаны в 

литературе [5, 7]. Известно, что спи-

дроин обладает хорошими механи-

ческими свойствами, высокой адге-

зивностью, биоинертностью, биосо-

вместимостью, устойчив к услови-

ям внешней среды, абсолютно про-

зрачен, что делает его материалом 
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выбора для создания тканевого ма-

трикса при конструировании искус-

ственных роговиц.

Помимо выбора каркасной био-

полимерной конструкции, суще-

ствует проблема ее заполнения кле-

точными элементами. Так, лимбаль-

ная зона глазного яблока является 

источником стволовых/прогени-

торных эпителиоидных и мезенхи-

мальных клеток роговицы (МСК-Л). 

Однако они, при длительном культи-

вировании в монослое, меняют свой 

фенотип, теряют функциональные 

характеристики и становятся неспо-

собными к заселению трехмерного 

матрикса. В этом плане определен-

ной перспективой обладает ранее 

предложенная нами технология по-

лучения и культивирования 3D-сфе-

роидов из клеток лимбальной зоны 

трупного глаза человека, позволя-

ющая длительно и полноценно со-

хранять фенотип и функциональ-

ные свойства специализированных 

клеток роговицы, и может быть ис-

пользована для создания биоинже-

нерной конструкции искусственной 

роговицы на базе тканевого матрик-

са из спидроина [2]. 

ЦЕЛЬ

Изучить предпосылки к разра-

ботке биоинженерной конструк-

ции искусственной роговицы на ос-

нове тканевого матрикса из реком-

бинантного спидроина путем оцен-

ки поведения 2D и 3D клеточных 

культур, выделенных из лимбаль-

ной зоны глаза человека, при их за-

селении на матричную поверхность. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Первичные культуры эпителио-

идных и стромальных клеток полу-

чали из тканевых сегментов лимба 

трупного глаза человека по методи-

ке, разработанной и описанной ра-

нее [2]. Клетки высевали на пласти-

ковые чашки Петри в концентра-

ции 100000 кл/мл в полной росто-

вой среде DMEM/F12 (1:1, БиолоТ, 

Россия) с добавлением L-глютами-

на (2 мМ/л, ПанЭко, Россия), гента-

мицина (50 мкг/мл, ПанЭко, Россия), 

инсулина-трансферрина-селени-

та (1:100, БиолоТ, Россия), 20 нг/мл 

bFGF (ProSpec, Израиль) и 10%-ной 

эмбриональной сыворотки крови 

коров (HyClone, США). Культивиро-

вание проводили в стандартных ус-

ловиях (37º С, 5% СО
2
), культураль-

ную среду меняли каждые 2-3 дня. 

Контроль роста и морфологии 

клеток осуществляли ежедневно 

под инвертированным микроскопом 

CKX41 (Olympus, Япония). Клетки в 

плотности 100000 кл/мл засевали на 

чашки Петри и в лунки 12-луночных 

культуральных планшетов (Corning, 

США). Прижизненное наблюдение за 

изменением морфологии и поведе-

нием клеток в планшетах, помещен-

ных в специальную термостатируе-
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мую камеру, проводили на приборе 

Cell-IQ (Chip Man Technologies, Фин-

ляндия). Для подсчета количества 

клеток и их жизнеспособности ис-

пользовали автоматический счетчик 

клеток Countess (Invitrogen, США). 

Исследование иммунофенотипа 
культур клеток. С помощью про-

точной цитофлуориметрии анали-

зировали экспрессию следующих 

поверхностных белков: CD34, CD45, 

CD90, CD105, CD14, CD11b, CD19. 

Для проведения анализа культиви-

рованные клетки снимали с чашек 

Петри с использованием растворов 

версена и 0,25%-ного трипсина, цен-

трифугировали (7 мин, g=100 см2/с), 

к полученному осадку добавляли  

700 мкл раствора фосфатно-соле-

вого буфера (рН=7,4) с добавлени-

ем 1%-ной эмбриональной сыво-

ротки крови коров и разливали по 

100 мкл. К каждой пробе согласно 

рекомендованным производителя-

ми протоколам добавляли антите-

ла, конъюгированные с флуорес-

центными метками FITC, PE, PC5 или 

ECD (Beckman Coulter, США) и ин-

кубировали 15 мин при комнатной 

температуре в темноте. После этого 

пробы центрифугировали (5 мин,  

400 g), осадок ресуспендировали 

в 1 мл раствора фосфатно-солево-

го буфера (рН=7,4) с добавлением  

1%-ной эмбриональной сыворот-

ки крови коров и переносили в про-

бирки для проточного цитофлуо-

риметра. Результаты оценивали на 

проточном цитофлуориметре FC500 

(Beckman Coulter, США) с помощью 

программы CXP Software.

Иммуноцитохимическое иссле-
дование. Для фиксации (20 мин,  

4º С) использовали 4%-ный раствор 

параформальдегида (Sigma, США) на 

фосфатно-солевом буфере (рН=7,4). 

Монослой клеток перед окраши-

ванием трижды промывали в рас-

творе фосфатно-солевого буфера 

(рН=7,4). Сфероиды после фиксации 

и отмывки в растворе фосфатно-со-

левого буфера (рН=7,4) переносили 

в водные растворы сахарозы возрас-

тающей концентрации 10, 20 и 30%, в 

каждом инкубируя сутки, заключали 

в матричную среду для криотомии 

Tissue-Tek O.C.T. Compound (Sakura, 

Нидерланды), серию срезов толщи-

ной 10 мкм производили на криото-

ме CM1510S (Leica, Германия). Сре-

зы помещали на предметные стекла 

с положительно заряженной поверх-

ностью SuperFrost PLUS (Menzel, Гер-

мания), перед окрашиванием триж-

ды промывали раствором фосфат-

но-солевого буфера (рН=7,4). Окра-

шивание первичными и вторичными 

антителами осуществляли в услови-

ях влажной камеры при комнатной 

температуре по протоколам, предла-

гаемым производителями. Использо-

вали антитела к нестину (Chemicon, 

Франция), виментину (Sigma, США), 

цитокератину 19 (Abcam, Велико-

британия), фибронектину (Abcam, 

Великобритания), коллагенам I и V 

типов (Abcam, Великобритания), ла-

минину (Abcam, Великобритания), 

кератокану (Thermo Scientific, США) 

и кератансульфату (Thermo Scientific, 

США). Ядра докрашивали флуорес-

центным красителем Hoechst 33258 

(3,2 нмоль/мл, 30 мин).

3D-культивирование клеток лим-
бальной зоны. Для получения сфе-

роидов клетки после второго пас-

сажа снимали с чашек Петри с по-

мощью растворов версена и 0,25%-

ного трипсина, центрифугирова-

ли (7 мин, g=100 см2/с) и высевали в 

концентрации 300000 кл/мл на ага-

розные планшеты (MicrotissuesTM, 

США), помещенные в лунки 12-лу-

ночных культуральных планшетов 

(Corning, США) в полной ростовой 

среде. Культивировали в специаль-

ной термостатируемой камере при-

бора Cell-IQ (Chip Man Technologies, 

Финляндия) в стандартных услови-

ях (37º С, 5% СО
2
).

Заселение матриксов из спидро-
ина сфероидами и суспензиями кле-
ток. Тканевые матриксы были изго-

товлены в виде пленок из 4%-ного 

раствора рекомбинантного спидро-

ина в муравьиной кислоте. Для фор-

мирования пленочных матриксов 

разной толщины использовали рас-

творы спидроина в объемах 200 мкл 

(диаметр пленки – 16 мм, толщина – 

75 мкм) и 300 мкл (диаметр пленки – 

18 мм, толщина – 100 мкм). Пленоч-

ные матриксы без бортиков и с бор-

тиками в виде контактных линз фик-

сировали 96%-ным этиловым спир-

том, промывали в 2-х сменах биди-

стиллированной воды (по 6 часов, 

25º С), затем в полной ростовой сре-

де (24 часа, 25º С). Перед заселением 

матриксы переносили по 1 образцу в 

лунки 12-луночного культурального 

планшета (Corning, США), предвари-

тельно заполнив пространство меж-

ду лунками планшета ростовой сре-

дой для создания влажной камеры и 

предотвращения испарения среды в 

лунках. 

Для заселения матриксов исполь-

зовали МСК-Л 3 пассажа и 7-дневные 
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Рис. 1. Изменение морфологии эпителиоидоцитов в монослойной 2D-культуре. Прижизненная 
цейтраферная съемка (Cell-IQ). Масштабный отрезок 100 мкм

сфероиды из МСК-Л. Клетки снимали 

с подложки с использованием рас-

творов версена и 0,25%-ного трипси-

на, центрифугировали (7 мин, g=100 

см2/с), ресуспендировали, доводили 

концентрацию до 600000 клеток в 

200 мкл среды и помещали на пле-

ночные тканевые матриксы. Сферо-

иды снимали с агарозных планше-

тов полной ростовой средой, пас-

сивно осаждали в центрифужных 

пробирках по 15 мл, ресуспендиро-

вали в 200 мкл той же среды, пере-

носили по 300 единиц на пленочные 

тканевые матриксы. Через 30 мин в 

лунки планшетов с клетками добав-

ляли полную ростовую среду до 1 

мл, накрывали планшеты специаль-

ной крышкой, помещали в термо-

статируемую камеру прибора Cell-IQ 

(Chip Man Technologies, Финляндия) 

и культивировали в стандартных ус-

ловиях (37º С, 5% СО
2
).

Световая цейтраферная ми-
кроскопия. Цейтраферную фото-

регистрацию 2D монослойных и 

3D-культур и сфероидов осущест-

вляли на приборе Cell-IQ (Chip 

Man Technologies, Финляндия) с по-

кадровым интервалом 20 мин в тече-

ние 1-12 суток. Фотоматериалы ана-

лизировали с помощью программ-

ного обеспечения Cell-IQ Analyzer. 

Лазерная сканирующая конфо-
кальная микроскопия. Препара-

ты культур клеток и срезы сферои-

дов после иммуноцитохимическо-

го окрашивания изучали под инвер-

тированным микроскопом CKX41 

(Olympus, Япония) в видимом и уль-

трафиолетовом световых диапазо-

нах, а также с использованием ла-

зерного сканирующего конфокаль-

ного микроскопа FluoView FV10i 

(Olympus, Япония). 

Растровая электронная микро-
скопия. Пленочные матрицы, засе-

ленные суспензией клеток или сфе-

роидами, фиксировали в 2,5%-ном 

растворе глютарового альдегида на 

0,1 М какодилатном буфере (рН=7,3) 

в течение 1 часа, дофиксировали в 

1%-ном водном растворе OsO
4
 в те-

чение 1-2 часов, обезвоживали в 

спиртах восходящей концентрации 

(2 смены по 5 мин в каждой) и аце-

тоне (3 смены по 10 мин в каждой). 

После фиксации и обезвоживания 

препаратов осуществляли высуши-

вание в критической точке, и перед 

сеансом образец напыляли в вакууме 

золотом, получая реплику (отпеча-

ток), повторяющую контуры образ-

ца, которую впоследствии сканиро-

вали с использованием растрового 

электронного микроскопа CamScan 

(Япония). 

Общий расход материалов иссле-
дований. Для получения клеточных 

культур и сфероидов использовали 

48 лимбальных тканевых фрагмен-

тов, выделенных из 12 глаз, аутопси-

рованных у 6 трупов-доноров рого-

виц и полученных из Глазного тка-

невого банка ФГБУ МНТК «Микро-

хирургия глаза» (Москва) согласно 

нормативно-правовым и биоэтиче-

ским требованиям, действующим в 

Российской Федерации и предъяв-

ляемым к подобного рода исследо-

ваниям. Из выделенных МСК-Л по-

лучено, протестировано на пригод-

ность и использовано в экспери-

ментах 24 пластиковых чашки Пе-

три и 6 12-луночных планшетов с 

первичными клеточными суспен-

зиями. В экспериментах со сферои-

дами МСК-Л использовано 120 ага-

розных подложек, размещенных  

в 10 12-луночных культуральных 

планшетах. Для электронной растро-

вой и иммунофлуоресцентной ми-

кроскопии использовали 30 образ-

цов пленочных матриксов из реком-

бинантного спидроина со сфероида-

ми, из них прокультивированных на 

матриксах с диаметром 18 мм и тол-

щиной 100 мкм – 10 образцов, с ди-

аметром 16 мм и толщиной 75 мкм – 

20 образцов. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При создании биоинженерной 

конструкции искусственной ро-

говицы чрезвычайно важную роль 

играют клетки и их характеристи-

ки. С этой целью используют клетки 

эпителия роговицы глаза [12], клет-

ки амниотического эпителия [9, 10], 

мезенхимальные стволовые клетки 

пуповины человека [14], стволовые 

клетки жировой ткани [15]. Учиты-

вая возможность МСК-Л генериро-

вать эпителиальный и стромальный 

слои роговицы, мы выбрали данную 

ткань в качестве основного источни-

ка клеток. 

После посева клеток, выделенных 

из ткани лимба, уже через несколько 

часов наблюдалось активное их при-

крепление к подложке. Все прикре-
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пившиеся клетки имели округлую, 

овальную или полигональную ар-

хитектонику. Через сутки наблюда-

лось появление биполярных вытя-

нутых клеток и островков мигриру-

ющих эпителиоидных клеток. 

Для изолирования островков эпи-

телиоидных клеток первично ис-

пользовали специальные цилиндры 

(«glass cloning cylinders»), которые 

затем переносили на другие чашки 

и продолжали культивировать в пол-

ной ростовой среде. Прижизненное 

наблюдение выделенных таким спо-

собом эпителиоидных клеток по-

казало, что уже через 3-4 суток по-

сле первого пассажа клетки вытя-

гивались, становились биполярны-

ми и приобретали фибробластопо-

добный фенотип (рис. 1). С ростом 

числа пассажей помимо изменения 

архитектоники увеличивалась доля 

клеток, активно экспрессирующих 

маркеры мезенхимальных клеток: 

CD90+, CD105+ и CD29+, что совпада-

ло с ранее полученными результата-

ми [2]. Изменение морфологических 

свойств клеток в сочетании с экс-

прессией маркеров свидетельствует 

о вовлечении клеток в процесс эпи-

телиомезенхимной трансформации. 

По сравнению с эпителиоидоци-

тами МСК-Л отличались хорошей 

пролиферативной активностью, 

стабильностью фенотипа. В культу-

ре МСК-Л ко второму пассажу пре-

обладали мезенхимоподобные клет-

ки, экспрессирующие CD90, CD105, 

альфа-актинин и не экспрессирую-

щие CD45, CD34, CD14, CD19, CD11b. 

При 3D-культивировании как из эпи-

телиоидоцитов, так и из МСК-Л фор-

мировались сфероиды с одинаковы-

ми характеристиками, также опи-

санными нами ранее [2]. Нестабиль-

ность фенотипа эпителиоидоцитов 

в культуре, сложность их выращива-

ния с поддержанием эпителиального 

статуса в необходимых количествах, 

а также возможность МСК-Л подвер-

гаться эпителиомезенхимной транс-

формации обусловили наш выбор в 

пользу последних клеток для прове-

дения последующих экспериментов 

с тканевой конструкцией пленочно-

го матрикса из спидроина.

На рисунке 2 показана динамика 

формирования сфероидов из МСК-Л. 

Как видно из рис. 2, при помещении в 

3D-культуру МСК-Л уже в первые часы 

объединялись в рыхлые агрегаты раз-

мером 150-200 мкм, которые через 

сутки формировали круглые сферо-

иды с гладким поверхностным слоем 

клеток. При дальнейшем культивиро-

вании наблюдалась активная компак-

тизация сфероидов, клеточная масса 

значительно уплотнялась уже к концу 

первых суток до 100-120 мкм в диаме-

тре, а к 7-м суткам их размеры умень-

шались до 70-80 мкм (рис. 2). 
С помощью методов иммуноги-

стохимической и растровой элек-

тронной микроскопии нами ра-

нее уже было показано, что в осно-

ве формирования сфероидов ле-

жит процесс эпителиомезенхимной 

трансформации клеток, при этом 

поверхностные клетки сфероидов 

приобретают эпителиальный фено-

тип [2, 3, 4]. Появление экспрессии 

Е-кадгерина в клетках поверхност-

ной области сфероидов (рис. 3а) до-

полнительно подтвердило эпители-

альные характеристики клеток этой 

области и ведущую роль эпителио-

мезенхимной пластичности в фор-

мировании сфероидов. 

Как видно из рис. 3, практически 

во всех клетках сфероида наблюда-

лась экспрессия Е-кадгерина, а экс-

прессия N-кадгерина сохранялась 

только в мезенхимоподобных клет-

ках центральной области сфероидов 

(рис. 3а). Кроме того, в предыдущих 

исследованиях было показано, что 

поверхностные клетки активно экс-

прессировали нестин и цитокератин 

19, а также важные для роговицы гли-

козаминогликаны – кератокан, кера-

тансульфат и компоненты базальной 

мембраны – ламинин, фибронектин 

и коллаген I типа [2].

Известно, что внеклеточный ма-

трикс в роговице формирует слож-

ный динамичный комплекс ми-

кроокружения клеток, обеспечива-

ет прочность и прозрачность рого-

Рис. 2. Динамика формирования сфероидов МСК-Л в 3D-культуре. Прижизненная цейтраферная 
съемка (Cell-IQ). Диаметр лунок 200 мкм

Рис. 3. Иммуноцитохимическое окрашива-
ние сфероидов из МСК-Л (7 дней 3D-культи-
вирования): а) экспрессия Е-кадгерина (зе-
леный цвет) и N-кадгерина (красный цвет);  
б) экспрессия коллагена I типа (красный цвет). 
Ядра клеток окрашены Hoechst 33258 (синий 
цвет). Сканирующая лазерная конфокальная 
микроскопия. Масштабный отрезок 20 мкм
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Рис. 4. Взаимодействие семидневных сферои-
дов стромальных клеток лимба. 1 час инкубиро-
вания. Слияние нескольких 3D МСК-Л сферо-
идов посредством адгезии поверхностных об-
ластей. Световая микроскопия с фазовым кон-
трастом

Рис. 5. Пленчатый матрикс из рекомбинантно-
го белка спидроина для создания искусствен-
ной роговицы. 

Рис. 6. Динамика заселения пленочного матрикса из спидроина без бортиков 7-дневными сфе-
роидами стромальных клеток лимба. Диаметр матрикса – 18 мм, толщина – 100 мкм, объем рас-
твора спидроина при изготовлении образца – 300 мкл. Цейтраферная съемка методом световой 
микроскопии с фазовым контрастом на приборе Cell-IQ (Chip Man Technologies, Финляндия). Мас-
штабный отрезок равен 100 мкм 

вицы. Прозрачность внеклеточно-

го матрикса роговицы обусловлена 

возникающей в эмбриогенезе регу-

лярной упаковкой фибрилл колла-

генов I, V типов, и, в меньшей степе-

ни, коллагена IV типа [11]. В культи-

вированном нами монослое 2D-куль-

тур МСК-Л экспрессия коллагенов  

I и V типов снижалась, но в 3D-куль-

турах сфероидов экспрессия этих 

белков возрастала, далее наблюда-

лась регулярная, напоминающая та-

ковую в строме роговицы, упаковка 

фибрилл коллагена I типа на грани-

це поверхностной и центральной об-

ластей сформированных сфероидов 

(рис. 3б). 
Сфероиды при объединении не-

скольких в одной лунке агарозно-

го планшета успешно сливались, уже 

через час наблюдалась адгезия по-

верхностных областей сфероидов 

(рис. 4). Позднее небольшие сферо-

иды сливались в один крупный сфе-

роид. В слиянии участвовали все сфе-

роиды, оказавшиеся в одной лунке и 

получившие возможность контак-

тировать между собой в условиях 

3D-культивирования. Результаты по-

казали, что сфероиды обладают спо-

собностью неограниченно сливать-

ся без контактного торможения. По-

сле полного слияния сфероидов на-

блюдалось формирование новой ми-

кроткани с эпителиальными клетка-

ми на поверхности и мезенхимопо-

добными клетками в центральной об-

ласти. Как одиночные сфероиды, так 

и полученная в результате их слия-

ния микроткань содержали эпители-

альный и мезенхимный компоненты, 

регулярно организованные фибрил-

лы внеклеточного матрикса, что под-

тверждает высокую перспективность 

их применения при конструирова-

нии искусственной роговицы.

В настоящее время считается, что 

успех в создании искусственной ро-

говицы во многом зависит от выбран-

ного материала, используемого в каче-

стве матрикса для выращивания кле-

ток in vitro и поддержания их в долж-

ном функциональном состоянии in 

vivo. При выборе тканевых матриксов 

(или субстратов) для конструирова-

ния искусственной роговицы наиболее 

важными являются такие их свойства, 

как прозрачность, прочность, биоло-

гическая толерантность. Также игра-

ет не последнюю роль структура по-

верхности матрикса. Наиболее часто 

с этой целью используют децеллюли-

рованную (очищенную от клеток) ро-

говицу животных [10, 16], фиброино-

вый шелк [5, 6, 12], хитозан-фиброино-

вый комплекс [8, 12]. Эксперименталь-

ные образцы новых материалов на ос-

нове рекомбинантных аналогов при-

родных белков каркасной нити пау-

тины (спидроинов) являются уникаль-

ными разработками биосовместимых, 

биорезорбируемых материалов для ме-

дицины [1, 6]. Спидроины нераствори-

мы в водных растворах, обладают хи-

мической стабильностью в растворах 

слабых кислот и щелочей, обеспечива-

ют адгезию, пролиферацию и жизне-

способность эукариотических клеток. 

Для создания искусственной ро-

говицы мы использовали пленчатые  

матриксы из рекомбинантного спи-

дроина (рис. 5) без бортиков и с бор-

тиками по краям пленочной кон-

струкции в виде контактной лин-

зы, которые заселяли клетками либо 

сфероидами, полученными из МСК-Л 

культур. Как показали результаты при-

жизненного наблюдения под микро-

скопом с цейтраферной фотореги-

страцией, модификации пленочных 
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матриксов с бортиками и без борти-

ков двух заданных диаметров и тол-

щины конструкции не влияли на ди-

намику их заселения сфероидами 

(рис. 6, 7). Поскольку пленочные ма-

триксы имели бортики и форму кон-

тактных линз, то сфероиды в про-

цессе инкубирования под действи-

ем силы тяжести скапливались преи-

мущественно в центральной зоне ма-

трикса. В течение первого часа сфе-

роиды прикреплялись к поверхности 

пленочного матрикса, через 2 часа от-

мечалась активная миграция эпите-

лиоподобных клеток поверхностной 

области сфероидов по пленке, через 

3 часа миграция эпителиоподобных 

клеток по поверхности пленок про-

должалась, а из центральной области 

сфероидов начинали выселяться ме-

зенхимоподобные клетки. При этом 

на концах островков сфероидов на-

блюдались активно мигрирующие ме-

зенхимоподобные биполярные клет-

ки. Через сутки инкубации все высе-

лившиеся на поверхность пленочно-

го матрикса клетки имели мезенхи-

моподобный фенотип (рис. 6г, 7г). 
 Пленочные матриксы при пере-

носе из одной лунки планшета в дру-

гую сохраняли свою целостность, 

что свидетельствовало об их проч-

ности, однако уже через сутки они 

теряли свою прозрачность, но при 

этом не подвергались биодеграда-

ции в течение всего периода экспе-

римента (по крайней мере в течение 

12 суток). Хороший рост клеток на 

поверхности пленочных матриксов 

свидетельствовал об их нетоксично-

сти и адгезивности. 

Исследования методом растровой 

электронной микроскопии заселен-

ных 2D-культурами МСК-Л и 3D-сфе-

роидами матриксов (рис. 8) подтвер-

дили данные световой микроскопии 

и показали, что в первый час клетки 

и сфероиды активно адгезировались 

на поверхности пленок, далее начи-

налась активная миграция эпители-

оподобных клеток. Через 6 часов в 

мигрирующей по поверхности ма-

триксов популяции присутствовали 

как эпителиоподобные, так и мезен-

химоподобные клетки, доля послед-

них стремительно возрастала, и уже 

через сутки поверхность была по-

крыта монослоем мезенхимоподоб-

ных клеток как в 2D МСК-Л культурах 

(рис. 8а), так и в 3D-культурах сферо-

идов (рис. 8г). 

Рис. 7. Динамика заселения пленочного матрикса из спидроина с бортиками 7-дневными сферо-
идами стромальных клеток лимба. Диаметр матрикса – 16 мм, толщина – 75 мкм, объем раствора 
спидроина при изготовлении образца – 200 мкл. Цейтраферная съемка методом световой микро-
скопии с фазовым контрастом на приборе Cell-IQ (Chip Man Technologies, Финляндия). Масштаб-
ный отрезок равен 100 мкм

Рис. 8. Динамика и характер роста клеток и сфероидов на пленочных матриксах из спидроина:  
а) через 24 часа инкубации 2D-культуры МСК-Л; б) через 1 час инкубации 3D-сфероидов; в) через 
6 часов инкубации 3D-сфероидов; г) через 1 сутки инкубации 3D-сфероидов. Растровая электрон-
ная микроскопия. Масштабный отрезок равен 100 мкм
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При создании искусственной 

роговицы важную роль отводится  

сохранению оптических свойств 

биоинженерной конструкции, обе-

спечению и поддержанию ее про-

зрачности на этапах in vitro и in 

vivo. Прозрачность роговицы об-

условлена сочетанием клеточных 

компонентов стромы и упорядо-

ченным регулярным строением вне-

клеточного матрикса. Поэтому сфе-

роиды и получаемые на их основе  

микроткани представляются нам 

наиболее перспективными для соз-

дания биоинженерной конструкции 

полноценно функционирующей ис-

кусственной роговицы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенные исследования пока-

зали, что пленочные матриксы, из-

готовленные из рекомбинантного 

белка спидроина, имеют достаточ-

но высокую прочность и эластич-

ность, отличаются стабильностью  

к биодеградации, хорошими адге-

зивными свойствами и нетоксич-

ны для клеток. Заселенные клетки 

и сфероиды дают хороший рост и 

активно мигрируют на поверхно-

сти матриксов, формируют плот-

ный монослой. Модификации пле-

ночных матриксов с бортиками и  

без бортиков двух заданных диаметров  

(18 и 16 мм) и толщины (100 и  

75 мкм) не влияют на динамику  

их заселения клетками и сферои-

дами. Однако пленочные матриксы  

из спидроина уже через сутки  

нарушают организацию сферои-

дов, смещая эпителио-мезенхим-

ное равновесие в сторону преобла-

дания мезенхимного компонента, 

что впоследствии снижает прозрач-

ность полученной конструкции, в то  

время как слившиеся сфероиды в 

виде микроткани без пленочного  

матрикса длительное время сохра- 

няют в 3D-культуре свою прозрач-

ность. 

Использование 3D-культур сфе-

роидов и полученных на их основе 

микротканей для заселения матрик-

сов имеет значительные преимуще-

ства перед 2D-культурами МСК-Л в 

связи с их строением, балансом со-

ставляющих клеточных компонен-

тов и организацией собственного 

внеклеточного матрикса. 

Разработанная нами технология 

получения сфероидов (от 300 до  

3 млн.) и на их основе микротка-

ней, содержащих эпителиоподоб-

ные и мезенхимоподобные клет-

ки и волокна внеклеточного ма-

трикса с упорядоченной организа-

цией коллагеновых фибрилл, со-

ответствующей структуре стромы  

роговицы, обуслоавливает принци-

пиальную возможность использова-

ния 3D клеточных сфероидов, полу-

ченных из МСК-Л, для создания био-

инженерной конструкции искус-

ственной роговицы. 

По нашему мнению, дальнейшие 

перспективы создания биоинженер-

ных клеточно-тканевых конструк-

ций искусственной роговицы и дру-

гих тканей глаза должны быть свя-

заны с использованием технологии 

3D-культивирования сфероидов, по-

лучаемых из МСК-Л и других проге-

ниторных/стромальных клеток, без 

дополнительных биополимерных 

матриксов или, по крайней мере, 

с использованием биодеградируе-

мых материалов в качестве субстра-

тов для краткосрочного культивиро-

вания сфероидов на этапе in vitro.
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