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Изобретение относится к области медицины,
офтальмологии и биотехнологии. Предложен
способ подготовки клеточных культур в виде
сфероидов для формирования передних слоев
искусственной роговицы, включающий

использование кусочков лимба. Изобретение
может использоваться для конструирования
передних слоев искусственной роговицы с целью
компенсации поврежденных тканей роговицы
глаза. 1 пр.
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(57) Abstract:

FIELD: medicine.
SUBSTANCE: invention relates to field of

medicine, ophthalmology and biotechnology. Claimed
is method of preparing cellular structures in form of
spheroids for formation of front layers of artificial

cornea, which includes application of parts of limbus.
EFFECT: invention can be applied for construction

of front layers of artificial cornea in order to compensate
damaged tissues of eye cornea.
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Изобретение относится к области медицины, в частности к офтальмологии, и может
быть использовано для формирования биоинженерной конструкции передних слоев
искусственной роговицы на основе тканевого матрикса и культивированных клеток
лимбальной зоны глазного яблока.

Разработки в области создания биоинженерныхконструкций искусственнойроговицы
являются одними из самыхперспективных для решения проблемыдефицита донорских
роговиц. Материал для создания биоинженерных конструкций тканевых матриц
искусственных роговиц должен обладать прозрачностью, биосовместимостью,
биоинертностью, адгезивностью, заданной стабильностью к биодеградации, иметь
определенную пористость, высокую прочность на разрыв и эластичность.

Помимо выбора каркасной биополимерной конструкции, существует проблема ее
заполнения клеточными элементами. Лимбальная зона глазного яблока является
источником стволовых/прогениторных эпителиоидных и мезенхимальных клеток
роговицы. Однако они, при длительном культивировании в монослое, меняют свой
фенотип, теряют функциональные характеристики и становятся неспособными к
заселению трехмерного матрикса. В настоящее время клеточные технологии находятся
на этапе перехода на 3D культивирование. Технология культивирования 3D сфероидов
из клеток лимбальной зоны трупного глаза человека позволяет длительно и полноценно
сохранять фенотип ифункциональные свойства специализированных клеток роговицы
и может быть использована для создания биоинженерной конструкции передних слоев
искусственной роговицы на базе тканевого матрикса из спидроина.

Авторам не известны аналоги способов подготовки клеточных культур в виде
сфероидов для формирования передних слоев искусственной роговицы.

Задачей изобретения является способподготовки клеточныхкультур в виде сфероидов
для формирования передних слоев искусственной роговицы, созданной на основе
тканевого матрикса и функционально дифференцированных клеток.

Техническим результатом, достигаемым при использовании изобретения, является
возможность использования технологии 3D культивирования стромальных и
эпителиоидных клеток лимбальной зоны на основе сфероидных технологий для
конструированияпередних слоев искусственнойроговицы, с цельюполнойиличастичной
компенсации поврежденных тканей роговицы.

Технический результат достигается тем, что в способе подготовки клеточных культур
в виде сфероидов для формирования передних слоев искусственной роговицы,
изолированные кусочки лимба переносятся в чашкиПетри диаметром 100 мм в раствор
Хенкса (NaCl 80,0 г/л, KCl 4,0 г/л, MgSO4×7H2O 1,0 г/л, MgCl2×6H2O 1,0 г/л,
Na2HPO4×7H2O0,9 г/л, KH2PO4 0,6 г/л, глюкоза 10,0 г/л, CaCl2 1,4 г/л, феноловый красный
2,0 г/л) с антибиотиками (пенициллин 250000 международных единиц и стрептомицин
200,0 мг), тщательно отмываются, механически измельчаются с помощью ножниц,
ферментативно диссоциируются в 0,25% растворе трипсина, центрифугируются,
высеваются в пластиковые чашки Петри в высокой плотности (100000 клеток/мл) в
полную ростовую среду следующего состава: DMEM 445 мл; F12 445 мл; L-глютамин
1,5 г; пенициллин 250000 международных единиц; стрептомицин 200,0 мг; инсулин-
трансферрин-селенит ×100 10мл; сыворотка крови эмбрионов коров 100мл (из расчета
на 1000 мл раствора), культивируются со сменой среды каждые 2-3 дня, после второго
пассажа клетки снимаются с чашек Петри с помощью растворов версена (натриевая
соль этилендиаминтетрауксусной кислоты) и 0,25%-ного трипсина, центрифугируются,
высеваются в концентрации 300000 клеток/мл на агарозные планшеты, помещенные в
лунки 12-луночныхкультуральныхпланшетов вполнойростовой среде, культивируются
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в термостатируемой камере прибора Cell-IQ (Chip Man Technologies, Финляндия) в
стандартных условиях (37°C, 5% CO2), тканевые матриксы заселяются 7-дневными
сфероидами, сфероиды снимаются с агарозных планшетов полной ростовой средой,
пассивно осаждаются в центрифужных пробирках по 15 мл, ресуспендируются в 200
мкл той же среды, переносятся по 300 единиц на тканевые матриксы, через 30 мин в
лунки планшетов с клетками добавляется полная ростовая среда до 1 мл, накрываются
планшеты специальной крышкой и помещаются в термостатируемую камеру прибора
Cell-IQ (Chip Man Technologies, Финляндия) и культивируются в стандартных условиях
(37°C, 5% CO2).

Изобретение поясняется следующим примером.
Пример
Первичные культуры эпителиоидных и стромальных клеток получали из тканевых

сегментов лимба трупного глаза человека. Изолированные кусочки лимба переносили
в 100 мм чашки Петри в раствор Хенкса (NaCl 80,0 г/л, KCl 4,0 г/л, MgSO4×7H2O 1,0 г/
л, MgCl2×6H2O 1,0 г/л, Na2HPO4×7H2O 0,9 г/л, KH2PO4 0,6 г/л, глюкоза 10,0 г/л, CaCl2
1,4 г/л, феноловыйкрасный 2,0 г/л) с антибиотиками (пенициллин 250000международных
единиц и стрептомицин 200,0 мг), тщательно отмывали, механически измельчали с
помощьюножниц иферментативнодиссоциировали в 0,25%растворе трипсина (ПанЭко,
Россия). После фильтрации клетки центрифугировали (8 мин, g=100 см2/с) и высевали
в пластиковые чашкиПетри в высокойплотности (100000 клеток/мл) в полнуюростовую
среду (на 1000 мл раствора: DMEM 445 мл; F12 445 мл; L-глютамин 1,5 г; пенициллин
250000 международных единиц; стрептомицин 200,0 мг; инсулин-трансферрин-селенит
×100 10мл; сыворотка крови эмбрионов коров (HyClone, США) 100мл).Культивировали
в CO2 - инкубаторе при 5% CO2 и 37°C со сменой среды каждые 2-3 дня, после второго
пассажа снимали с чашек Петри с помощью растворов версена (натриевая соль
этилендиаминтетрауксусной кислоты) и 0,25%-ного трипсина, центрифугировали (7
мин, g=100 см2/с) и высевали в концентрации 300000 клеток/мл на агарозные планшеты
(MicrotissuesTM, США), помещенные в лунки 12-луночных культуральных планшетов
(Corning, США) в полной ростовой среде. Культивировали в термостатируемой камере
прибора Cell-IQ (Chip Man Technologies, Финляндия) в стандартных условиях (37°C, 5%
CO2).

Дляподсчета количества клеток и ихжизнеспособности использовали автоматический
счетчик клеток Countess (Invitrogen, США).

Для заселения тканевыхматриксов использовали 7-дневные сфероиды из стволовых/
прогениторных эпителиоидных и мезенхимальных клеток лимбальной зоны глазного
яблока. Сфероиды снимали с агарозных планшетов полной ростовой средой, пассивно
осаждали в центрифужных пробирках по 15 мл, ресуспендировали в 200 мкл той же
среды, переносили по 300 единиц на тканевыематриксы.Через 30мин в лунки планшетов
с клетками добавляли полную ростовую среду до 1 мл, накрывали планшеты
специальной крышкой, помещали в термостатируемую камеру прибора Cell-IQ (Chip
Man Technologies, Финляндия) и культивировали в стандартных условиях (37°C, 5%
CO2).

Таким образом, предлагаемое изобретение позволяет использовать технологию 3D
культивирования стволовых/прогениторных эпителиоидных имезенхимальных клеток
лимбальной зоны глазного яблока на основе сфероидных технологий для
конструирования передних слоев искусственнойроговицы с цельюполной или частичной
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компенсации поврежденных тканей роговицы.

Формула изобретения
Способподготовки клеточных культур в виде сфероидов дляформирования передних

слоев искусственной роговицы, включающий изолирование кусочков лимба, перенос
в чашкиПетри в растворХенкса с антибиотиками, тщательное отмывание, механическое
измельчение с помощью ножниц, ферментативную диссоциацию в 0,25% растворе
трипсина, центрифугирование, высевание в пластиковые чашки Петри в плотности
100000 клеток/мл в среду, из расчета на 1000 мл раствора, следующего состава: DMEM
445 мл; F12 445 мл; L-глютамин 1,5 г; пенициллин 250000 международных единиц;
стрептомицин 200,0 мг; инсулин-трансферрин-селенит ×100 10 мл; сыворотка крови
эмбрионов коров 100 мл, культивирование со сменой среды каждые 2-3 дня, снятие с
чашек Петри после второго пассажа клеток с помощью растворов версена и 0,25%-
ного трипсина, центрифугирование, высевание в концентрации 300000 клеток/мл на
агарозные планшеты, помещение в лунки 12-луночных культуральных планшетов в
полной ростовой среде, культивирование в термостатируемой камере прибора Cell-IQ
при температуре 37°C и 5%CO2, заселение тканевыхматриксов 7-дневными сфероидами
из стволовых эпителиоидных и мезенхимальных клеток лимбальной зоны глазного
яблока, снятие клеток с подложки с использованием растворов версена и 0,25%-ного
трипсина, центрифугирование, ресуспендирование, доведение до концентрации 600000
клеток в 200 мкл среды и помещение на тканевые матриксы, помещение в
термостатируемую камеру прибора Cell-IQ и культивирование при температуре 37°C
и 5% CO2.
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