Влияние наносекундного лазерного скальпеля на 3D культуру ММСК
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Лазерный скальпель широко применяют для манипуляций с единичными клетками, с эмбрионами млекопитающих и в медицинской микрохирургической практике. Однако механизмы репарации тканей после действия лазерного скальпеля полностью не раскрыты. Клеточные сфероиды являются уникальной субтканевой системой, позволяющей изучать поведение клеток в условиях, приближенных к нативным. Целью нашего исследования стало изучение влияния наносекундного лазерного скальпеля на сфероиды из мультипотентных мезенхимных стромальных клеток (ММСК) человека.
ММСК (CD105+, CD90+, CD44+, CD31-, CD34-, CD45-) выделяли из биоптатов подкожной жировой ткани, полученных при пластических операциях с добровольного согласия доноров, по стандартной методике с использованием коллагеназы. Сфероиды получали из клеток 4 пассажа оригинальным методом 3D культивирования на агарозных планшетах «3D Petri Dishes» (Microtissue) в стандартных условиях (370С; 5%СО2). Облучение 7-дневных сфероидов проводили на установке Palm CombiSystem (Zeiss) наносекундным лазерным скальпелем (355нм, 100Гц, длительность импульсов 2нсек, энергия в импульсе до 10мкДж). Последующее прижизненное наблюдение за сфероидами в течение 7сут проводили на приборе Cell-IQ (CM Technologies).
В семидневных сфероидах поверхностный слой состоял из двух-трех слоев вытянутых клеток, экспрессирующих Е-кадгерин, нестин, виментин и ламинин, внутренняя область была представлена округлыми неполярными клетками, экспрессирующими N-кадгерин. Повреждение сфероидов лазерным скальпелем не влияло на их жизнеспособность, окрашивания иодидом пропидия везде кроме краев раны отсутствовало. Повреждение наносили сектором, прорезая половину сфероида, края раны спонтанно раскрывались, через 4мин на 90оС. Через 15мин края раны раскрывались на 130оС, контакты между клетками поверхностного слоя начинали разрушаться, форма самих клеток менялась на округлую. Поверхность раны была представлена округлыми E-кадгерин-, N-кадгерин+ клетками, что подтвердили результаты гистологического и электронномикроскопического исследований. В течение последующих трех суток восстанавливалась структура сфероида, преимущественно за счет клеток внутренней области. К 7сут поврежденные сфероиды полностью репарировали нанесенные лазерным скальпелем раны.
В проведенном исследовании разработана модель повреждения субтканевых систем - сфероидов наносекундным лазерным скальпелем. Впервые детально с 5-10сек интервалом изучена динамика изменения раны в течение 15мин после повреждения, получены данные по изменению фенотипа и морфологии клеток поверхностного слоя в первые часы, проанализирована репарация сфероидов. Созданная модель открывает новые возможности для фундаментальных исследований и создания перспективных технологий в регенеративной медицине.
