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Áèîðåçîðáöèÿ ïîðèñòûõ 3D-ìàòåðèàëîâ íà îñíîâå õèòîçàíà

Ìåòîäîì ëèîôèëèçàöèè ðàñòâîðà õèòîçàíà ïîëó÷åíû 3D-ìàòåðèàëû ñ âûñîêîé ïîðèñòîñòüþ. Èññëå-
äîâàíèå in vivo ìåõàíèçìà è ñêîðîñòè ðåçîðáöèè ïîëó÷åííîãî ìàòåðèàëà â ìûøå÷íîé òêàíè êðûñû ïî-
êàçàëî, ÷òî ïîëíàÿ ðåçîðáöèÿ ïðîèñõîäèò ÷åðåç 12 ìåñ ïîñëå èìïëàíòàöèè æèâîòíîìó, ïðè ýòîì íå íà-
áëþäàåòñÿ îáðàçîâàíèÿ ðóáöîâîé òêàíè, íå èçìåíÿþòñÿ è íå ïîâðåæäàþòñÿ îêðóæàþùèå òêàíè. Ãèñòî-
ëîãè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî îäíîâðåìåííî ñ ðåçîðáöèåé õèòîçàíà ïðîèñõîäèò îáðàçîâàíèå
êîëëàãåíîâûõ âîëîêîí è êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ. Ýòî ïîçâîëÿåò ðåêîìåíäîâàòü ðàçðàáîòàííûé ïîðèñòûé
ìàòåðèàë íà îñíîâå õèòîçàíà â êà÷åñòâå ìàòðèö äëÿ òêàíåâîé èíæåíåðèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: 3D-ïîðèñòûé ìàòåðèàë, õèòîçàí, ðåçîðáöèÿ, ãèñòîëîãè÷åñêèé àíàëèç, êîëëà-
ãåíîâûå âîëîêíà, ñîñóäû, òêàíåâàÿ èíæåíåðèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÏÕÌ — ïîðèñòàÿ õèòîçàíîâàÿ ìàòðèöà.

Èíòåíñèâíîå ðàçâèòèå òêàíåâîé èíæåíåðèè ñòàâèò
çàäà÷è, ðåøåíèå êîòîðûõ íàïðàâëåíî íà ðàçðàáîòêó áèî-
èíæåíåðíûõ ïðåïàðàòîâ, ñîñòîÿùèõ èç ïîëèìåðíîé ìàò-
ðèöû è ñòâîëîâûõ èëè ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê. Òàêîé ïðå-
ïàðàò, ïîìåùåííûé â æèâîé îðãàíèçì, äîëæåí ôóíêöèî-
íàëüíî çàìåíèòü óòðà÷åííûé îðãàí èëè åãî ÷àñòü, íå
âûçûâàÿ àóòîèììóííîãî îòòîðæåíèÿ. Ïðè ñîçäàíèè áèî-
èíæåíåðíûõ ïðåïàðàòîâ ðåøàåòñÿ è ýòè÷åñêàÿ ïðîáëå-
ìà — îòêàç îò èñïîëüçîâàíèÿ äîíîðñêèõ îðãàíîâ, íåîáõî-
äèìûõ äëÿ ñîâðåìåííîé òðàíñïëàíòîëîãèè.

Ìàòåðèàë ìàòðèöû è åå ñòðóêòóðà äîëæíû ñïîñîáñò-
âîâàòü àäãåçèè, ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèàöèè êëåòîê
ðåöèïèåíòà. Ýòî âîçìîæíî, åñëè ìàòðèöà îáëàäàåò íåîá-
õîäèìûì êîìïëåêñîì ñâîéñòâ: áèîñîâìåñòèìîñòüþ, îò-
ñóòñòâèåì öèòîòîêñè÷íîñòè, ïîðèñòîñòüþ, óðîâíåì ïðî÷-
íîñòè è ýëàñòè÷íîñòè, íåîáõîäèìûì äëÿ ìàíèïóëÿöèè
â æèäêèõ ñðåäàõ (Dornish et al., 2001; Gunatillake et al.,
2003; Salgado et al., 2004). Â êà÷åñòâå ìàòåðèàëîâ äëÿ áèî-
ðåçîðáèðóåìûõ ïðåïàðàòîâ èñïîëüçóþò òàêèå ïîëèìåðû,
êàê ïîëèëàêòèä, ïîëèãëèêîëèä, ïîëèêàïðîëàêòîí, ïîëè-
ñàõàðèäû, êîëëàãåí è íåêîòîðûå äðóãèå (Dornish et al.,
2001). Êàæäûé èç íèõ èìååò ñâîè ïðåèìóùåñòâà è íåäî-
ñòàòêè.

Îäíèì èç íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûõ ïîëèìåðîâ, îáëà-
äàþùèõ êîìïëåêñîì íåîáõîäèìûõ ñâîéñòâ, ÿâëÿåòñÿ õè-
òîçàí (Khor et al., 2003; Martinoa et al., 2005; Venkatesan
et al., 2010), ìàêðîìîëåêóëû êîòîðîãî ñîñòîÿò èç ñâÿçàí-
íûõ â ñëó÷àéíîì ïîðÿäêå b-D-ãëþêîçàìèíîâûõ è N-àöå-
òèë-b-D-ãëþêîçàìèíîâûõ çâåíüåâ. Õèòîçàí îáëàäàåò ñïî-
ñîáíîñòüþ ê áèîðåçîðáöèè, àíòèáàêòåðèàëüíîé, àíòèâè-

ðóñíîé è ôóíãèöèäíîé àêòèâíîñòüþ (Rinaudo et al., 1999;
No et al., 2002; Nwe et al., 2009), ÷òî äåëàåò åãî ïåðñïåê-
òèâíûì ìàòåðèàëîì äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â ìåäèöèíå, áèî-
ëîãèè, ôàðìàöåâòèêå è äðóãèõ îáëàñòÿõ. Ñâîéñòâà õè-
òîçàíà ñâÿçàíû ñ åãî õèìè÷åñêîé ñòðóêòóðîé: áîëüøîå
÷èñëî ñâîáîäíûõ àìèíîãðóïï â ìîëåêóëå õèòîçàíà îïðå-
äåëÿåò åãî ñâîéñòâî ñâÿçûâàòü èîíû âîäîðîäà è ïðèîáðå-
òàòü èçáûòî÷íûé ïîëîæèòåëüíûé çàðÿä, ïîýòîìó õèòîçàí
ÿâëÿåòñÿ ïðåêðàñíûì êàòèîíèòîì.

Â îðãàíèçìå ÷åëîâåêà èëè æèâîòíîãî ðàñùåïëåíèå
õèòîçàíà ïðîèñõîäèò äî N-àöåòèë-b-D-ãëþêîçàìèíà è
b-D-ãëþêîçàìèíà (Eide et al., 2012), ÿâëÿþùèõñÿ åñòåñò-
âåííûìè êîìïîíåíòàìè ìåæêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ñèíî-
âèàëüíîé æèäêîñòè è õðÿùåâîé òêàíè è âõîäÿùèõ â ñî-
ñòàâ ãëèêîçàìèíîãëèêàíà — ãèàëóðîíîâîé êèñëîòû. Èç
õèòîçàíà ïîëó÷àþò ïëåíêè, âîëîêíà, à òàêæå ïîðèñòûå
áëî÷íûå îáðàçöû — ãóáêè. Ïðè ýòîì èñïîëüçóþò ìåòîäû
êîàãóëÿöèè ðàñòâîðà ïîëèìåðà â ñðåäå îñàäèòåëÿ, ñóøêè
èëè ñóáëèìàöèè ðàñòâîðèòåëÿ èç òâåðäîé ôàçû è äð. (Ïî-
ïðÿäóõèí è äð., 2011; Yudin et al., 2014; Dobrovolskaya
et al., 2015; Ivan’kova et al., 2016)

Äëÿ ðåøåíèÿ çàäà÷ òêàíåâîé èíæåíåðèè è òðàíñïëàí-
òîëîãèè íåîáõîäèìû òðåõìåðíûå ïîðèñòûå ìàòðèöû —
ïðîîáðàçû êîñòíîé è ïàðåíõèìàòîçíîé òêàíåé. Ïîñëå èì-
ïëàíòàöèè òêàíåèíæåíåðíîãî ïðåïàðàòà â æèâîé îðãà-
íèçì îäíîâðåìåííî âîçíèêàþò äâà ïðîöåññà — êëåòî÷-
íûé, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ ìèãðàöèþ êëåòîê â ìàòðèöó, èõ
ïðîëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöèàöèþ, è ðåçîðáöèÿ ïîëè-
ìåðíîé ìàòðèöû. Óñïåøíîå òêàíåçàìåùåíèå âîçìîæíî
ëèøü ïðè îïðåäåëåííîì ñîîòíîøåíèè ñêîðîñòåé ýòèõ
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ïðîöåññîâ. Ðåçîðáöèÿ ìàòðèöû íå äîëæíà îïåðåæàòü ìèã-
ðàöèþ è ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
äåñòðóêöèÿ ìàòåðèàëà ìàòðèöû ïîä äåéñòâèåì áèîëîãè-
÷åñêîé àêòèâíîé ñðåäû — ñëîæíûé ïðîöåññ, êîòîðûé çà-
âèñèò îò ìíîãèõ ôàêòîðîâ.

Àíàëèç ëèòåðàòóðû ïîêàçàë, ÷òî ñêîðîñòü ðåçîðáöèè
ìàòðèöû çàâèñèò îò ìîëåêóëÿðíîé ìàññû ïîëèìåðà (Glea-
dall et al., 2014), ïîðèñòîñòè ìàòåðèàëà (Bing et al., 2010),
íàëè÷èÿ íàíî÷àñòèö èëè äðóãèõ ïîëèìåðîâ â ìàòåðèàëå
ìàòðèöû (Hong al., 2007). Â ðàáîòå Äîáðîâîëüñêîé ñ ñîàâ-
òîðàìè (Dobrovolskaya et al., 2015) èññëåäîâàíà ðåçîðá-
öèÿ âîëîêîí èç õèòîçàíà â ýíäîìèçèè è ïåðèìèçèè äëèí-
íîé ìûøöû ñïèíû êðûñû è ïîêàçàíî, ÷òî íàëè÷èå äèíà-
ìè÷åñêèõ ìåõàíè÷åñêèõ íàãðóçîê, à òàêæå èíòåíñèâíûå
îáìåííûå ïðîöåññû â ýíäîìèçèè ìûøöû ñóùåñòâåííî
ïîâûøàþò ñêîðîñòü ðåçîðáöèè âîëîêîí èç õèòîçàíà, â òî
âðåìÿ êàê èõ îòñóòñòâèå ñïîñîáñòâóåò èíêàïñóëèðîâàíèþ
âîëîêîííîãî èìïëàíòàòà. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ââèäó
ìíîãîôàêòîðíîñòè ïðîöåññà áèîðåçîðáöèþ ïîëèìåðíîé
ìàòðèöû êðàéíå ñëîæíî ìîäåëèðîâàòü â ýêñïåðèìåíòàõ
in vitro. Ïîýòîìó èññëåäîâàíèå ìåõàíèçìà è êèíåòèêè ðå-
çîðáöèè ïîëèìåðíîé ìàòðèöû in vivo î÷åíü âàæíî äëÿ
óñïåøíîãî ðåøåíèÿ çàäà÷ òêàíåâîé èíæåíåðèè è òðàíñ-
ïëàíòîëîãèè.

Íàìè íå îáíàðóæåíî â ëèòåðàòóðå äàííûõ î ðåçîðá-
öèè ïîðèñòûõ òðåõìåðíûõ ìàòðèö íà îñíîâå õèòîçàíà â
ìûøöå êðûñû. Ïîýòîìó öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿ-
ëîñü èññëåäîâàíèå in vivo ðåçîðáöèè òðåõìåðíûõ ïîðèñ-
òûõ ìàòåðèàëîâ â ìûøå÷íîé òêàíè êðûñû.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï î ë ó ÷ å í è å ì à ò å ð è à ë à. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïîðèñ-
òûõ õèòîçàíîâûõ ìàòðèö (ÏÕÌ) èñïîëüçîâàëè õèòîçàí
ïðîèçâîäñòâà ôèðìû Sigma-Aldrich Corporation (ÑØÀ) ñ
ìîë. ìàññîé 200 êÄà è ñòåïåíüþ äåàöåòèëèðîâàíèÿ 80 %.
Õèòîçàí ðàñòâîðÿëè â 2%-íîì âîäíîì ðàñòâîðå óêñóñíîé
êèñëîòû ïðè ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè íå ìåíåå
120 ìèí, êîíöåíòðàöèÿ ïîëèìåðà â ðàñòâîðå ñîñòàâëÿëà
3 %. Ïîëó÷åííûå ðàñòâîðû ôèëüòðîâàëè, çàòåì óäàëÿëè
âîçäóõ ïðè äàâëåíèè 1 � 105 êPa â òå÷åíèå 3 ÷, äàëåå ðàñ-
òâîðû çàìîðàæèâàëè ïðè –20 °Ñ. Ïîëó÷åííûå îáðàçöû
ëèîôèëèçèðîâàëè ïðè –2 °Ñ è äàâëåíèè 1.6 Pa. Ëèîôèëè-
çàöèþ ðàñòâîðîâ ïðîâîäèëè íà óñòàíîâêå Freeze Dry Sys-
tem (ÑØÀ). Èç ïîëó÷åííûõ áëî÷íûõ çàãîòîâîê òðóá÷à-
òîé ôðåçîé âûðåçàëè öèëèíäðè÷åñêèå îáðàçöû äëèíîé
5 ìì è äèàìåòðîì 1.3 ìì ñ ðàçìåðàìè ïîð îò 10 äî
300 ìêì. Ïîëó÷åííûå îáðàçöû îáðàáàòûâàëè 5%-íûì
ðàñòâîðîì NaOH ñ öåëüþ ïåðåâîäà õèòîçàíà èç âîäîðàñò-
âîðèìîé ñîëåâîé ôîðìû â íå ðàñòâîðèìóþ â âîäå îñíîâ-
íóþ ôîðìó. Çà ñ÷åò îòêðûòîé ïîðèñòîé ñòðóêòóðû ìà-
òåðèàë îáëàäàåò óäåëüíîé ïîâåðõíîñòüþ, ðàâíîé 1 ì2/ã,
âîäîïîãëîùåíèå äîñòèãàåò 3000 %. Ýëåêòðîííî-ìèêðî-
ñêîïè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ îáðàçöîâ ïðîâîäèëè íà ñêàíè-
ðóþùåì ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå Supra 55VP (Carl Zeiss,
Ãåðìàíèÿ) â ðåæèìå ðåãèñòðàöèè âòîðè÷íûõ ýëåêòðîíîâ
ñ ïðåäâàðèòåëüíûì íàíåñåíèåì òîíêîãî ñëîÿ ïëàòèíû.

Ý ê ñ ï å ð è ì å í ò û í à æ è â î ò í û õ. Äëÿ ýêñïåðè-
ìåíòîâ in vivo èñïîëüçîâàëè 35 ñàìöîâ áåëûõ êðûñ Wistar
â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðàâèëàìè ïðîâåäåíèÿ ðàáîò ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ (ïðèíöèïû Åâðî-
ïåéñêîé êîíâåíöèè, Ñòðàñáóðã, 1986 ã., è Õåëüñèíêñêàÿ
äåêëàðàöèÿ Âñåìèðíîé ìåäèöèíñêîé àññîöèàöèè î ãó-
ìàííîì îáðàùåíèè ñ æèâîòíûìè, 1996 ã.). Ìàññà ïîäî-

ïûòíûõ æèâîòíûõ ñîñòàâëÿëà 200—250 ã, âîçðàñò —
6 ìåñ. Äëÿ èçó÷åíèÿ ðåçîðáöèè in vivo õèòîçàíîâûå öè-
ëèíäðè÷åñêèå îáðàçöû ñòåðèëèçîâàëè â 70%-íîì ýòèëî-
âîì ñïèðòå â òå÷åíèå 1 ÷, îòìûâàëè â èçáûòî÷íîì êîëè-
÷åñòâå ñòåðèëüíîãî ôèçèîëîãè÷åñêîãî ðàñòâîðà. Æèâîò-
íûõ îïåðèðîâàëè ïîä îáùåé àíåñòåçèåé (ðàñòâîð Zoletil
100 ïî 0.1 ìë è Rometerum 20 ìã/ìë ïî 0.0125 ìë íà 0.1 êã
ìàññû æèâîòíîãî èíòðàïåðèòîíåàëüíî). Îáðàçöû ïîìå-
ùàëè â áîëüøóþ ïðèâîäÿùóþ ìûøöó áåäðà (musculus ad-
ductor magnus) íà îáåèõ òàçîâûõ êîíå÷íîñòÿõ, çàòåì ïî-
ñëîéíî óøèâàëè ðàíó àòðàâìàòè÷íûìè èãëàìè ñ íèòüþ
Prolen 4-0. Ïîñëå íàëîæåíèÿ íàðóæíîãî øâà êðûñ ñîäåð-
æàëè â èíäèâèäóàëüíûõ êëåòêàõ. Æèâîòíûå ïîëó÷àëè
ñâîáîäíûé äîñòóï ê âîäå è ñòàíäàðòíóþ äèåòó, êîòîðàÿ
âêëþ÷àëà â ñåáÿ êîìáèêîðì ÏÊ 120-1.

Ì î ð ô î ë î ã è ÷ å ñ ê î å è ñ ñ ë å ä î â à í è å. ×åðåç 1, 2,
6, 12, 24, 36 è 48 íåä îáðàçöû ìûøå÷íîé òêàíè ñ ÏÕÌ
ôèêñèðîâàëè â 10%-íîì íåéòðàëüíîì ôîðìàëèíå íà ôîñ-
ôàòíîì áóôåðå (ðÍ 7.4) íå ìåíåå 24 ÷, îáåçâîæèâàëè â ñå-
ðèè ýòàíîëà âîçðàñòàþùåé êîíöåíòðàöèè è çàëèâàëè â
ïàðàôèíîâûå áëîêè ïî ñòàíäàðòíîé ãèñòîëîãè÷åñêîé ìå-
òîäèêå. Ïàðàôèíîâûå ñðåçû òîëùèíîé 5 ìêì, ïîïåðå÷-
íûå ìûøå÷íûì âîëîêíàì è ÏÕÌ, îêðàøèâàëè ãåìàòîê-
ñèëèíîì Êàðàööè è ýîçèíîì (Bio-Optica, Èòàëèÿ). Äëÿ âè-
çóàëèçàöèè ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè èñïîëüçîâàëè ìåòîä
Ìàëëîðè (Bio-Optica, Èòàëèÿ). Ìèêðîñêîïè÷åñêèé àíàëèç
ïðîâîäèëè ïîä ñâåòîâûì ìèêðîñêîïîì Leica DM750
(Ãåðìàíèÿ), èñïîëüçóÿ îêóëÿð 10� è îáúåêòèâ ñ óâåëè÷å-
íèÿìè 4, 10, 40 è 100�. Ôîòîñúåìêó âûïîëíÿëè ñ ïîìî-
ùüþ ôîòîêàìåðû ICC50 (Leica, Ãåðìàíèÿ).

Ìîðôîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ïðåïàðàòîâ ìûøå÷íîé
òêàíè ïðîâîäèëè ñòåðåîëîãè÷åñêèì ìåòîäîì òî÷å÷íîãî
ñ÷åòà, èñïîëüçóÿ òåñò-ñåòêó îêóëÿð-ìèêðîìåòðà ñ 25 òî÷-
êàìè ïðè îêóëÿðå 7�, à òàêæå îáúåêòèâ 40�. Äàííûå ïî-
ëó÷àëè ïðè ðåãèñòðàöèè 1000 òî÷åê, êîòîðûå ïðèíèìàëè
çà 100 %. Èñõîäÿ èç ýòîãî îöåíèâàëè îòíîñèòåëüíûé îáú-
åì, çàíèìàåìûé ëåéêîöèòàìè, ãèãàíòñêèìè ìíîãîÿäåð-
íûìè êëåòêàìè, ôèáðîáëàñòàìè, ñîñóäàìè, êîëëàãåíîì â
ïîðàõ ìàòðèöû è îòíîñèòåëüíûé îáúåì ñòðóêòóð ñîáñò-
âåííî ìàòðèöû. Îáùóþ ïëîùàäü ïîïåðå÷íîãî ñðåçà
ÏÕÌ îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû
Âèäåî Òåñò ïðè èñïîëüçîâàíèè îêóëÿðà 10� è îáúåêòèâà
40�.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó ïîëó÷åííûõ ðå-
çóëüòàòîâ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàòèñòè÷åñêîé
ïðîãðàììû Statistica 7.0 Stat.Soft for Windows. Çíà÷è-
ìîñòü ðàçëè÷èé îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ U-êðèòåðèÿ Ìàí-
íà—Óèòíè. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè çíà÷èìûìè ïðè Ð � 0.05.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íà ðèñ. 1 ïðèâåäåíû ìèêðîôîòîãðàôèè ïîâåðõíîñòè
ïîïåðå÷íîãî ñå÷åíèÿ ìàòåðèàëà íà îñíîâå õèòîçàíà. Âèä-
íî, ÷òî ìàòåðèàë èìååò ïîðèñòóþ ñòðóêòóðó ñ îòêðûòîé
ñèñòåìîé ïîð, êîòîðûå ñîåäèíåíû äðóã ñ äðóãîì è âíåø-
íåé ñðåäîé. Òàêàÿ ñòðóêòóðà ïîçâîëÿåò ïèòàòåëüíûì âå-
ùåñòâàì, ïðîäóêòàì æèçíåäåÿòåëüíîñòè, ðàñòâîðåííûì
ãàçàì ñâîáîäíî öèðêóëèðîâàòü â îáúåìå ìàòðèöû. Ðàçìåð
ïîð è íåçíà÷èòåëüíàÿ èçâèòîñòü êàíàëîâ, ñîåäèíÿþùèõ
ìåæäó ñîáîé ïîðû, ñïîñîáñòâóþò ñâîáîäíîé ìèãðàöèè
êëåòîê.

Íàìè ðàíåå ïîêàçàíî, ÷òî ìàòåðèàëû èç õèòîçàíà íå
îáëàäàþò öèòî- è ãåíîòîêñè÷åñêèì âîçäåéñòâèåì íà êëåò-
êè. Â ïðîâåäåííîì ýêñïåðèìåíòå èñïîëüçîâàëè äåðìàëü-
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íûå ôèáðîáëàñòû ÷åëîâåêà è ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè æèðîâîé òêàíè ÷åëîâåêà (Ïîïðÿäóõèí è äð., 2011).
Ïîñëå îïåðàöèè âñå æèâîòíûå áûëè àêòèâíû, íåãàòèâíî-
ãî âëèÿíèÿ èìïëàíòàöèè ìàòåðèàëîâ íà æèâîòíûõ íå âû-
ÿâëåíî, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâîâàëî îòñóòñòâèå âîñïàëèòåëü-
íûõ ïðîöåññîâ â çîíå èìïëàíòàöèè. Äàëåå ìû ïðèâîäèì
ðåçóëüòàòû ãèñòîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà ÏÕÌ â ðàçíûå ñðî-
êè ïîñëå èìïëàíòàöèè.

× å ð å ç 1 í å ä ï î ñ ë å è ì ï ë à í ò à ö è è âûÿâëåíî
óìåðåííî âûðàæåííîå àñåïòè÷åñêîå âîñïàëåíèå âîêðóã
ìàòðèöû ñ î÷àãàìè ëåéêîöèòàðíîé èíôèëüòðàöèè ñ ïðå-
îáëàäàíèåì ñåãìåíòîÿäåðíûõ êëåòîê. Ìàòðèöà îêðóæåíà
ïîëíîêðîâíûìè ñîñóäàìè, âûÿâëÿþòñÿ ãåìîððàãè÷åñêèå
î÷àãè, âîêðóã èìïëàíòàòà íàáëþäàåòñÿ íåçíà÷èòåëüíûé
îòåê. Ïëîùàäü ïîïåðå÷íîãî ñðåçà ìàòðèöû ñîñòàâëÿåò
8.16 � 105 ìêì2 (ðèñ. 2). Îòíîñèòåëüíûé îáúåì, çàíèìàå-
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Ðèñ. 1. Ìèêðîôîòîãðàôèè ïîïåðå÷íîãî ñðåçà ãóá÷àòûõ öèëèíäðè÷åñêèõ îáðàçöîâ ÏÕÌ ïðè ðàçíîì óâåëè÷åíèè (à, á).

Îòíîñèòåëüíûé îáúåì (%), çàíèìàåìûé
áèîëîãè÷åñêèìè ñòðóêòóðàìè íà ïîïåðå÷íîì ñðåçå

ìàòðèöû, íà ðàçíûõ ñðîêàõ ïîñëå èìïëàíòàöèè

Âðåìÿ,
íåä

Ñîáñòâåííî
ìàòðèöà

Êîëëàãåíîâûå
âîëîêíà

Ñîñóäû Ëåéêîöèòû

1 17.7 0.9 0.1 11.9

2 19.1 3.2 0.5 0.9

6 19.4 3.9à 0.9 1.2

12 24.7 3.4 0.5 1.6

24 24.9 3.7 1.3à 3.9

36 18.7 6.9à, á 0.8 4.6

à, á Ðàçëè÷èÿ ìåæäó ïîêàçàòåëÿìè ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìû ïî ñðàâ-
íåíèþ ñîîòâåòñòâåííî ñ 1-é è 2-é íåä ïîñëå èìïëàíòàöèè (P < 0.05).

Ðèñ. 2. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ïëîùàäè ïîïåðå÷íîãî ñå÷åíèÿ ÏÕÌ (÷åðíûå ñòîëáöû, ìêì2), îòíîñèòåëüíîãî îáúåìà, çàíèìàåìîãî
ãèãàíòñêèìè êëåòêàìè èíîðîäíûõ òåë (ñâåòëûå ñòîëáöû, %) è ôèáðîáëàñòàìè (ïîëîñàòûå ñòîëáöû, %) â òå÷åíèå 1—36 íåä ïî-

ñëå èìïëàíòàöèè ìàòðèöû â ìûøöó êðûñû.

Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — çíà÷åíèÿ ñòàíäàðòíîé îøèáêè. Ðàçíèöà ìåæäó ïîêàçàòåëÿìè ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìà ïðè Ð < 0.05: ïî ñðàâíåíèþ ñ 1-é íåä
(îäíà çâåçäî÷êà), ïî ñðàâíåíèþ ñî 2-é íåä (äâå çâåçäî÷êè) è ïî ñðàâíåíèþ ñ 6-é íåä (òðè çâåçäî÷êè) ïîñëå èìïëàíòàöèè.



ìûé ñòðóêòóðàìè ñîáñòâåííî ìàòðèöû, ñîñòàâëÿåò 17.7 %
(ñì. òàáëèöó). Âîêðóã ÏÕÌ âûÿâëÿþòñÿ ãèãàíòñêèå ìíî-
ãîÿäåðíûå êëåòêè èíîðîäíûõ îáúåêòîâ. Íåêîòîðûå èç
íèõ ïðîíèêàþò â ïåðèôåðè÷åñêèå ïîðû ìàòðèöû, è èõ
îòíîñèòåëüíûé îáúåì ñîñòàâëÿåò 2.8 %. Â åäèíè÷íûõ
ïåðèôåðè÷åñêèõ ïîðàõ íàáëþäàþòñÿ ôèáðîáëàñòû è ïîë-
íîêðîâíûå ñîñóäû (ðèñ. 3, á). Îòíîñèòåëüíûé îáúåì, çà-
íèìàåìûé ôèáðîáëàñòàìè, ñîñòàâëÿåò 1.1 %, îòíîñè-
òåëüíûé îáúåì ñîñóäîâ — 0.1 %. Îòíîñèòåëüíûé îáúåì
êîëëàãåíà â ïåðèôåðè÷åñêèõ ïîðàõ — 0.9 % (ñì. òàáëè-
öó). Â öåíòðàëüíûõ ïîðàõ ÏÕÌ îáíàðóæèâàþòñÿ òîëüêî
ôèáðèí, êëåòî÷íûé äåòðèò è ëåéêîöèòàðíàÿ èíôèëüòðà-
öèÿ ñ ïðåîáëàäàíèåì ñåãìåíòîÿäåðíûõ êëåòîê (ðèñ. 3, à).
Îòíîñèòåëüíûé îáúåì, çàíèìàåìûé ëåéêîöèòàìè â öåíò-
ðàëüíûõ ïîðàõ ìàòðèöû, ðàâåí 11.9 % (ñì. òàáëèöó).

× å ð å ç 2 í å ä ï î ñ ë å è ì ï ë à í ò à ö è è âîêðóã
ÏÕÌ îòìå÷àåòñÿ íåçíà÷èòåëüíîå àñåïòè÷åñêîå âîñïàëå-
íèå, îäíàêî ñîåäèíèòåëüíîòêàííàÿ êàïñóëà íå ôîðìèðó-
åòñÿ, îòåê íå âûÿâëÿåòñÿ. Ïëîùàäü ïîïåðå÷íîãî ñðåçà
ìàòðèöû íåçíà÷èòåëüíî óìåíüøàåòñÿ è ñîñòàâëÿåò
6.88 � 105 ìêì2, ÷òî ñîñòàâëÿåò 84 % îò ïîêàçàòåëÿ ÷åðåç
1 íåä ïîñëå èìïëàíòàöèè (ðèñ. 2). Îòíîñèòåëüíûé îáúåì
ìàòðèöû íå èçìåíÿåòñÿ. Ïîðû ÏÕÌ çàïîëíåíû ãèãàíò-
ñêèìè ìíîãîÿäåðíûìè êëåòêàìè (ðèñ. 3, ã), èõ îòíîñè-
òåëüíûé îáúåì óâåëè÷èâàåòñÿ äî 10.3 %, ÷òî ñîñòàâëÿåò
364 % îò èñõîäíûõ çíà÷åíèé. Â áîëüøèíñòâå îáðàçöîâ
ôîðìèðóþùàÿñÿ ñîåäèíèòåëüíàÿ òêàíü ñ ôèáðîáëàñòàìè
çàïîëíÿåò ïðàêòè÷åñêè âñå ïîðû, â îäíîì ñëó÷àå öåíò-
ðàëüíûå ïîðû îñòàþòñÿ çàïîëíåííûìè ëåéêîöèòàìè
(ðèñ. 3, â). Â íåêîòîðûõ ïîðàõ íàáëþäàþòñÿ ïîëíîêðîâ-
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Ðèñ. 3. Ãèñòîëîãè÷åñêèå ñðåçû ìûøå÷íîé òêàíè êðûñû ÷åðåç 1 (à, á), 2 (â, ã) è 6 (ä, å) íåä ýêñïîçèöèè â íåé ÏÕÌ.

à, â, ä — îá. 10�; á, ã, å — îá. 40�. Îêðàñêà ãàìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì.



íûå ñîñóäû. Îòíîñèòåëüíûé îáúåì êîìïîíåíòîâ ñîåäè-
íèòåëüíîé òêàíè, çàïîëíÿþùåé ÏÕÌ, óâåëè÷èâàåòñÿ è
ñîñòàâëÿåò 5.1 % äëÿ ôèáðîáëàñòîâ, ÷òî çíà÷èìî îòëè÷à-
åòñÿ îò ïîêàçàòåëÿ ÷åðåç 1 íåä ïîñëå èìïëàíòàöèè (ïðè-
ðîñò ñîñòàâëÿåò 475 % îò ïîêàçàòåëÿ ÷åðåç 1 íåä), 0.5 %
äëÿ ñîñóäîâ (400 % îò ïîêàçàòåëÿ ÷åðåç 1 íåä) è 3.2 % äëÿ
êîëëàãåíà (344 % îò ïîêàçàòåëÿ ÷åðåç 1 íåä). Êàê â öåíò-
ðàëüíûõ, òàê è â ïåðèôåðè÷åñêèõ ïîðàõ íàáëþäàþòñÿ
ëåéêîöèòû, â îñíîâíîì ëèìôîöèòû. Îòíîñèòåëüíûé îáú-
åì, çàíèìàåìûé ëåéêîöèòàìè, ñíèæàåòñÿ äî 0.9 %, ÷òî
ñîñòàâëÿåò 7 % îò âåëè÷èíû ïî ñðàâíåíèþ ñ 1-é íåä ïî-
ñëå èìïëàíòàöèè (ñì. òàáëèöó; ðèñ. 2).

× å ð å ç 6 í å ä ï î ñ ë å è ì ï ë à í ò à ö è è âîêðóã
ÏÕÌ ñîåäèíèòåëüíîòêàííàÿ êàïñóëà íå âûÿâëÿåòñÿ
(ðèñ. 3, ä). Ïëîùàäü ïîïåðå÷íîãî ñðåçà ìàòðèöû ïðî-

äîëæàåò íåçíà÷èòåëüíî óìåíüøàòüñÿ è ñîñòàâëÿåò
6.38 � 105 ìêì2 (78 % îò ïîêàçàòåëÿ ïîñëå 1-é íåä èìï-
ëàíòàöèè) (ðèñ. 2). Îòíîñèòåëüíûé îáúåì ñòðóêòóð ñîáñò-
âåííî ìàòðèöû ñîñòàâëÿåò 19.4 %, ÷òî çíà÷èìî íå îòëè÷à-
åòñÿ îò ïîêàçàòåëåé ÷åðåç 1 è 2 íåä ïîñëå èìïëàíòàöèè.
Âñå ïîðû çàïîëíåíû ñîåäèíèòåëüíîé òêàíüþ ñ ôèáðîáëà-
ñòàìè è ãèãàíòñêèìè ìíîãîÿäåðíûìè êëåòêàìè (ðèñ. 3, å).
Âî ìíîãèõ ïîðàõ îïðåäåëÿþòñÿ ïîëíîêðîâíûå ñîñóäû.
Îòìåòèì, ÷òî îòíîñèòåëüíûé îáúåì, çàíèìàåìûé ôèá-
ðîáëàñòàìè, çíà÷èìî ïîâûøàåòñÿ è ñîñòàâëÿåò 4.9 %
(450 % îò çíà÷åíèÿ 1-é íåä ïîñëå èìïëàíòàöèè). Ýòîìó
ñîîòâåòñòâóþò çíà÷èìîå ïîâûøåíèå îòíîñèòåëüíîãî îáú-
åìà êîëëàãåíà — äî 3.9 % (419 % îò óðîâíÿ 1-é íåä) è ïî-
âûøåíèå îòíîñèòåëüíîãî îáúåìà ñîñóäîâ äî 0.9 % (733 %
îò óðîâíÿ 1-é íåä). Íà ýòîì ñðîêå ýêñïåðèìåíòà îòíîñè-
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Ðèñ. 4. Ãèñòîëîãè÷åñêèå ñðåçû ìûøå÷íîé òêàíè ñ ÏÕÌ ÷åðåç 24 (à, á), 36 (â—ä) è 48 (å) íåä ïîñëå èìïëàíòàöèè in vivo.

à, â — îá. 10�; á, ã, å — îá. 40�; ä — îá. 100�. Îêðàñêà ãàìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì.



òåëüíûé îáúåì, çàíèìàåìûé ãèãàíòñêèìè ìíîãîÿäåðíû-
ìè êëåòêàìè, ïîâûøàåòñÿ è çíà÷èìî îòëè÷àåòñÿ îò òàêî-
âûõ ïîêàçàòåëåé ÷åðåç 1 íåä ïîñëå èìïëàíòàöèè. Â ïîðàõ
ìàòðèöû îïðåäåëÿþòñÿ â îñíîâíîì ëèìôîöèòû. Èõ îòíî-
ñèòåëüíûé îáúåì ñîñòàâëÿåò 1.2 % è çíà÷èìî íå îòëè÷à-
åòñÿ îò ïîêàçàòåëÿ 1-é íåä (ñì. òàáëèöó; ðèñ. 2).

× å ð å ç 1 2 í å ä ï î ñ ë å è ì ï ë à í ò à ö è è ïëîùàäü
ïîïåðå÷íîãî ñðåçà ìàòðèöû óìåíüøàåòñÿ è ñîñòàâëÿåò
5.38 �105 ìêì2, ÷òî îòëè÷àåòñÿ îò ïîêàçàòåëÿ 1-é íåä ïî-
ñëå èìïëàíòàöèè (65.9 %) (ðèñ. 2). Ñîåäèíèòåëüíîòêàí-
íîé êàïñóëû âîêðóã èìïëàíòà íåò. Ïîÿâëÿþòñÿ ïðèçíàêè
õðîíè÷åñêîãî ïðîäóêòèâíîãî âîñïàëåíèÿ, íàðÿäó ñ êëåò-
êàìè ìàêðîôàãàëüíî-ãèñòèîöèòàðíîãî ðÿäà âûÿâëÿþòñÿ
ñêîïëåíèÿ ëèìôîöèòîâ. Îòíîñèòåëüíûé îáúåì, çàíèìàå-
ìûé ñòðóêòóðàìè ñîáñòâåííî ìàòðèöû, ñîñòàâëÿåò 24.7 %
è íå èìååò çíà÷èìûõ îòëè÷èé îò ïîêàçàòåëåé âñåõ ïðåä-
øåñòâóþùèõ ñðîêîâ ýêñïåðèìåíòà (139 % îòíîñèòåëüíî
1-é íåä). Âñå ïîðû ìàòðèöû çàïîëíåíû ñîåäèíèòåëüíîé
òêàíüþ. Îòíîñèòåëüíûé îáúåì, çàíèìàåìûé ôèáðîáëà-
ñòàìè, ñîñòàâëÿåò 3.8 % è, êàê è â ïðåäøåñòâóþùèå ñðî-
êè, îòëè÷àåòñÿ îò ïîêàçàòåëÿ ÷åðåç 1 íåä ïîñëå èìïëàíòà-
öèè (355 %). Êîëè÷åñòâî ìíîãîÿäåðíûõ ãèãàíòñêèõ êëå-
òîê ðåçêî ñíèæàåòñÿ, äîñòèãàÿ 2.6 %, è îòëè÷àåòñÿ îò
ïîêàçàòåëåé ÷åðåç 2 è 6 íåä ïîñëå èìïëàíòàöèè. Îòíîñè-
òåëüíûé îáúåì, çàíèìàåìûé êîëëàãåíîâûìè âîëîêíàìè,
ñîñóäàìè è ëåéêîöèòàìè, çíà÷èìî íå èçìåíÿåòñÿ (ñì. òàá-
ëèöó; ðèñ. 2). Îäíàêî ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî ïî ñðàâíåíèþ ñ
ðàííèìè ñðîêàìè ýêñïåðèìåíòà ïðåîáëàäàþò ëèìôîöè-
òû, â íåêîòîðûõ ïîðàõ îíè ôîðìèðóþò íåáîëüøèå ñêîï-
ëåíèÿ.

× å ð å ç 2 4 í å ä ï î ñ ë å è ì ï ë à í ò à ö è è ÏÕÌ ïëî-
ùàäü ïîïåðå÷íîãî ñðåçà ìàòðèöû óìåíüøàåòñÿ è ñîñòàâ-
ëÿåò 2.64�105ìêì2, ÷òî îòëè÷àåòñÿ îò ïîêàçàòåëåé ÷åðåç
1 è 6 íåä ïîñëå èìïëàíòàöèè (óìåíüøåíèå íà 32.3 % îò
ïîêàçàòåëÿ 1-é íåä) (ðèñ. 2). Ñîåäèíèòåëüíîòêàííàÿ êàï-
ñóëà âîêðóã èìïëàíòàòà íå îïðåäåëÿåòñÿ (ðèñ. 4, à), ñî-
õðàíÿþòñÿ ïðèçíàêè õðîíè÷åñêîãî ïðîäóêòèâíîãî âîñïà-
ëåíèÿ. Îòíîñèòåëüíûé îáúåì, çàíèìàåìûé ñòðóêòóðàìè
ñîáñòâåííî ìàòðèöû, íå èçìåíÿåòñÿ. Âî âñåõ ïîðàõ ìàò-
ðèöû íàõîäÿòñÿ ôèáðîáëàñòû è ëåéêîöèòû ñ ïðåîáëàäà-
íèåì ëèìôîöèòîâ, èõ îòíîñèòåëüíûé îáúåì çíà÷èìî íå
èçìåíÿåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ ïîêàçàòåëÿìè íà ðàííèõ ñðî-
êàõ ýêñïåðèìåíòà (ðèñ. 4, á). Îáúåì ìíîãîÿäåðíûõ ãèãàíò-
ñêèõ êëåòîê âîçðàñòàåò äî 5.3 %, îòëè÷àÿñü îò çíà÷åíèé
÷åðåç 6 íåä ïîñëå èìïëàíòàöèè (ïðèðîñò ñîñòàâëÿåò
187 % ïî ñðàâíåíèþ ñ 1-é íåä). Îòíîñèòåëüíûé îáúåì,
çàíèìàåìûé êîëëàãåíîâûìè âîëîêíàìè, òàêæå íå èçìåíÿ-
åòñÿ, â òî âðåìÿ êàê îòíîñèòåëüíûé îáúåì ñîñóäîâ âîçðà-
ñòàåò äî 1.3 %, çíà÷èìî îòëè÷àÿñü îò ïîêàçàòåëåé 1-é íåä
(ñì. òàáëèöó; ðèñ. 2).

× å ð å ç 3 6 í å ä ï î ñ ë å è ì ï ë à í ò à ö è è (ðèñ. 4,
â—ä) ïëîùàäü ïîïåðå÷íîãî ñðåçà ìàòðèöû ïðîäîëæàåò
óìåíüøàòüñÿ è äîñòèãàåò 2.14 � 105ìêì2, ÷òî îòëè÷àåòñÿ
îò ïîêàçàòåëåé ÷åðåç 1 è 6 íåä. Ñîåäèíèòåëüíîòêàííîé
êàïñóëû âîêðóã ÏÕÌ íåò (ðèñ. 4, â, ã). Îòíîñèòåëüíûé
îáúåì, çàíèìàåìûé ñòðóêòóðàìè ñîáñòâåííî ìàòðèöû, íå
èìååò çíà÷èìûõ îòëè÷èé îò ïîêàçàòåëåé ðàííèõ ñðîêîâ
ýêñïåðèìåíòà. Îòíîñèòåëüíûé îáúåì ôèáðîáëàñòîâ è
ìíîãîÿäåðíûõ ãèãàíòñêèõ êëåòîê îñòàåòñÿ íà ïðåæíåì
óðîâíå, à îáúåì êîëëàãåíîâûõ âîëîêîí âîçðàñòàåò äî
6.9 %, îòëè÷àÿñü îò ïîêàçàòåëÿ ÷åðåç 1 è 2 íåä ïîñëå èìï-
ëàíòàöèè (734 % ïî ñðàâíåíèþ ñ 1-é íåä). Îòíîñèòåëü-
íûé îáúåì, çàíèìàåìûé ñîñóäàìè è ëåéêîöèòàìè, çíà÷è-
ìî íå èçìåíÿåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ ðàííèìè ñðîêàìè ýêñ-
ïåðèìåíòà (ñì. òàáëèöó; ðèñ. 2).

× å ð å ç 4 8 í å ä ï î ñ ë å è ì ï ë à í ò à ö è è â ïîëó÷åí-
íûõ îáðàçöàõ òêàíè òîëüêî â 1 èç 5 îáíàðóæåíû ôðàãìåí-
òû ÏÕÌ (ðèñ. 4, å). Ïëîùàäü ïîïåðå÷íîãî ñðåçà ìàòðèöû
óìåíüøàåòñÿ äî 1.71 � 105 ìêì2. Ñîåäèíèòåëüíîòêàííàÿ
êàïñóëà íå âûÿâëÿåòñÿ, âîêðóã ôðàãìåíòîâ âûÿâëÿþòñÿ
ñîáñòâåííî ñòðóêòóðû ìàòðèöû, íå ñâÿçàííûå ìåæäó ñî-
áîé, íàáëþäàþòñÿ ïðèçíàêè õðîíè÷åñêîãî àñåïòè÷åñêîãî
ïðîäóêòèâíîãî âîñïàëåíèÿ. Ôðàãìåíòû ÏÕÌ íåïîñðåä-
ñòâåííî îêðóæåíû ìàêðîôàãàìè è ãèñòèîöèòàìè, çàòåì
èäåò ëèìôîöèòàðíûé âàë, è íà ïåðèôåðèè ðàñïîëàãàþòñÿ
ôèáðîáëàñòû.

Òàêèì îáðàçîì ïîêàçàíî, ÷òî ïîëíàÿ áèîðåçîðáöèÿ
ÏÕÌ â ìûøå÷íîé òêàíè ïðîèñõîäèò ÷åðåç 48 íåä ïîñëå
èìïëàíòàöèè, ïðè ýòîì íåò îáðàçîâàíèÿ ðóáöîâîé òêàíè,
íå âîçíèêàåò èçìåíåíèé è ïîâðåæäåíèé îêðóæàþùèõ
òêàíåé. Â òå÷åíèå âñåãî ñðîêà ýêñïåðèìåíòà ìàòðèöà äå-
ìîíñòðèðîâàëà âûñîêóþ ôîðìîóñòîé÷èâîñòü è ñîõðàíÿëà
ñêâîçíóþ ïîðèñòîñòü, ÷òî ñïîñîáñòâîâàëî ïðîðàñòàíèþ
êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ è ñâîáîäíîé ìèãðàöèè êëåòîê âî
âñåì îáúåìå ìàòðèöû. Ðåçîðáöèÿ ìàòðèöû ïðîèñõîäèëà
ñèíõðîííî ñ çàïîëíåíèåì åå êëåòî÷íûìè ñòðóêòóðàìè.
Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëÿþò ðåêîìåíäîâàòü
ÏÕÌ äëÿ ïîëó÷åíèÿ áèîèíæåíåðíûõ ïðåïàðàòîâ ñ äàëü-
íåéøèì ïðèìåíåíèåì â òêàíåâîé èíæåíåðèè è òðàíñ-
ïëàíòîëîãèè.
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BIORESORPTION OF POROUS 3D-MATERIALS BASED ON CHITOSAN
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3D-materials with high porosity were prepared by the method of lyophilization of chitosan solution. In vivo
investigation of the mechanism and resorption rate of the resulting material in the muscle tissue showed comp-
lete resorption occuring in 12 months after implantation in an animal. The formation of scar tissue was not ob-
served; there was no change and damage of the surrounding tissue. Histological analysis showed that chitosan
resorption occurred simultaneously with the formation of collagen fibers and blood vessels. This allows us to
recommend such porous material based on chitosan as a matrix for tissue engineering.

K e y w o r ds: 3D porous material, chitosan, resorption, histological analysis, collagen fibers, blood ves-
sels, tissue engineering.
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