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Áèîðåçîðáöèÿ ïîðèñòûõ 3D-ìàòðèö íà îñíîâå êîëëàãåíà â ïå÷åíè è ìûøå÷íîé òêàíè

Ìåòîäîì ëèîôèëèçàöèè ðàñòâîðà êîëëàãåíà ïîëó÷åíû âûñîêîïîðèñòûå 3D-ìàòðèöû öèëèíäðè÷å-
ñêîé ôîðìû (äèàìåòðû 1.3 è 3.0 ìì). Èññëåäîâàíèå in vivo ìåõàíèçìà è ñêîðîñòè ðåçîðáöèè ïîëó÷åííî-
ãî ìàòåðèàëà ïîêàçàëî, ÷òî ïîëíàÿ ðåçîðáöèÿ ìàòðèöû ïðîèñõîäèò ÷åðåç 6 íåä ïîñëå èìïëàíòàöèè æè-
âîòíîìó â òêàíü ïå÷åíè è ÷åðåç 3 íåä ïîñëå èìïëàíòàöèè â ìûøå÷íóþ òêàíü. Ïðè ýòîì íå èçìåíÿþòñÿ è
íå ïîâðåæäàþòñÿ îêðóæàþùèå òêàíè. Ãèñòîëîãè÷åñêèé àíàëèç âûÿâèë, ÷òî îäíîâðåìåííî ñ ðåçîðáöèåé
êîëëàãåíà ìàòðèöû ôîðìèðóþòñÿ ñîåäèíèòåëüíàÿ òêàíü è êðîâåíîñíûå ñîñóäû. Ýòî ïîçâîëÿåò ðåêîìåí-
äîâàòü ðàçðàáîòàííûé ïîðèñòûé ìàòåðèàë íà îñíîâå êîëëàãåíà â êà÷åñòâå ìàòðèö äëÿ òêàíåâîé èíæåíå-
ðèè è êëåòî÷íîé òðàíñïëàíòîëîãèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: 3D-ïîðèñòûé ìàòåðèàë, êîëëàãåí, ðåçîðáöèÿ, òêàíåâàÿ èíæåíåðèÿ, êëåòî÷íàÿ
òðàíñïëàíòîëîãèÿ, ïå÷åíü, ìûøå÷íàÿ òêàíü, ãèñòîëîãè÷åñêèé àíàëèç.

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

Ñîâðåìåííàÿ òêàíåâàÿ èíæåíåðèÿ, ðåãåíåðàòèâíàÿ
ìåäèöèíà è êëåòî÷íàÿ òðàíñïëàíòîëîãèÿ íóæäàþòñÿ â
ìàòåðèàëàõ, âûïîëíÿþùèõ ðîëü êàðêàñîâ, íîñèòåëåé êëå-
òî÷íûõ êóëüòóð è áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ, äëÿ
äàëüíåéøåé èõ èìïëàíòàöèè â æèâîé îðãàíèçì ñ öåëüþ
ðåãåíåðàöèè ïîâðåæäåííûõ îðãàíîâ è òêàíåé è âîññòà-
íîâëåíèÿ óòðà÷åííûõ èìè ôóíêöèé.

Ïðè ýòîì ìàòåðèàëû äîëæíû áûòü áèîñîâìåñòèìû,
íåòîêñè÷íû, èìåòü óðîâåíü ïðî÷íîñòè è ýëàñòè÷íîñòè,
íåîáõîäèìûé äëÿ ìàíèïóëÿöèè ñ íèìè â æèäêèõ ñðåäàõ.
Òàêæå îíè äîëæíû áûòü ñïîñîáíû ê áèîðåçîðáöèè â îð-
ãàíèçìå, ïðè ýòîì ïðîäóêòû áèîðåçîðáöèè íå äîëæíû
îêàçûâàòü ðàçäðàæàþùåãî èëè òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ
(Dornish et al., 2001; Gunatillake et al., 2003; Salgado et al.,
2004; Dobrovolskaya et al., 2015).

Íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûìè â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÿâëÿ-
þòñÿ ìàòåðèàëû íà îñíîâå áèîñîâìåñòèìûõ, áèîðåçîðáè-
ðóåìûõ ïîëèìåðîâ, òàêèõ êàê õèòîçàí, êîëëàãåí, àëüãè-
íàò, ïîëèëàêòèäû, ïîëèãëèêîëèä, ïîëèãèäðîêñèàëêàíîà-
òû è ïîëèãèäðîêñèáóòèðàò (Dornish et al., 2001; Martinoa
et al., 2005; Kohane et al., 2008; Armentano et al., 2010). Èç
ýòèõ ïîëèìåðîâ ïîëó÷àþò ïëåíî÷íûå, òðóá÷àòûå, ãóá÷à-
òûå, âîëîêîííûå è íàíîâîëîêîííûå ìàòðèöû, êîòîðûå
èñïîëüçóþò äëÿ ñîçäàíèÿ áèîèíæåíåðíûõ ïðåïàðàòîâ, çà-
ñåëÿÿ èõ ñòâîëîâûìè èëè ñîìàòè÷åñêèìè êëåòêàìè, ïðî-
ïèòûâàÿ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûìè âåùåñòâàìè (Sachlos et
al., 2003; Ma et al., 2005; Äîáðîâîëüñêàÿ è äð., 2016;
Ivan’kova et al., 2016). Ñêîðîñòü è ìåõàíèçì áèîðåçîðá-

öèè òàêèõ ìàòðèö áóäóò çàâèñåòü îò âèäà è ìîëåêóëÿðíîé
ìàññû ïîëèìåðà, èç êîòîðîãî îíè èçãîòîâëåíû, ðàçìåðîâ,
ãåîìåòðè÷åñêîé ôîðìû, ïîðèñòîñòè ìàòðèöû, à òàêæå îò
ëîêàëèçàöèè â îðãàíèçìå ðåöèïèåíòà (Causa et al., 2007;
Bing et al., 2010; Gleadall et al., 2014; Khan et al., 2015).

Äëÿ ðåøåíèÿ çàäà÷ òêàíåâîé èíæåíåðèè è òðàíñïëàí-
òîëîãèè, â ÷àñòíîñòè, íåîáõîäèìû òðåõìåðíûå ïîðèñòûå
ìàòðèöû — ïðîîáðàçû êîñòíîé òêàíè è òêàíåé ïàðåíõè-
ìàòîçíûõ îðãàíîâ. Ïîñëå èìïëàíòàöèè ïîëó÷åííîãî íà
èõ îñíîâå òêàíåèíæåíåðíîãî ïðåïàðàòà â æèâîé îðãàíèçì
îäíîâðåìåííî íà÷èíàþòñÿ ïðîöåññû äâóõ òèïîâ: êëåòî÷-
íûå ïðîöåññû, âêëþ÷àþùèå â ñåáÿ ìèãðàöèþ êëåòîê â
ìàòðèöó, èõ ïðîëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó, à òàêæå
ðåçîðáöèÿ ïîëèìåðíîé ìàòðèöû. Óñïåøíîå òêàíåçàìåùå-
íèå âîçìîæíî ëèøü ïðè îïðåäåëåííîì ñîîòíîøåíèè ñêî-
ðîñòåé ýòèõ ïðîöåññîâ. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî äåñòðóêöèÿ
ìàòåðèàëà ìàòðèöû ïîä äåéñòâèåì áèîëîãè÷åñêîé àêòèâ-
íîé ñðåäû — ýòî ñëîæíûé, êîìïëåêñíûé ïðîöåññ, êîòî-
ðûé çàâèñèò îò ìíîãèõ ôàêòîðîâ (Whu et al., 2013; Ïîïðÿ-
äóõèí è äð., 2016).

Îäíèì èç íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûõ ïîëèìåðîâ äëÿ
ïîëó÷åíèÿ ìàòðèö ÿâëÿåòñÿ êîëëàãåí (Parenteau-Bareil et
al., 2010). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ îí øèðîêî ïðèìåíÿåòñÿ â
ìåäèöèíå äëÿ èçãîòîâëåíèÿ ãåìîñòàòè÷åñêèõ, ðàíîçàæèâ-
ëÿþùèõ è ïðîòèâîñïàå÷íûõ ïðåïàðàòîâ.

Êîëëàãåí — ýòî ôèáðèëëÿðíûé áåëîê, ñîñòàâëÿþùèé
îñíîâó ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè îðãàíèçìà ÷åëîâåêà, êîòî-
ðûé âõîäèò â ñîñòàâ ñóõîæèëèé, ñâÿçîê, õðÿùåé, êîñòåé,
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äåðìû, à òàêæå äðóãèõ îðãàíîâ è òêàíåé. Â îðãàíèçìå
êîëëàãåí îáåñïå÷èâàåò ïðî÷íîñòü è ýëàñòè÷íîñòü ñîåäè-
íèòåëüíîé òêàíè, îáëàäàåò ñòðóêòóðîîáðàçóþùèìè è
êàðêàñíûìè ñâîéñòâàìè. Ìîëåêóëà êîëëàãåíà ïðåäñòàâ-
ëÿåò ñîáîé ïðàâîçàêðó÷åííóþ ñïèðàëü (òðîïîêîëëàãåí),
ñîñòîÿùóþ èç òðåõ á-öåïåé, îäèí âèòîê ñïèðàëè á-öåïè
ñîäåðæèò 3 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêà, ìîë. ìàññà òàêèõ
ìîëåêóë ìîæåò äîñòèãàòü 300 êÄà, òðîïîêîëëàãåí ÿâëÿåò-
ñÿ ñòðóêòóðíîé åäèíèöåé êîëëàãåíà. Òðîïîêîëëàãåíû â
ñâîþ î÷åðåäü îáúåäèíÿþòñÿ â ôèáðèëëû, ñîåäèíåííûå
ìåæäó ñîáîé â òîì ÷èñëå è êîâàëåíòíûìè ñâÿçÿìè, ÷òî
ñïîñîáñòâóåò ôîðìèðîâàíèþ ñëîæíîóïîðÿäî÷åííîé ñòà-
áèëüíîé ñòðóêòóðû. Â òêàíè êîëëàãåíîâûå ôèáðèëëû,
îáúåäèíåííûå ìåæäó ñîáîé è ñ äðóãèìè ñòðóêòóðíûìè
áåëêàìè, ôîðìèðóþò ïó÷êè — êîëëàãåíîâûå âîëîêíà, êî-
òîðûå èìåþò ñâîè îñîáåííîñòè ñòðóêòóðû è ñîñòàâà â çà-
âèñèìîñòè îò òèïà òêàíè è îðãàíà (Berisio et al., 2002;
Shoulders et al., 2009; Chattopadhyay et al., 2014).

Íà äàííûé ìîìåíò èçâåñòíî 29 òèïîâ êîëëàãåíà, îò-
ëè÷àþùèõñÿ äðóã îò äðóãà àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòå-
ëüíîñòüþ, ñòðóêòóðîé òðîïîêîëëàãåíà è ôèáðèëë. Îäíà-
êî á*îëüøóþ ÷àñòü âñåõ êîëëàãåíîâ â îðãàíèçìå ÷åëîâåêà
ñîñòàâëÿþò êîëëàãåíû I—IV òèïîâ (Parenteau-Bareil et al.,
2010).

Ðàçðóøåíèå êîëëàãåíà â îðãàíèçìå ïðîèñõîäèò ïîä
äåéñòâèåì ôåðìåíòîâ êîëëàãåíàç, êîòîðûå ðàñùåïëÿþò
ïåïòèäíûå ñâÿçè â îïðåäåëåííûõ ó÷àñòêàõ ìîëåêóëû êîë-
ëàãåíà (Ñîëîâüåâà, 1998). Â íîðìå âûðàáîòêà êîëëàãåíàç
óðàâíîâåøåíà âûðàáîòêîé èõ èíãèáèòîðîâ (òêàíåâûõ èí-
ãèáèòîðîâ ìåòàëëîïðîòåàç) (Yamamoto et al., 1994).

Öåëüþ ðàáîòû ÿâëÿëàñü ðàçðàáîòêà ïîðèñòîé òðåõ-
ìåðíîé ìàòðèöû íà îñíîâå êîëëàãåíà äëÿ ðåøåíèÿ çàäà÷
êëåòî÷íîé òðàíñïëàíòîëîãèè è òêàíåâîé èíæåíåðèè. Èñ-
ñëåäîâàíû ñêîðîñòü è ìåõàíèçì áèîðåçîðáöèè ýòîé ìàò-
ðèöû â ìûøå÷íîé òêàíè è òêàíè ïå÷åíè êðûñû, èçó÷åíû
ðåàêöèè îêðóæàþùèõ òêàíåé íà èìïëàíòàöèþ ìàòðèöû, à
òàêæå îòäàëåííûå ïîñëåäñòâèÿ èìïëàíòàöèè è ðåçîðáöèè.

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 êîëëàãåíîâûõ ìàòðèö (ÏÊÌ) èñïîëüçîâàëè êîëëàãåí
èç êîæè òåëÿò (Sigma-Aldrich, ÑØÀ). Êîëëàãåí ðàñòâîðÿ-
ëè â 2%-íîì âîäíîì ðàñòâîðå óêñóñíîé êèñëîòû ïðè ïî-
ñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè íå ìåíåå 120 ìèí, êîíöåíòðà-
öèÿ êîëëàãåíà â ðàñòâîðå ñîñòàâëÿëà 3 %. Ïîëó÷åííûå
ðàñòâîðû ôèëüòðîâàëè, çàòåì óäàëÿëè âîçäóõ ïðè äàâëåíèè
1 · 105 êÏa â òå÷åíèå 3 ÷, äàëåå ðàñòâîðû çàìîðàæèâàëè
ïðè –20 °Ñ. Ïîëó÷åííûå îáðàçöû ëèîôèëèçèðîâàëè ïðè
–2 °Ñ è äàâëåíèè 1.6 Ïa. Ëèîôèëèçàöèþ ðàñòâîðîâ ïðî-
âîäèëè íà óñòàíîâêå Freeze Dry System (ÑØÀ). Èç ïîëó-
÷åííûõ áëî÷íûõ çàãîòîâîê òðóá÷àòîé ôðåçîé âûðåçàëè
öèëèíäðè÷åñêèå îáðàçöû äëèíîé 5 ìì è äèàìåòðàìè 1.3
è 3.0 ìì ñ ðàçìåðàìè ïîð îò 10 äî 200 ìêì. Ïîëó÷åííûå
îáðàçöû ïåðåâîäèëè â íåðàñòâîðèìóþ â âîäíûõ ñðåäàõ ôîð-
ìó ïóòåì âûäåðæèâàíèÿ â ïàðàõ 4%-íîãî ðàñòâîðà ôîð-
ìàëüäåãèäà íà ôîñôàòíîì áóôåðå (ðÍ 7.4) â òå÷åíèå 1 ÷.

Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ îáðàç-
öîâ ïðîâîäèëè íà ñêàíèðóþùåì ýëåêòðîííîì ìèêðîñêî-
ïå Supra 55VP (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) â ðåæèìå ðåãèñòðà-
öèè âòîðè÷íûõ ýëåêòðîíîâ ñ ïðåäâàðèòåëüíûì íàíåñåíè-
åì 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 20 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 êîëëàãåíîâûå öèëèí-
äðè÷åñêèå îáðàçöû, ñòåðèëèçîâàëè â 70%-íîì ýòèëîâîì
ñïèðòå â òå÷åíèå 1 ÷ è îòìûâàëè â èçáûòî÷íîì êîëè÷åñò-
âå ñòåðèëüíîãî ôèçèîëîãè÷åñêîãî ðàñòâîðà. Æèâîòíûõ
îïåðèðîâàëè ïîä îáùåé àíåñòåçèåé (ðàñòâîðû Zoletil
100 — 0.1 ìë è Rometarum 20 ìã/ìë — 0.0125 ìë íà 0.1 êã
ìàññû æèâîòíîãî, èíòðàïåðèòîíåàëüíî). Îáðàçöû äèà-
ìåòðîì 1.3 ìì ïîìåùàëè â áîëüøóþ ïðèâîäÿùóþ ìûø-
öó áåäðà (musculus adductor magnus) íà îáåèõ òàçîâûõ êî-
íå÷íîñòÿõ. Îáðàçöû äèàìåòðîì 3 ìì ïîìåùàëè òåì æå
æèâîòíûì â ëåâóþ áîêîâóþ äîëþ ïå÷åíè, â ïðåäâàðèòå-
ëüíî ïîëó÷åííîå òðóá÷àòîé ôðåçîé íåñêâîçíîå öèëèíä-
ðè÷åñêîå óãëóáëåíèå. Çàòåì ðàíû êîíå÷íîñòåé è ïåðåä-
íþþ áðþøíóþ ñòåíêó ïîñëîéíî óøèâàëè àòðàâìàòè÷å-
ñêèìè èãëàìè ñ íèòüþ Prolen 4-0.

Ïîñëå íàëîæåíèÿ íàðóæíûõ øâîâ êðûñ ñîäåðæàëè â
èíäèâèäóàëüíûõ êëåòêàõ. Æèâîòíûå ïîëó÷àëè ñâîáîä-
íûé äîñòóï ê âîäå è ñòàíäàðòíóþ äèåòó, êîòîðàÿ âêëþ÷à-
ëà â ñåáÿ êîìáèêîðì ÏÊ 120-1.

Ïîñëå îïåðàöèè âñå æèâîòíûå áûëè àêòèâíû, íåãà-
òèâíîãî âëèÿíèÿ èìïëàíòàöèè ìàòåðèàëîâ íà æèâîòíûõ
íå âûÿâëåíî, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâîâàëî îòñóòñòâèå âîñïà-
ëèòåëüíûõ ïðîöåññîâ â çîíå èìïëàíòàöèè.

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,
3, 6 è 20 íåä îáðàçöû ìûøå÷íîé òêàíè ñ ÏÊÌ è ÷åðåç 1,
2, 6 è 20 íåä îáðàçöû ïå÷åíè ñ ÏÊÌ ôèêñèðîâàëè â
10%-íîì íåéòðàëüíîì ôîðìàëèíå íà ôîñôàòíîì áóôåðå
(ðÍ 7.4) íå ìåíåå 24 ÷, îáåçâîæèâàëè â ñåðèè ðàñòâîðîâ
ýòàíîëà âîçðàñòàþùåé êîíöåíòðàöèè è çàêëþ÷àëè â ïàðà-
ôèíîâûå áëîêè ïî ñòàíäàðòíîé ãèñòîëîãè÷åñêîé ìåòîäè-
êå. Ïàðàôèíîâûå ñðåçû òîëùèíîé 5 ìêì, ïîïåðå÷íûå
ìûøå÷íûì âîëîêíàì, è ÏÊÌ, ïîïåðå÷íûå ÏÊÌ â ïå÷å-
íè, ãîòîâèëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîòîìà Accu-Cut SRT 200
(Sakura, ßïîíèÿ), îêðàøèâàëè ãåìàòîêñèëèíîì Ìàéåðà è
ýîçèíîì (Bio-Optica, Èòàëèÿ). Äëÿ âèçóàëèçàöèè ñîåäèíè-
òåëüíîé òêàíè èñïîëüçîâàëè ìåòîä Ìàëëîðè (Bio-Optica,
Èòàëèÿ). Äëÿ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ ìàê-
ðîôàãîâ è ìîíîöèòîâ (êëåòîê ñèñòåìû ìîíîíóêëåàðíûõ
ôàãîöèòîâ) ïðèìåíÿëè ïåðâè÷íûå ìîíîêëîíàëüíûå
ìûøèíûå àíòèòåëà Anti-CD68 (ab 31630) (Abcam, Âå-
ëèêîáðèòàíèÿ) â ðàçâåäåíèè 1 : 1000 ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå, ýêñïîçèöèÿ 1 ÷. Äëÿ âûÿâëåíèÿ ñâÿçàâøèõñÿ
ïåðâè÷íûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè ìóëüòèìåðíóþ áåçáèî-
òèíîâóþ ñèñòåìó äåòåêöèè (D&A, Reveal-Biotin-Free Po-
lyvalent DAB, Spring Bioscience Corporation, ÑØÀ). Ïðå-
ïàðàòû äîêðàøèâàëè ãåìàòîêñèëèíîì Ìàéåðà (Bio-
Optica, Èòàëèÿ). Ìèêðîñêîïè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè íà
ñâåòîâîì ìèêðîñêîïå Leica DM750 (Ãåðìàíèÿ) ñ èñïîëü-
çîâàíèåì îê. 10� è îá. 4, 10, 40 è 100�. Çàïèñü öèôðîâûõ
èçîáðàæåíèé âûïîëíÿëè ñ ïîìîùüþ ôîòîêàìåðû ICC50
(Leica, Ãåðìàíèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íà ðèñ. 1 ïðèâåäåíû ìèêðîôîòîãðàôèè ïîâåðõíîñòè
ïîïåðå÷íîãî ñå÷åíèÿ ÏÊÌ. Âèäíî, ÷òî ìàòåðèàë èìååò
ïîðèñòóþ ñòðóêòóðó ñ îòêðûòîé ñèñòåìîé ïîð, êîòîðûå
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ñîåäèíåíû äðóã ñ äðóãîì è âíåøíåé ñðåäîé. Òàêàÿ ñòðóê-
òóðà ïîçâîëÿåò ïèòàòåëüíûì âåùåñòâàì, ïðîäóêòàì æèç-
íåäåÿòåëüíîñòè è ðàñòâîðåííûì ãàçàì ñâîáîäíî öèðêóëè-
ðîâàòü â îáúåìå ìàòðèöû. Ðàçìåð ïîð è íåçíà÷èòåëüíàÿ
èçâèòîñòü êàíàëîâ, ñîåäèíÿþùèõ ìåæäó ñîáîé ïîðû, ñïî-
ñîáñòâóþò ñâîáîäíîé ìèãðàöèè êëåòîê.

Ðàíåå áûëà ïîêàçàíà ïåðñïåêòèâíîñòü ïðèìåíåíèÿ
3D-ìàòåðèàëîâ ñî ñõîäíîé ñòðóêòóðîé äëÿ òêàíåâîé èí-
æåíåðèè è êëåòî÷íîé òðàíñïëàíòîëîãèè (Cheung et al.,
2007; Dhandayuthapani et al., 2011; Ïîïðÿäóõèí è äð.,
2016).

Ã è ñ ò î ë î ã è ÷ å ñ ê î å è ñ ñ ë å ä î â à í è å Ï Ê Ì ÷ å -
ð å ç 1 í å ä ý ê ñ ï î ç è ö è è. Íà ðèñ. 2, à ïîêàçàíà ïå÷åíü ñ
èìïëàíòèðîâàííîé â íåå ÏÊÌ ÷åðåç 1 íåä ýêñïîçèöèè,
ìàòðèöà ïîëíîñòüþ ïîãðóæåíà â òêàíè, ñíàðóæè ïîêðûòà
òîíêèì ñëîåì ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè. Öâåò, ôîðìà è ðàç-
ìåðû ïå÷åíè íå èçìåíåíû.

Ãèñòîëîãè÷åñêîå èññëåäîâàíèå âûÿâèëî óìåðåííî
âûðàæåííîå àñåïòè÷åñêîå âîñïàëåíèå âîêðóã ÏÊÌ. Íà
ïîïåðå÷íîì ñðåçå ìàòðèöà èìååò îêðóãëóþ ôîðìó
(ðèñ. 2, á). Âîêðóã ìàòðèöû ôîðìèðóåòñÿ ñîåäèíèòåëü-
íîòêàííàÿ êàïñóëà ñ íåáîëüøèì êîëè÷åñòâîì òîíêèõ êîë-
ëàãåíîâûõ âîëîêîí (ðèñ. 2, â). Â ñîåäèíèòåëüíîòêàííîé
êàïñóëå ïðåîáëàäàþò CD68+-êëåòêè, îïðåäåëÿåòñÿ íåáî-
ëüøîå êîëè÷åñòâî ôèáðîáëàñòîâ è ãèãàíòñêèõ ìíîãîÿäåð-
íûõ êëåòîê èíîðîäíûõ òåë (ðèñ. 2, ã). Ïåðèôåðè÷åñêèå
ÿ÷åéêè ìàòðèöû ïîëíîñòüþ çàïîëíåíû ìíîãî÷èñëåííû-
ìè CD68+-êëåòêàìè è åäèíè÷íûìè ãèãàíòñêèìè ìíîãî-
ÿäåðíûìè êëåòêàìè èíîðîäíûõ òåë (ðèñ. 2, ä, å). Öåíò-
ðàëüíûå ÿ÷åéêè ìàòðèöû ñîäåðæàò êëåòî÷íûé äåòðèò,
ýðèòðîöèòû è åäèíè÷íûå CD68+-êëåòêè. Â ãåïàòîöèòàõ,
îêðóæàþùèõ ìàòðèöó, ïðèçíàêîâ âîñïàëèòåëüíîé ðåàê-
öèè è äèñòðîôè÷åñêèõ èçìåíåíèé íå íàáëþäàåòñÿ.

Ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç ÏÊÌ â ìûøöàõ ÷åðåç 1 íåä
ïîñëå èìïëàíòàöèè ïîêàçàë, ÷òî íà ïîïåðå÷íîì ñðåçå
ìàòðèöà èìååò îêðóãëóþ ôîðìó è îêðóæåíà òîíêîé ñîå-
äèíèòåëüíîòêàííîé êàïñóëîé, â êîòîðîé ïðåîáëàäàþò
CD68+-êëåòêè, âñòðå÷àþòñÿ åäèíè÷íûå ãèãàíòñêèå ìíî-
ãîÿäåðíûå êëåòêè èíîðîäíûõ òåë è åäèíè÷íûå ôèáðîáëà-
ñòû. Â ïåðèôåðè÷åñêèõ è öåíòðàëüíûõ ÿ÷åéêàõ ìàòðèöû
íàõîäÿòñÿ CD68+-êëåòêè. Ïðèçíàêîâ âîñïàëèòåëüíîé ðå-
àêöèè âîêðóã ÏÊÌ íå âûÿâëÿåòñÿ (ðèñ. 3, à, á).

Ã è ñ ò î ë î ã è ÷ å ñ ê î å è ñ ñ ë å ä î â à í è å Ï Ê Ì ÷ å -
ð å ç 2 í å ä ý ê ñ ï î ç è ö èè. ×åðåç 2 íåä ïîñëå èìïëàíòà-
öèè â ïå÷åíü ìàòðèöà íà ïîïåðå÷íîì ñðåçå âèçóàëüíî
èìååò ìåíüøóþ ïëîùàäü, âûòÿíóòóþ ôîðìó è ñæàòà ïî
ñðàâíåíèþ ñ ïðåäûäóùèì ñðîêîì (ðèñ. 4, à). ÏÊÌ îêðó-

æåíà òîíêîé ñîåäèíèòåëüíîòêàííîé êàïñóëîé ñ íåáîëü-
øèì êîëè÷åñòâîì ìîëîäûõ êîëëàãåíîâûõ âîëîêîí è
åäèíè÷íûìè ñîñóäàìè. Êëåòî÷íûé ñîñòàâ êàïñóëû ïðåä-
ñòàâëåí ôèáðîáëàñòàìè, ôèáðîöèòàìè, åäèíè÷íûìè ãè-
ãàíòñêèìè ìíîãîÿäåðíûìè êëåòêàìè èíîðîäíûõ òåë.
Êîëè÷åñòâî CD68+-êëåòîê â êàïñóëå íà äàííîì ñðîêå
ýêñïåðèìåíòà, ïî ðåçóëüòàòàì âèçóàëüíûõ íàáëþäåíèé,
çíà÷èòåëüíî ìåíüøå ïî ñðàâíåíèþ ñ ýêñïåðèìåíòàëüíû-
ìè îáðàçöàìè íà ïðåäûäóùåì ñðîêå. Êàê ïåðèôåðè-
÷åñêèå, òàê è öåíòðàëüíûå ÿ÷åéêè ìàòðèöû ñîäåðæàò
CD68+-êëåòêè (ðèñ. 4, á, â). Ôèáðîáëàñòû âûÿâëÿþòñÿ
òîëüêî â íåêîòîðûõ ïåðèôåðè÷åñêèõ ÿ÷åéêàõ ÏÊÌ, è â
ýòèõ æå ÿ÷åéêàõ íàáëþäàþòñÿ òîíêèå êîëëàãåíîâûå âî-
ëîêíà è åäèíè÷íûå ñîñóäû. Âî âñåõ ÿ÷åéêàõ ìàòðèöû
âèäíû àïîïòîçíûå òåëà (ðèñ. 4, ã). Âîêðóã ìàòðèöû ãåïà-
òîöèòû áåç ïðèçíàêîâ äèñòðîôè÷åñêèõ èçìåíåíèé.

Ïðè ìàêðîñêîïè÷åñêîì èññëåäîâàíèè ìûøå÷íàÿ
òêàíü ñ ÏÊÌ ÷åðåç 2 íåä ýêñïîçèöèè âûãëÿäèò ðûõëîé è
ëåãêî ðàññëàèâàåòñÿ íà îòäåëüíûå ïó÷êè âîëîêîí; ýòî,
âîçìîæíî, ñâÿçàíî ñ ïîâûøåíèåì àêòèâíîñòè êîëëàãåíàç,
ïðîäóöèðóåìûõ ìàêðîôàãàìè â çîíå èìïëàíòàöèè, è
âñëåäñòâèå ýòîãî ñ óìåíüøåíèåì êîëè÷åñòâà íàòèâíîãî
êîëëàãåíà â ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè ýíäîìèçèÿ è ïåðèìè-
çèÿ ìûøö. Â ðàíåå ïðîâåäåííîé ðàáîòå ïî èìïëàíòàöèè
õèòîçàíîâîé ïîðèñòîé ìàòðèöû â ìûøöó êðûñû ïîäîá-
íîãî ýôôåêòà íå âûÿâëåíî (Ïîïðÿäóõèí è äð., 2016).

Ïðè ãèñòîëîãè÷åñêîì èññëåäîâàíèè ÏÊÌ â ìûøöàõ
÷åðåç 2 íåä ýêñïîçèöèè ïîñëå èìïëàíòàöèè ïëîùàäü ïî-
ïåðå÷íîãî ñå÷åíèÿ ìàòðèöû âèçóàëüíî çíà÷èòåëüíî ìåíü-
øå ïî ñðàâíåíèþ ñ ïëîùàäüþ ìàòðèöû ÷åðåç 1 íåä ïîñëå
èìïëàíòàöèè (ðèñ. 5, à). Ìàòðèöà èìååò íåïðàâèëüíóþ
ôîðìó, è âîêðóã íåå âûÿâëÿåòñÿ òîíêàÿ êàïñóëà ñ ôèáðîá-
ëàñòàìè, ôèáðîöèòàìè, CD68+-êëåòêàìè, åäèíè÷íûìè
ãèãàíòñêèìè ìíîãîÿäåðíûìè êëåòêàìè èíîðîäíûõ òåë,
áåç ñîñóäîâ. ß÷åéêè ìàòðèöû ñïàâøèåñÿ, î÷åâèäíî
âñëåäñòâèå äàâëåíèÿ ìûøå÷íûõ âîëîêîí è íèçêèõ êàð-
êàñíûõ ñâîéñòâ ÷àñòè÷íî ðåçîðáèðîâàííîé ìàòðèöû. Âî
âñåõ ÿ÷åéêàõ ÏÊÌ îïðåäåëÿþòñÿ CD68+-êëåòêè. Ïðèçíà-
êîâ âîñïàëèòåëüíîé ðåàêöèè âîêðóã ÏÊÌ íå âûÿâëåíî
(ðèñ. 5, á—ã).

Ã è ñ ò î ë î ã è ÷ å ñ ê î å è ñ ñ ë å ä î â à í è å Ï Ê Ì ÷ å -
ð å ç 3 í å ä ý ê ñ ï î ç è ö è è â ì û ø å ÷ í î é ò ê à íè. Ïðè
ãèñòîëîãè÷åñêîì èññëåäîâàíèè ÏÊÌ â ìûøöàõ ÷åðåç
3 íåä ýêñïîçèöèè ïîñëå èìïëàíòàöèè âîëîêíà ðàñïîëàãà-
þòñÿ ðûõëî, ôðàãìåíòû ìàòðèöû íå âûÿâëÿþòñÿ. Íà ìåñ-
òå ìàòðèöû íàõîäèòñÿ îôîðìëåííàÿ ñîåäèíèòåëüíàÿ
òêàíü ñ ôèáðîáëàñòàìè, CD68+-êëåòêàìè è åäèíè÷íûìè
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Ðèñ. 1. Ìèêðîôîòîãðàôèè ïîïåðå÷íîãî ñðåçà ãóá÷àòûõ öèëèíäðè÷åñêèõ îáðàçöîâ ïîðèñòîé êîëëàãåíîâîé ìàòðèöû (ÏÊÌ) äèà-
ìåòðîì 1.3 ìì ïðè ðàçíîì óâåëè÷åíèè.

Ñêàíèðóþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ.
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Ðèñ. 2. Ïå÷åíü êðûñû (à) è ãèñòîëîãè÷åñêèå ñðåçû òêàíè ïå÷åíè êðûñû ÷åðåç 1 íåä ïîñëå èìïëàíòàöèè ïîðèñòîé êîëëàãåíîâîé
ìàòðèöû (ÏÊÌ).

á — îêðàñêà ïî ìåòîäó Ìàëëîðè, îá. 4�; â, ä — îêðàñêà ãåìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì, îá. 40� (â), 100� (ä); ã, å — èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå
CD68+-êëåòîê, îá. 40� (ã), 100� (å).

Ðèñ. 3. Ãèñòîëîãè÷åñêèå ñðåçû ìûøå÷íîé òêàíè êðûñû ÷åðåç 1 íåä ïîñëå èìïëàíòàöèè ïîðèñòîé êîëëàãåíîâîé ìàòðèöû (ÏÊÌ).

à — îêðàñêà ãåìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì, îá. 40�; á — èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå CD68+-êëåòîê, îá. 40�.
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Ðèñ. 4. Ãèñòîëîãè÷åñêèå ñðåçû òêàíè ïå÷åíè êðûñû ÷åðåç 2 íåä ïîñëå èìïëàíòàöèè ïîðèñòîé êîëëàãåíîâîé ìàòðèöû (ÏÊÌ).

à, á, ã — èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå CD68+-êëåòîê, îá. 4� (à), 40� (á), 100� (ã); â — îêðàñêà ãåìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì, îá. 40�.

Ðèñ. 5. Ãèñòîëîãè÷åñêèå ñðåçû ìûøå÷íîé òêàíè êðûñû ÷åðåç 2 íåä ïîñëå èìïëàíòàöèè ïîðèñòîé êîëëàãåíîâîé ìàòðèöû (ÏÊÌ).

à—â — îêðàñêà ãåìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì, îá. 10� (à), 40� (á), 100� (â); ã — èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå CD68+-êëåòîê, îá. 40�.



ãèãàíòñêèìè ìíîãîÿäåðíûìè êëåòêàìè èíîðîäíûõ òåë.
Ïðèçíàêîâ âîñïàëèòåëüíîé ðåàêöèè â ïðèëåæàùèõ òêà-
íÿõ íå âûÿâëÿåòñÿ (ðèñ. 6, à, á).

Ã è ñ ò î ë î ã è ÷ å ñ ê î å è ñ ñ ë å ä î â à í è å Ï Ê Ì ÷ å -
ð å ç 6 í å ä ý ê ñ ï î ç è ö èè. ×åðåç 6 íåä ýêñïåðèìåíòà â
ïå÷åíè íà ìåñòå ÏÊÌ âûÿâëÿåòñÿ ñîåäèíèòåëüíàÿ òêàíü ñ
îôîðìëåííûìè êîëëàãåíîâûìè âîëîêíàìè, îêðóæàþùè-
ìè åäèíè÷íûå íåêðóïíûå ôðàãìåíòû êîëëàãåíîâîé ìàò-
ðèöû (ðèñ. 7, à). Êëåòî÷íûé ñîñòàâ ïðåäñòàâëåí ôèáðî-
áëàñòàìè, ôèáðîöèòàìè, CD68+-êëåòêàìè, ãèãàíòñêèìè
ìíîãîÿäåðíûìè êëåòêàìè èíîðîäíûõ òåë è íåçíà÷èòåëü-
íûì êîëè÷åñòâîì ëèìôîöèòîâ. Àïîïòîçíûå òåëà íå âûÿâ-
ëÿþòñÿ. Ñîñóäû, ïðîíèçûâàþùèå ñîåäèíèòåëüíóþ òêàíü,

ðàñøèðåíû è ïîëíîêðîâíû (ðèñ. 7, á—ã). Â ãåïàòîöèòàõ,
îêðóæàþùèõ ìàòðèöó, äèñòðîôè÷åñêèõ èçìåíåíèé íå íà-
áëþäàåòñÿ.

Â ìûøöàõ íà äàííîì ñðîêå ýêñïåðèìåíòà ïðè ìàêðî-
ñêîïè÷åñêîì èññëåäîâàíèè îïðåäåëÿåòñÿ ðûõëîñòü òêàíè,
êàê è íà ïðåäûäóùåì ñðîêå ýêñïåðèìåíòà. Ìåòîäàìè
ìîðôîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà ôðàãìåíòû ÏÊÌ íå âûÿâëÿ-
þòñÿ. Íà ìåñòå ìàòðèöû íàõîäèòñÿ îôîðìëåííàÿ ñîåäè-
íèòåëüíàÿ òêàíü ñ ôèáðîáëàñòàìè è CD68+-êëåòêàìè.

Ã è ñ ò î ë î ã è ÷ å ñ ê î å è ñ ñ ë å ä î â à í è å Ï Ê Ì ÷ å -
ð å ç 2 0 í å ä ý ê ñ ï î ç è ö èè. ×åðåç 20 íåä ïîñëå èìïëàí-
òàöèè ÏÊÌ â ïå÷åíü öâåò, ôîðìà è ðàçìåðû ïå÷åíè â öå-
ëîì íå èçìåíåíû, ñïàå÷íûé ïðîöåññ íå âûÿâëåí, íà ìåñòå
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Ðèñ. 6. Ãèñòîëîãè÷åñêèå ñðåçû ìûøå÷íîé òêàíè êðûñû ÷åðåç 3 íåä ïîñëå èìïëàíòàöèè ïîðèñòîé êîëëàãåíîâîé ìàòðèöû (ÏÊÌ).

à — îêðàñêà ãåìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì, îá. 10�; á — èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå CD68+-êëåòîê, îá. 10�.

Ðèñ. 7. Ãèñòîëîãè÷åñêèå ñðåçû òêàíè ïå÷åíè êðûñû ÷åðåç 6 íåä ïîñëå èìïëàíòàöèè ïîðèñòîé êîëëàãåíîâîé ìàòðèöû (ÏÊÌ).

à — îêðàñêà ïî ìåòîäó Ìàëëîðè, îá. 4�; á, â — èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå CD68+-êëåòîê, îá. 4� (á), 40� (â); ã — îêðàñêà ãåìàòîêñèëèíîì è
ýîçèíîì, îá. 40�.



èìïëàíòàöèè íàõîäèòñÿ ðóáåö çâåçä÷àòîé ôîðìû (ðèñ. 8,
à). Ìîðôîëîãè÷åñêè íà ìåñòå ìàòðèöû âûÿâëÿåòñÿ ñîåäè-
íèòåëüíàÿ òêàíü ñ ñîñóäàìè. Âèçóàëüíî ïëîùàäü, çàíèìà-
åìàÿ ñîåäèíèòåëüíîé òêàíüþ, ìåíüøå ïî ñðàâíåíèþ ñ
ïëîùàäüþ, çàíèìàåìîé ñîåäèíèòåëüíîé òêàíüþ ÷åðåç
6 íåä ïîñëå èìïëàíòàöèè (ðèñ. 8, á). Ôðàãìåíòîâ ìàòðè-
öû íå îáíàðóæåíî.

Â ìûøå÷íîé òêàíè íà äàííîì ñðîêå ýêñïåðèìåíòà íà
ìåñòå èìïëàíòàöèè ÏÊÌ íå âûÿâëÿåòñÿ ñîåäèíèòåëüíî-
òêàííûõ ðóáöîâ. Ìûøå÷íûå âîëîêíà áåç âèäèìûõ ïðè-
çíàêîâ ïîâðåæäåíèÿ ôîðìèðóþò ïëîòíûå ïó÷êè.

Òàêèì îáðàçîì, ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäîâ ìîðôîëî-
ãè÷åñêîãî àíàëèçà ïîêàçàíî, ÷òî ÏÊÌ, çàìåùàþùàÿ äå-
ôåêò â ïå÷åíè è ìûøöàõ, òîëüêî íà ðàííèõ ñðîêàõ ïîñëå
èìïëàíòàöèè âûçûâàåò óìåðåííî âûðàæåííûå âîñïàëè-
òåëüíûå ðåàêöèè â äàííûõ òêàíÿõ, íà áîëåå ïîçäíèõ ñðî-
êàõ ïðèçíàêîâ òàêèõ ðåàêöèé íå âûÿâëÿåòñÿ, òàêæå èìï-
ëàíòàöèÿ ìàòðèöû íå âûçûâàåò äèñòðîôè÷åñêèõ èçìåíå-
íèé ãåïàòîöèòîâ è ìûøå÷íûõ âîëîêîí. Áèîðåçîðáöèÿ
ÏÊÌ ïðîòåêàåò ïðè àêòèâíîì ó÷àñòèè CD68+-êëåòîê.
Êëåòêè ñèñòåìû ìîíîíóêëåàðíûõ ôàãîöèòîâ ïåðâûìè,
ðàíüøå ôèáðîáëàñòîâ, ïðîíèêàþò âî âñå ÿ÷åéêè ìàòðèöû
è àêòèâíî ïîãëîùàþò åå ìàòåðèàë. Âûïîëíèâ ñâîþ ôóíê-
öèþ, CD68+-êëåòêè ïîãèáàþò ïóòåì àïîïòîçà. Ïðè àêòèâ-
íûõ ïðîöåññàõ ôàãîöèòîçà ôèáðîáëàñòû â ïå÷åíè çàñåëÿ-
þò ëèøü åäèíè÷íûå ïåðèôåðè÷åñêèå ÿ÷åéêè ìàòðèöû,
÷òî â ñâîþ î÷åðåäü íå ñïîñîáñòâóåò ïðîðàñòàíèþ êðîâå-
íîñíûõ ñîñóäîâ â ãëóáü ìàòðèöû. Ïîëíàÿ áèîðåçîðáöèÿ
ìàòðèöû â ïå÷åíè çàâåðøàåòñÿ ÷åðåç 6 íåä ýêñïîçèöèè.

Â ìûøöàõ â ðåçóëüòàòå äåÿòåëüíîñòè CD68+-êëåòîê è
äàâëåíèÿ ìûøå÷íûõ âîëîêîí ÏÊÌ ðåçêî óìåíüøàåòñÿ â
îáúåìå, è óæå ÷åðåç 3 íåä åå ôðàãìåíòû íå óäàåòñÿ îáíà-
ðóæèòü.

Òàêèì îáðàçîì, êëþ÷åâóþ ðîëü â áèîäåãðàäàöèè
ÏÊÌ âûïîëíÿþò CD68+-êëåòêè. Ìàêðîôàãè è ãèãàíò-
ñêèå ìíîãîÿäåðíûå êëåòêè èíîðîäíûõ òåë ïåðâûìè çà-
ïîëíÿþò îáúåì ÿ÷ååê è àêòèâíî ôàãîöèòèðóþò ìàòåðèàë
ìàòðèöû. Ïðè ýòîì ÿ÷åéêè ÏÊÌ íå ïðîðàñòàþò ñîåäèíè-
òåëüíîé òêàíüþ è ñîñóäàìè, òàê êàê áèîðåçîðáöèÿ ìàòðè-
öû ïðîòåêàåò áûñòðåå, ÷åì ìèãðàöèÿ â íåå ôèáðîáëàñòîâ.

Ïîñëå çàâåðøåíèÿ ïðîöåññà áèîðåçîðáöèè â ïå÷åíè
âûÿâëÿåòñÿ ðóáöîâàÿ òêàíü, â ìûøöàõ ðóáöîâîé òêàíè íå
îáíàðóæåíî.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëÿþò ðåêîìåíäîâàòü
ÏÊÌ äëÿ ïîëó÷åíèÿ áèîèíæåíåðíûõ ïðåïàðàòîâ êîðîò-
êîãî ñðîêà äåéñòâèÿ ñ äàëüíåéøèì ïðèìåíåíèåì èõ â ðå-

ãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå, òêàíåâîé èíæåíåðèè è êëåòî÷-
íîé òðàíñïëàíòîëîãèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàöèîíàëüíîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-33-00003).
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BIORESORPTION OF POROUS 3D-MATRICES BASED ON COLLAGEN

IN THE LIVER AND MUSCULAR FABRICS
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High porous 3D-matrix in form cylinders, 1.3 and 3.0 mm in diameter, had been obtained by lyophilization
of the collagen solution. An in vivo study of the mechanism and rate of resorption of the resulting material sho-
wed that complete resorption of the matrix occurred in 6 weeks after their implantation into the liver tissue of
the animal and in 3 weeks after implantation into the muscle tissue. At the same time, the surrounding tissues
were not altered or damaged. Histological analysis revealed that simultaneously with the resorption of matrix
collagen, connective tissue and blood vessels were formed. This allows us to recommend the developed porous
material based on collagen for using as matrices for tissue engineering and cellular transplantation.

K e y w o r d s: 3D-porous material, collagen, resorption, tissue engineering, cellular transplantation, liver,
muscle tissue, histological analysis.
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