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Реферат
Цель работы — оценка изменений микроциркуляции кожи, возникающих при подкожной имплантации 

скаффолда на основе поликапролактона (ПКЛ) у белых крыс. 
Материал и методы исследования. Эксперименты выполнены на 3 группах белых крыс: сравнения — 

животные, подвергнутые оперативному вмешательству в объеме, соответствующем имплантации матрицы; 
отрицательного контроля — животные, которым подкожно имплантировали матрицу, не обладающую биосов-
местимостью; и опытной — крысы, которым подкожно имплантировали ПКЛ-скаффолд. Микроциркуляцию 
кожи изучали методом лазерной допплеровской флоуметрии (ЛДФ) на 7-е, 14-е и 21-е сутки. Для верификации 
биосовместимости скаффолдов проводили морфологическое исследование препаратов комплекса мягких тканей 
и матрицы на 21-е сутки эксперимента.

Результаты исследования и их обсуждение. Установлено, что у животных группы сравнения умеренное по-
вышение перфузии кожи над областью оперативного вмешательства не сопровождается изменением активных 
механизмов модуляции кровотока и полностью купируется к 21-м суткам эксперимента. У животных группы 
отрицательного контроля перфузия кожи над областью имплантации в 2 раза превышает контрольный уровень 
в период с 7-х по 21-е сутки эксперимента, что сопровождается значимым увеличением амплитуд нейрогенных 
и миогенных колебаний микрокровотока. При морфологическом исследовании у этих животных обнаружена 
активная воспалительная реакция. В опытной группе изменения перфузии сопоставимы с таковыми в группе 
сравнения и полностью нивелируются к 21-м суткам эксперимента. Данные морфологического исследования 
свидетельствуют, что на 21-е сутки эксперимента ПКЛ-скаффолд равномерно заселен клетками соединительной 
ткани и васкуляризован. При этом реактивные изменения окружающих тканей не выявлены. 

Выводы. Изменения микрокровотока кожи над областью имплантации скаффолда соответствуют морфо-
логической картине тканевых реакций, что позволяет использовать ЛДФ для динамической оценки биосов-
местимости скаффолдов в ходе субкутанных имплантационных тестов. Полученные данные свидетельствуют 
о хорошей биосовместимости скаффолда на основе ПКЛ, что определяет перспективы его использования в 
тканевой инженерии.
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Введение
Стимуляция регенерации поврежденных тканей 

в настоящее время является одной из наиболее ак-
туальных проблем современной медицины. Одним 
из интенсивно развивающихся в рамках данного 
направления подходов является имплантация био-
деградируемых матриц, которые могут выступать 
в качестве субстрата для заселения собственными 
клетками организма из перифокальной зоны де-
фекта, а другим — имплантация тканеинженерных 
конструкций, содержащих культивированные клетки 
в условиях in vitro [13]. 

В области травматологии и ортопедии особое 
значение имеет разработка новых подходов к стиму-
ляции регенерации суставного гиалинового хряща 
на основе методов тканевой инженерии [5, 8, 9, 12]. 

Следует отметить, что применение культивиро-
ванных in vitro хондроцитов с последующей им-
плантацией представляет более сложную задачу по 
сравнению с использованием «пустых» матриц [11].

Это подчеркивает практическую значимость раз-
работки матриц, которые могут быть использованы 
для стимуляции регенерации суставного хряща [4].

Для создания скаффолдов используется обшир-
ный спектр материалов, имеющих как природное, 
так и искусственное происхождение [1]. В настоящее 
время определен ряд характеристик, предъявляемых 
к материалу для их изготовления, основным из ко-
торых является биологическая совместимость [4]. 
Отсутствие цитотоксических эффектов поликапро-
лактона (ПКЛ), хорошая адгезия и пролиферация 
клеток на матрицах из этого материала в условиях 
in vitro определяют перспективы его использования 
в тканевой инженерии [10, 12]. В этой связи лабо-
раторией «Материалы специального назначения» 
Саратовского государственного университета им.    
Н. Г. Чернышевского были разработаны и изготов-
лены оригинальные скаффолды на основе ПКЛ для 
стимуляции регенерации хрящевой ткани. 
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Одним из важных этапов оценки биосовме-
стимости скаффолдов в условиях in vivo является 
проведение имплантационных тестов, в частности, 
гетеротопической имплантации скаффолда крысам 
в подкожную клетчатку [6]. 

Принимая во внимание тот факт, что система 
микроциркуляции динамически изменяется при 
сдвигах гомеостаза [2], то есть, по сути, является 
«зеркалом» функционального состояния ткани, пер-
спективным для оценки реакции на имплантацию 
скаффолда представляется использовать параметры 
тканевой перфузии.

Учитывая вышеизложенное, целью исследования 
явилась оценка изменений микроциркуляции кожи, 
возникающих при подкожной имплантации скаффол-
да на основе ПКЛ у белых крыс. 

Материал и методы исследования
Исследования выполнены на белых беспородных 

крысах-самцах массой 200–250 г, которые были раз-
делены на 3 группы: 1-я группа — группа сравнения 
(ложнооперированные животные); 2-я группа — кры-
сы, которым имплантировали скаффолд на основе 
ПКЛ с адсорбированным на нем чужеродным белком 
(отрицательный контроль — скаффолд, не обладаю-
щий биосовместимостью); 3-я группа — животные, 
которым была выполнена подкожная имплантация 
ПКЛ-скаффолда.

Исследования проведены в соответствии с 
Хельсинской декларацией о гуманном отношении 
к животным. За 5 мин до проведения манипуляций 
животным вводили внутримышечно комбинацию 
золетила (Virbac Sante Animale, Франция) в дозе 0,1 
мл/кг и ксилазина (Interchemie, Нидерланды) в дозе 
1 мг/кг для достижения наркоза. Белым крысам 2-й и 
3-й групп в межлопаточную область (в область холки) 
имплантировали подкожно скаффолд в форме диска 
диаметром 15 мм, толщиной 0,1 мм, по методике, ана-
логичной изложенной в [7]. У животных 1-й группы 
проводили оперативное вмешательство, соответству-
ющего объема, но без имплантации скаффолда.

Микроциркуляцию исследовали методом лазер-
ной допплеровской флоуметрии (ЛДФ) с помощью 
анализатора «ЛАКК-ОП» (производство НПП «Лаз-
ма», Россия). Световодный зонд фиксировали на коже 
над областью имплантации скаффолда. Длитель-
ность записи составляла 8 мин. Проводилось опре-
деление показателя перфузии (М) в перфузионных 
единицах (пф. ед.), а также нормированных ампли-
туд эндотелиальных (0,01–0,076 Гц), нейрогенных 
(0,076–0,2 Гц) и миогенных (0,2–0,74 Гц) осцилляций 
микрокровотока с помощью спектрального вейвлет-
анализа. Регистрация ЛДФ-грамм осуществлялась на 
7-й, 14-й и 21-й день эксперимента соответственно. 
В качестве контроля использовали ЛДФ-граммы, 
зарегистрированные у животных до оперативного 
вмешательства (интактные животные).

На 21-е сутки животные были выведены из экс-
перимента путем декапитации. С целью верификации 
выполнено морфологическое исследование мягких 
тканей области имплантации скаффолда или ими-
тации имплантации. 

Материал для морфологического исследования 
фиксировали в 10 %-м растворе нейтрального фор-
малина (ООО «Биовитрум», Россия), обезвоживали 
в спиртах восходящей крепости, после чего для 
выполнения срезов препараты заливали в парафин. 
Срезы толщиной 5–10 мкм окрашивали гематоксили-
ном Майера (ООО «Биовитрум», Россия) и эозином 
(ООО «Биовитрум», Россия). Для покрытия срезов 
применяли Bio-Monht и Bio-Clear (Bio Optica, Ита-
лия). Исследование микропрепаратов проводили 
при помощи микроскопа AxioImager Z2 (CarlZeiss, 
Германия). При микроскопии оценивали реактивные 
изменения мягких тканей, окружающих скаффолд, 
и динамику его заселения клеточными элементами. 

Статистическую обработку данных осуществляли 
с помощью программы «Statistica 10». Большинство 
полученных данных не соответствовали закону нор-
мального распределения, поэтому для сравнения по-
казателей использовали U-критерий Манна–Уитни. 
Значимыми считали изменения при p<0,05.

Результаты исследования
В результате проведенного исследования установ-

лено, что у животных группы сравнения на 7-е сутки 
эксперимента происходит статистически значимое 
увеличение перфузионного показателя в среднем на 
27 % относительно исходного уровня (табл. 1). Нор-
мированные амплитуды эндотелиальных, миогенных 
и нейрогенных колебаний не претерпевают статисти-
чески значимых изменений (табл. 1). Все показатели 
ЛДФ-грамм у животных группы сравнения на 14-е и 
21-е сутки эксперимента находятся в пределах вари-
абельности контрольных значений (табл. 1). 

В результате морфологического исследования на 
21-е сутки эксперимента у животных данной груп-
пы выявлено умеренное кровенаполнение сосудов 
микроциркуляторного русла подкожной клетчатки, 
что подтверждает данные лазерной допплеровской 
флоуметрии. Патологических изменений тканей в 
области имитации имплантации скаффолда не об-
наружено.

В результате проведенных исследований установ-
лено, что после имплантации ПКЛ-матриц, содержа-
щих чужеродный белок, на 7-е сутки эксперимента 
происходит значительное (на 80 % контрольной 
величины) увеличение перфузионного показателя и 
нормированных амплитуд миогенных и нейрогенных 
колебаний кровотока (табл. 2). 

На 14-е сутки после имплантации матриц, содер-
жащих чужеродный белок, перфузионный показатель 
в среднем в 2 раза превышает исходный (табл. 2). У 
животных данной группы абсолютные амплитуды 
миогенных колебаний кровотока на 14-е сутки после 
имплантации скаффолдов, содержащих чужеродный 
белок, статически значимо выше исходного уровня 
(табл. 2). Однако при этом обнаружена высокая 
вариабельность нормированных амплитуд нейро-
генных колебаний, которая в значительной степени 
перекрывает квартиль диапазоны соответствующих 
показателей контрольной группы и данных, полу-
ченных на 7-е сутки после имплантации (табл. 2). 

В ходе проведенных исследований установлено, 
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позволяет использовать метод лазерной доппле-
ровской флоуметрии для динамической оценки 
биосовместимости скаффолдов в ходе субкутанных 
имплантационных тестов. 

Данные ЛДФ подтверждаются результатами 
морфологического исследования и свидетельствуют 
о хорошей биосовместимости скаффолда на основе 
ПКЛ, что определяет перспективы его использования 
в тканевой инженерии
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Abstract
The purpose of the study. The estimation of skin microcirculatory changes appearing in rats after subcutaneous 

implantation of polycaprolactone (PCL) scaffolds.
Materials and methods. The experiments were conducted on 3 groups of rats: comparison group — the animals 

exposed to surgical intervention to the extent equivalent to matrix implantation, negative control group — animals 
subcutaneously implanted with non-biocompatible matrix; and experimental — rats subcutaneously implanted by 
PCL-scaffold. Skin microcirculation was analyzed by Lazer Doppler flowmetry (LDF) on the 7th, 14th and 21st day of 
the experiment. Morphological analysis of soft tissue complex and matrix samples was carried out on the 21st day of 
the experiment for scaffold biocompatibility verification. 

Results. It has been found that moderate increase in skin perfusion of animals in the comparison group over the 
surgical intervention area is not accompanied by the changes of active mechanisms of blood flow modulation and is 
completely resolved by the 21st day of the experiment. In negative control group, skin perfusion over the implantation 
area is 2 times higher than in controls in the period from 7th to 21st day of the experiment and this is accompanied by 
the significant increase of neurogenic and myogenic blood flow oscillation amplitudes. In the course of morphological 
analysis, these animals have demonstrated active inflammatory response. In the experimental group, perfusion changes 
are comparable with those in the comparison group and they resolve completely by the 21st day of the experiment. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ÑÒÀÒÜÈ
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Morphological analysis suggests that by the 21st day of the experiment PLC-scaffold is evenly colonized by connective 
tissue cells and is vascularized. At the same time, reactive changes of adjacent tissues have not been detected.

Conclusion. Skin microcirculatory changes over the scaffold implantation area correspond to the morphological 
pattern of tissue reactions which allows using LDF for dynamic estimation of scaffold biocompatibility in the course of 
subcutaneous implantation tests. This data suggest good PLC-scaffold biocompatibility which proves the prospects of 
its practical application in the tissue engineering.
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