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 ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность проблемы 

Медицинские имплантаты, такие как стенты, протезы и искусственные ткани, 

применяются для лечения тяжёлых заболеваний, включая остеоартрит, инсульт, 

пороки развития кровеносных сосудов, злокачественные новообразования, а также 

тяжелые травматические и послеоперационные повреждения органов и тканей. 

Однако, даже самые биосовместимые имплантаты вызывают иммунную реакцию 

на инородное тело, ограничивающую функциональные результаты имплантации 

[1]. Периимплантное образование соединительнотканной капсулы является 

естественным ответом ткани на инородное тело, направленным на его изоляцию. 

Однако, склерозированная капсула становится толстой и неэластичной, 

превращается в очаг хронического воспаления. Полная изоляция имплантата от 

окружающих тканей препятствует транспортировке питательных веществ и 

лекарств в периимплантную зону, что усугубляет прогрессивное склерозирование 

и контракцию капсулы. Эти изменения ассоциированы с болевым синдромом и 

косметическими дефектами [2]. Типичным примером данной проблемы является 

контрактура соединительнотканной капсулы вокруг силиконовых протезов 

молочных желез. Она является ведущей причиной проведения повторной операции 

(40,6% случаев, связанных с осложнениями после косметических операций), а 

встречаемость может превосходить 50% среди пациентов с давностью 

имплантации 5 и более лет [3, 4]. Другими примерами такого патологического 

склерозирования являются стриктура мочеиспускательного канала, стеноз трахеи 

и сдавление сосудистых протезов [5]. 

Актуальным направлением регенеративной медицины – области медицины, 

направленной на восстановление поврежденных или утраченных биологических 

тканей и органов, - является применение тканеинженерных конструкций [6]. Для 

создания имплантируемых искусственных тканей и органов используется 

комбинация биоматериалов, клеток, лекарств и биологических факторов. 

Природные и синтетические биоматериалы выполняют роль скаффолдов, 
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каркасных конструкций для клеток, создающих их микроокружение до 

имплантации и на ранних этапах внутри организма, а также определяющих 

механические характеристики всей конструкции [6]. Важно, что именно скаффолд 

прежде всего распознается иммунными клетками реципиента как инородное тело, 

вследствие чего развивается тканевой ответ на имплантат [7]. Вокруг большинства 

имплантируемых скаффолдов формируется соединительнотканная капсула, 

ограничивающая интеграцию искусственной ткани в организм реципиента [8].  

Основу патологических морфологических изменений, окружающих 

имплантат тканей, составляет фиброз. Хотя ключевые молекулярные механизмы 

периимплантного фиброза (ПИФ), такие как активация сигнального пути 

трансформирующего ростового фактора бета-1 (ТРФбета-1), были 

идентифицированы, этот процесс систематически не изучался на клеточном и 

тканевом уровнях [9]. В частности, не изучена эффективность применения в 

клинической практике антагониста рецепторов ТРФбета-1, препарата пирфенидон 

[10]. Кроме того, отсутствие данных о биосовместимости имплантируемых 

материалов связано с методологической сложностью экспериментального 

моделирования взаимодействия ткани с имплантатом in vitro и на лабораторных 

животных, а также ограниченной доступностью биопсийного материала от 

пациентов. 

Комплексность микросреды ткани периимплантной зоны не позволяет 

обеспечить ее биологически точное моделирование в традиционных однослойных 

клеточных культурах [1]. При этом следует учитывать сложность получения 

соединительнотканной капсулы in vivo, которая должна отражать избыточное, 

выраженное фиброзирование периимплантной ткани. Это связано с отсутствием 

возможности получить в эксперименте на грызунах патологические 

(гипертрофические и келоидные) рубцы кожи, часто возникающие у пациентов 

[11]. С другой стороны, разнообразие применяемых имплантируемых 

биоматериалов и устройств осложняет сравнительную оценку их эффективности в 

животных моделях из-за различий в топографии и механических свойствах. 

Наконец, преимущественное проведение гистологических исследований только 
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после клинических осложнений или после поэтапных или реконструктивных 

операций не позволяет исследовать механизмы биологической интеграции 

имплантатов на архивных материалах. 

Несмотря на все перечисленные трудности, возможность выявления 

локальной тканевой реакции на имплантат необходима для внедрения в 

медицинскую практику имплантируемых систем доставки лекарств (ИСДЛ). В 

настоящее время среди коммерчески доступных ИСДЛ выделяют подкожные 

имплантаты, помпы, внутриглазные инсерты, а также внутримозговые имплантаты 

и сосудистые стенты [12]. За последние годы американский регулятор пищевых 

продуктов и медикаментов Food and Drug Administration (FDA) дал разрешение 

выйти на рынок долгосрочному контрацептиву (Nexplanon), имплантату для 

страдающих от опиоидной зависимости людей (Probuphine), полностью 

биодеградирующему стенту для лечения коронарного атеросклероза (Absorb GT1) 

и серии имплантатов, погружаемых через иглу в пространство заднего сегмента 

глаза (Iluvien, Yutiq). Одним из наиболее ярких ранних примеров клинического 

использования полимерного ИСДЛ являются пластины Gliadel с кармустином, 

применяемые при лечении глиобластомы. Образование соединительнотканной 

капсулы вокруг этих имплантатов обычно игнорируется или рассматривается как 

благоприятный клинический исход. Тем не менее, фибротическая трансформация 

периимплантной ткани оказывает влияние на фармакокинетику лекарственного 

препарата и ассоциирована с местными клиническими осложнениями [13-16].  

Степень разработанности темы исследования 

В настоящее время сформированы три основных подхода к разработке 

имплантируемых материалов, препятствующих фиброзу окружающих тканей: 

1) изменение химического состава имплантатов; 

2) создание текстурированных поверхностей имплантатов; 

3) локальная доставка биологически активных веществ. 

Наиболее биологически совместимыми материалами, которые применяют 

для создания тканеинженерных конструкций и ИСДЛ, являются коллаген и 

фибрин. Но их быстрая деградация после имплантации и не достаточные для 
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поддержания структурной целостности устройства механические характеристики 

вынуждают исследователей комбинировать их с другими, медленно или 

нерезорбируемыми материалами [17]. Альтернативный подход заключается в 

химической модификации материалов, например, увеличении поперечных сшивок 

между молекулами коллагена [18]. Также представляют интерес коллагеновые 

биологические материалы из моллюсков, которые не обладают 

вышеперечисленными недостатками, но они пока слабо изучены [19]. 

Заданная текстура поверхности имплантата помещает окружающие его 

клеточные компоненты в условия контролируемых механических нагрузок, 

обусловленных в том числе сдвиговым стрессом со стороны агрегатного вещества 

экстрацеллюлярного матрикса [20]. Экспериментально было продемонстрировано, 

что увеличение неровности поверхности имплантата приводит к развитию более 

выраженной фибротической трансформации периимплантной ткани [21]. В ряде 

последних исследований с применением электроспиннинга были получены 

волокнистые скаффолды с заданной ориентацией волокон, обеспечивающие 

биомиметичность, подражание естественной структуре внеклеточного матрикса 

вокруг имплантата [22]. Тем не менее, лекарственные препараты для контроля 

ПИФ ранее не применялись. 

Высвобождение антифибротических молекул из тканеинженерных 

конструкций направлено на продление времени интеграции имплантата в организм 

пациента. Так, в эксперименте in vivo было продемонстрировано противорубцовое 

действие полимерного скаффолда с алкалоидом женьшеня Rg3 [23, 24]. 

Модификация искусственной уретры малыми интерферирующими 

рибонуклеиновыми кислотами (РНК) ТРФбета-1 позволила предотвратить 

рестеноз [25].  В другом исследовании, где уретропластика проводилась 

искусственной уретрой с ингибитором молекулярного пути Wnt ICG-001, 

локальная доставка препарата значительно подавила синтез коллагена 

фибробластами [26]. 

Остается неисследованным вопрос межклеточного сигналинга и клеточных 

трансдифференцировок, ассоциированных с тканевой реакцией на биоматериалы. 
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Известно, что контроль этой реакции осуществляется макрофагами и гигантскими 

многоядерными клетками инородных тел (ГМКИТ) [27]. Было определено, что 

секреция медиаторных молекул макрофагами различалась при культивировании на 

различных коммерчески доступных имплантатах in vitro [28]. Тем не менее до 

представленных в настоящей работе результатов сведения об иммунофенотипах 

периимплантных ГМКИТ были ограничены положительной экспрессией CD68 

[29]. 

Прототип ИСДЛ, предложенный в представленной работе, является первым 

шагом к разработке комплексных биоразлагаемых скаффолдов для создания 

тканеинженерных конструкций, обеспечивающих местный пролонгированный 

контроль ПИФ. Основу исследовательского проекта по интерпретации результатов 

динамической фибротической трансформации периимплантных тканей составили 

наши глубокие проработки морфологических и физико-химических особенностей 

гипертрофических рубцов, моделируемых на ушах кроликов. Предложенная в 

статье Morris модель гипертрофического рубца содержала информацию о 

динамике изменений его размера, но не давала достаточно описаний динамических 

изменений клеточного состава и экстрацеллюлярного матрикса ткани [30]. 

Полученные результаты позволили нам определить сроки развития и стабилизации 

фиброза ткани уха кролика, таким образом определив продолжительность 

эксперимента по оценке профилактического антифибротического эффекта 

локальной доставки пирфенидона в участки имплантаций. 

Цель работы 

Установить динамические особенности моделируемого фиброза дермы кожи 

и эффекты медленно биодеградирующих полилактидных скаффолдов с 

пирфенидоном на реакцию на инородное тело и периимплантный фиброз в моделях 

кожной раны и кожного кармана на ушах кроликов. 

Задачи исследования 

1. Выявить морфологические особенности развития гипертрофических 

рубцов на ушах кроликов. 
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2. Установить временные сроки физико-химической стабилизации 

созревания гипертрофических рубцов в модели уха кролика. 

3. Охарактеризовать морфологическую структуру периимплантных тканей 

вокруг полилактидных скаффолдов, фиксированных оригинальным 

способом подкожно на ушах кроликов. 

4. Охарактеризовать распределение и высвобождение пирфенидона из 

полилактидных скаффолдов и их микроструктуру. 

5. Установить морфологические особенности периимплантных тканей 

вокруг полилактидных скаффолдов с пирфенидоном. 

6. Определить иммунофенотипы клеток периимплантных тканей с 

использованием маркеров миофибробластной трансдифференцировки 

фибробластов, α-гладкомышечного актина (α-SMA), и поляризации 

макрофагов, индуцибельной синтазы оксида азота (iNOS) и аргиназы-1 

(Arg1). 

7. Определить термическую стабильность и уровни экспрессии генов 

коллагена в периимплантных тканях. 

Научная новизна 

В настоящей работе впервые показано, что рубцы, которые развиваются в 

модели раны на кроличьих ушах, отражают особенности человеческих зрелых 

гипертрофических рубцов кожи, а также определен срок их полного созревания – 

3 месяца. Предложена классификация стадий созревания гипертрофических рубцов 

на основе их морфологических паттернов, иммуногистохимического и физико-

химического профилей внеклеточного матрикса. Полученные результаты 

позволили утверждать, что эта модель операции на ушах кроликов может быть 

применена для исследования фибротического компонента тканевой реакции на 

имплантированные биоматериалы при условии модификации – создания кожного 

кармана на ушах кроликов.  

Впервые в проведенной работе применен для фармакологического контроля 

тканевой реакции на полилактидный имплантат антифибротический препарат - 

пирфенидон. Выявлены эффекты локальной доставки пирфенидона на развитие 
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ПИФ на основании морфологических исследований. Результаты 

иммуногистохимического исследования расширили наши знания о роли 

гигантских многоядерных клеток инородных тел и миофибробластов в 

формировании избыточного фиброза периимплантной соединительнотканной 

капсулы и в механизмах антифибротической терапии.  

Показали возможность антифибротической модификации полилактидного 

имплантата для повышения биосовместимости тканеинженерных конструкций на 

основе полимерных и комбинированных скаффолдов. 

Научно-практическая значимость работы 

Результаты данной работы предлагают новое видение межклеточного 

взаимодействия гигантских многоядерных клеток инородных тел и фибробластов 

в периимплантных соединительнотканных капсулах. Антифибротическая 

модификация скаффолдов, оказав влияние на макрофаги в ранний 

имплантационный период, предотвратила миофибробластную 

трансдифференцировку фибробластов и разрастание соединительной ткани de novo 

в участке имплантации. 

Антифибротическая модификация применяемых в тканевой инженерии 

скаффолдов может позволить предотвратить постимплантационные осложнения в 

реконструированных органах, такие как стриктуры уретры, стенозы трахеи и рубцы 

кожи. К тому же, полученные данные о значимости ТРФбета-1 ассоциированной 

поляризации гигантских многоядерных клеток инородных тел открывают новые 

возможные мишени для пост-имплантационной терапии. 

Методология и методы исследования 

В работу по исследованию созревания гипертрофических рубцов вошли 

данные, полученные с 24 участков раневых дефектов от 8 кроликов-шиншилл. На 

вентральной стороне кроличьих ушей создали полнослойные раны кожи с 

удалением надхрящницы ушного хряща. Образцы тканей изучали на 30, 60, 90 и 

120 послеоперационные дни с помощью гистопатологического исследования и 

морфометрии, а также биохимическим анализом содержания белков, 

гликозаминогликанов и аминокислотного состава. Супрамолекулярная 
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организация коллагена исследовали с помощью дифференциальной сканирующей 

калориметрии. 

 Микроструктуру и высвобождение пирфенидона из полилактидных 

имплантатов, полученных методом селективного поверхностного лазерного 

спекания, охарактеризовали в исследовании антифибротических скаффолдов с 

пирфенидоном (дозировка 500 мкг). Воздействие антифибротических скаффолдов 

на ПИФ изучили на тканях 36 кожных карманов на ушах 6 кроликов-шиншилл на 

30 и 60 послеоперационные дни. В контрольных группах имплантировали 

скаффолды без пирфенидона. Дополнительным контролем исследования была 

группа, в которой в места имплантаций «пустых» скаффолдов провели 

одноразовую подкожную инъекцию пирфенидона в дозировке 500 мкг. Толщину 

ткани вокруг имплантата в гистологических препаратах определяли 

морфометрически. Термическую стабильность коллагена в периимплатной капсуле 

определяли с помощью дифференциальной сканирующей калориметрии. Роль 

отдельных клеточных компонентов в ПИФ исследовали с помощью 

иммуногистохимии на маркеры поляризации макрофагов, iNOS и Arg1, и маркер 

миофибробластной трансдифференцировки фибробластов, α-SMA. Экспрессию 

генов цепей коллагена и ТРФбета-1 исследовали с помощью полимеразной цепной 

реакции. Межгрупповые различия проанализировали методами статистики. 

Связь диссертации с основными научными темами 

Диссертация выполнялась в рамках государственного задания: 

«Морфологические аспекты репаративной регенерации: обоснование применения 

новых тканеинженерных конструкций для пластики полых органов, хрящевой и 

костной ткани, физико-химических методов регенерации тканей (лазерная 

индукция, NO-терапия, фотодинамическая терапия), новых методов лечения ран и 

антифиброзной терапии» (ЕГИСУ НИОКТР АААА-А19-119121390049-8). 

Результаты исследования были внедрены в учебный процесс Института 

регенеративной медицины Научно-технологического парка биомедицины ФГАОУ 

ВО Первого МГМУ им. И.М. Сеченова (Сеченовский университет) при изучении 

образовательной программы «Введение в регенеративную медицину», читаемой 
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студентам по направлению подготовки 31.05.01 Лечебное дело (Акт №14 от 

09.03.2022). 

Основные положения, выносимые на защиту 

1. Установлены стадии и срок стабилизации созревания гипертрофических 

рубцов в модели уха кролика – 90 суток. 

2. Имплантация скаффолда из полилактидных гранул приводит к 

образованию зрелой соединительнотканной капсулы на 60 сутки 

эксперимента. 

3. Высвобождение пирфенидона из состава антифибротического скаффолда 

приводит к снижению морфологических признаков реакции на инородное 

тело и периимплантного фиброза. 

4. Антифибротический эффект пирфенидона на периимплантные ткани 

коррелирует с изменением иммунофенотипов гигантских многоядерных 

клеток инородных тел (снижение экспрессии Arg1 при сохранении уровня 

iNOS) и фибробластов (снижение экспрессии α-SMA). 

Соответствие диссертации паспорту научной специальности 

Диссертационное исследование соответствует паспорту научной 

специальности 14.03.02 Патологическая анатомия; формуле специальности – 

специальность, на современном этапе занимающаяся решением проблем теории 

(общая и частная патология человека и животных) и практики (диагноз, 

эффективность лечения, прогноз заболевания, ятрогении и др.) медицины. 

Объектом ее внимания являются клетки, ткани и органы, исследуемые 

прижизненно (биопсийный и операционный материал) и постмортально 

(аутопсийный материал). Методические приемы, используемые в современных 

патологоанатомических исследованиях: темнопольная, фазово-контрастная, 

поляризационная, люминесцентная и электронная микроскопия, гистохимия, 

гистоэнзимохимия, иммуноморфология, морфометрия, математический анализ и 

др. Значимость решения научных и технических проблем данной специальности 

для народного хозяйства состоит в совершенствовании диагностических 
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мероприятий, создании теоретической и практической базы для разработки новых 

средств профилактики и терапии болезней. 

Степень достоверности 

Достоверность полученных результатов определяется использованием 

достаточного количества биологических образцов (66 фрагментов тканей) 

лабораторных животных приобретенных в сертифицированном питомнике в 

количестве 14 особей, что является достаточным для получения достоверных 

результатов. Достоверность результатов подтверждается также применением 

известных морфологических и иммуногистохимических методов исследования с 

использованием сертифицированного научного оборудования, наборов антител и 

реактивов, строгим следованием исследовательским методикам. Анализ 

результатов проведен с применением современных методов количественной 

статистики и с применением сертифицированных пакетов программ. 

Апробация диссертационной работы 

Апробация диссертации состоялась на заседании Института регенеративной 

медицины Научно-технологического парка биомедицины ФГАОУ ВО Первого 

МГМУ имени И.М. Сеченова (Сеченовский Университет) протокол №3 от 

11.03.2022 г. 

Результаты диссертации были представлены на Итоговой Всероссийской 

студенческой научной конференции с международным участием «Медицинская 

весна» (2018), Сеченовском Международном Биомедицинском Саммите (2018), IV 

Национальном конгрессе по регенеративной медицине (2019), 10й Международной 

Конференции по Наномедицине в Сиднее (2019), Конференции по Биомиметике в 

Биоинженерии  в Брисбене  (2019), 14м Всемирном Конгрессе по Воспалению в 

Сиднее (2019) и Симпозиуме Пантихоокеанского Общества Соединительной Ткани 

(2020). 

Внедрение результатов исследования в практику 

Результаты исследования были внедрены в учебный процесс Института 

регенеративной медицины Научно-технологического парка биомедицины ФГАОУ 

ВО Первого МГМУ им. И.М. Сеченова (Сеченовский университет) при изучении 
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образовательной программы «Введение в регенеративную медицину», читаемой 

студентам по направлению подготовки 31.05.01 Лечебное дело (Акт №14 от 

09.03.2022). 

Личный вклад автора 

Автором были проведены хирургическое моделирование гипертрофических 

рубцов и имплантации скаффолдов, забор и пробоподготовка аутопсийного 

материала, морфологический и иммуногистохимический анализ, а также 

статистический анализ полученных данных, описание и обсуждение результатов, 

оформление диссертации и автореферата. Автор принимал ведущее участие в 

написании статей и тезисов и их подготовке к публикации в научных изданиях. 

Результаты проведенного исследования были представлены в 9 научных 

публикациях. 

Публикации по теме диссертационной работы 

По теме диссертации опубликовано 12 печатных работ, в том числе: 

– Научных статей, отражающих основные результаты диссертации – 9 статей, 

из них: 

– в журналах, включенных в международную базу Scopus – 7 статьи; 

– обзорных статей – 2; 

– публикаций в сборниках материалов международных и всероссийских 

научных конференций – 3. 

Объем и структура диссертации 

Диссертация построена по монографическом типу и изложена на 145 

страницах машинописи, содержит 13 таблиц и 25 рисунков. Диссертация состоит 

из введения, глав, заключения, выводов и списка литературы, из которых 19 работ 

отечественных и 241 зарубежных авторов.  
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1 Тканевая реакция на имплантируемые системы доставки лекарств 

Эффективная доставка лекарств – один из важнейших вызовов, стоящих 

перед современной медициной. На пути к разработке идеальной лекарственной 

формы стоит целый спектр проблем, от побочных эффектов системного введения 

до несоблюдения пациентом режима лечения [31]. Терапевтическое действие 

обычных пероральных и внутривенных лекарственных средств ограничено их 

системным действием на ткани, не являющиеся мишенями, и метаболической 

активностью печени и почек. Системные побочные эффекты многих 

потенциальных лекарств не позволили им пройти первую фазу клинических 

испытаний [31]. Более того, сложный распорядок дня пациентов, которым 

необходимо принимать несколько таблеток или делать инъекции, затрудняет прием 

лекарств, что приводит к нестабильности терапевтических концентраций. Все эти 

ограничения создают спрос на новые формы доставки лекарств, которые 

преодолевают как биологические, так и психосоциальные барьеры на пути к 

персонализированной медицине [12]. 

ИСДЛ – это медицинское устройство, которое помещается внутрь тканей 

пациента для доставки терапевтического агента в организм и повышения его 

эффективности через контроль скорости, времени и места высвобождения 

лекарства в организме [32]. ИСДЛ представляет собой «умный» регулятор между 

биологической мишенью и депо лекарственного средства. Первым применением 

ИСДЛ была подкожная имплантация полимерного конструкта с депо 

гормонального препарата крупному рогатому скоту в 1930-х годах. Вскоре после 

этого о первом клиническом применении ИСДЛ сообщил Bishop, который назначал 

ИСДЛ женщинам для гормональной терапии [33]. Недавний всплеск развития 

ИСДЛ начался в 1990 году после того, как содержащий левоноргестрел 

противозачаточный имплантат Norplant получил одобрение FDA [34]. В настоящее 

время коммерчески доступные ИСДЛ применяются при трех очень разных группах 
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медицинских состояний: хронические заболевания, контроль беременности и 

лечение боли. 

Преимущества ИСДЛ зависят от имплантата, но обычно включают 

некоторые из следующих аргументов: 1) пролонгированная доставка лекарства, 

которая делает терапию независимой от поведения пациента; 2) высокая 

концентрация препарата в области-мишени, что позволяет снизить количество 

препарата в системном кровотоке; 3) минимизация побочных эффектов за счет 

более низких системных концентраций действующего вещества и отсутствия риска 

неправильного введения препарата [35]. Более того, существует множество 

возможностей для совершенствования функционала технологии с помощью 

встроенных электронных сенсоров, например для противоэпилептических 

имплантаты или инсулиновой помпы с анализатором уровня глюкозы [12]. 

Однако ИСДЛ — это имплант, который может вызвать реакцию со стороны 

иммунной системой пациента. Механизм этого осложнения – реакция на 

инородное тело (РИТ), направленная на устранение или, в случае неудачи, на 

изоляцию нераспознанного материала [36]. Эта реакция будет зависеть от 

иммунной системы пациента, выбора места имплантации, воздействия 

хирургической операции как на ИСДЛ, так и на ткани, состав материала ИСДЛ и 

фармакологические эффекты доставляемых лекарств [7]. 

РИТ — это длительно текущий воспалительный процесс, в котором можно 

выделить на несколько этапов. Сразу после хирургической фиксации имплантата в 

ткани пациента белки крови абсорбируются на поверхность биоматериала. Этот 

процесс называется эффектом Вромана [37]. В основном вся внешняя поверхность 

ИСДЛ и, в зависимости от способа распределения лекарства внутри конструкта, 

его внутренние части и даже депо лекарства покрываются протеиновой «короной». 

Такое покрытие делает имплантат «видимым» для иммунных клеток [38]. 

Распознание инородного тела позволяет клеткам врожденного иммунитета начать 

острую воспалительную реакцию и привлекать иммунные клетки из кровотока. 

Медленные темпы РИТ и отсутствие резорбции имплантата вызывают 

процесс инкапсуляции ИСДЛ через 2-3 недели после операции. Ткань вокруг 
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имплантата обогащается капиллярами и фибробластами, образующими незрелую 

грануляционную ткань вокруг ИСДЛ [39]. В то же время макрофаги, находящиеся 

в непосредственном контакте с имплантатом, начинают образовывать ГМКИТ, или 

клетки инородных тел [40]. В этих клетках происходят их собственные 

морфологические и функциональные трансформации, изменяющие первичную 

программу фагоцитоза на стимулирование ПИФ. Они меняют свой 

иммунофенотип с преобладающей экспрессии iNOS на Arg1, которая коррелирует 

с высоким уровнем ТРФбета-1 [41]. Гигантские клетки используют ключевой 

профибротический медиатор ТРФбета-1 для стимуляции трансдифференцировки 

фибробластов в миофибробласты, сверхпродуцирующие коллаген и вызывающие 

контракцию периимплантной капсулы [40]. 

Формирование периимплантной капсулы снижает функциональную 

эффективность ИСДЛ, ограничивая основное преимущество данной технологии, – 

локальную доставку препарата. Фибротическая трансформация ткани вокруг 

имплантата не только добавляет дополнительный биологический барьер между 

резервуаром лекарственного средства и тканью-мишенью, но также может 

повлиять на конструкцию ИСДЛ посредством механического давления и 

клеточной резорбции [42]. Более того, хроническое воспаление может привести к 

местным дистрофическим и атрофическим изменениям паренхиматозной ткани в 

месте имплантации с вероятным участием биологической мишени лекарственного 

средства. Однако, фибротические осложнения, связанные с имплантатом, обычно 

возникают поздно и клинически проявляются через 3-5 лет после операции [4]. К 

этому моменту большинство клинически доступных ИСДЛ нуждаются в замене. 

Не существует единой терапевтической стратегии при 

постимплантационных фибротических осложнениях ИСДЛ. С одной стороны, 

формирование капсулы вокруг имплантата является ожидаемым и условно 

«благоприятным» следствием операции. Но, с другой стороны, некоторые ИСДЛ, 

которые дойдут до IV фазы клинических испытаний в ближайшие годы, будут 

вызывать фиброз нервных и мягких тканей, что может привести к серьезным 

последствиям для здоровья пациентов. В частности, можно ожидать осложнения, 
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связанные с разрабатываемыми внутричерепными ИСДЛ, кондуитами для 

направленной регенерации нервов и «умными» скаффолдами для тканевой 

инженерии [16, 43, 44]. 

1.2 Области применения имплантируемых систем доставки лекарств 

Множество ИСДЛ стали коммерчески доступными с тех пор, как первый 

современный контрацептивный имплантат, Norplant, был одобрен FDA в 1990 году 

[34]. Однако даже ограничение объема обзора коммерчески доступными 

продуктами предоставило несколько возможных подходов к выбору обозреваемых 

устройств. К ИСДЛ относятся комплексы биоматериалов и лекарств, хирургически 

помещаемые внутрь тканей пациента для местного и/или пролонгированного 

прямого терапевтического эффекта лекарства [12]. Такое определение позволило 

исключить из обзора таблетки, капсулы, вагинальные кольца, внутриматочные 

системы, кожные пластыри, инсерты для инсулиновой помпы, вакцины и ретард-

препараты. Также оказался за рамками обзора Infuse Bone Graft, который является 

одобренным FDA имплантатом для реконструкции позвоночника. Причиной 

исключения стало отсутствие системы имплант-лекарство и болюсному 

высвобождению рекомбинантного костного морфогенетического белка-2 человека 

из коллагенового каркаса, более чем на 80% за первые сутки. Важно отметить, что 

эта область медицины находится на подъеме, и многие потенциально эффективные 

типы ИСДЛ все еще находятся на доклинической стадии разработки. 

Сосредоточение внимания на тканевой реакции на ИСДЛ как на инородное тело 

позволяет выделить пять типов ИСДЛ в зависимости от места имплантации. 

Однако важно помнить, что трансформация периимплантной ткани происходит как 

по причине реакции на материал имплантата, так и вследствие эффектов лекарств. 

1.2.1 Подкожные имплантируемые системы доставки лекарств 

Подкожные имплантаты применяются в разных областях медицины и имеют 

богатую историю, начиная с гормональной терапии в 1930-х годах [33]. У них есть 
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общие особенности, такие как системное распространение и длительное 

высвобождение активного вещества (обычно от 3 до 12 месяцев). Важно помнить, 

что возможная РИТ для этих имплантатов может проявляться только косметически 

или местной воспалительной реакцией и не будет напрямую влиять на ткань-

мишень. 

Norplant, высвобождающий левоноргестрел, стал первой технологически 

современной ИСДЛ, получившей одобрение FDA в 1990 году. Имплантат состоял 

из шести силиконовых стержней, имплантированных веером на плечо, над 

локтевым сгибом. Имплантат обеспечивал пятилетний эффективный контроль 

беременности, однако был снят с производства после того, как подвергся активной 

критике из-за осложнений, связанных со сложностью его хирургического 

удаления. Тем не менее, Jadelle, версия Norplant с двумя стержнями, была одобрена 

FDA в 1996 году, и позже было показано, что она имеет аналогичные эффекты. 

Однако этот продукт был снят с производства в Соединенных Штатах Америки 

(США) и в настоящее время используется в других странах [34]. Обеспокоенность 

врачебного и научного сообщества по поводу обоих имплантатов была связана с 

силиконовым составом стержней [45]. Сообщалось о нескольких случаях 

осложнений в участках имплантации, но опубликованные работы не содержали 

четкого указания на возможный ПИФ [46, 47]. 

Implanon – одобренный FDA одностержневой имплантируемый 

контрацептив с 68 мг этоногестрела. Он широко используется во всем мире и 

заслужил репутацию безопасного и эффективного средства контроля 

беременности. Implanon имплантируется под кожу внутренней стороны плеча и 

обеспечивает достаточное ежедневное высвобождение этоногестрела в течение 

трех-пяти лет [48]. О реакциях на инородное тело сообщалось только в нескольких 

статьях, осветивших отдельные клинические случаи [49, 50]. К сожалению, 

исследований биопсии не проводилось, однако поздняя реакция в одном случае и 

устойчивое к антибиотикам отторжение имплантата, вызвавшее изъязвление 

поверхности кожи у другого пациента, указывают на роль хронического 

воспаления. Одним из серьезных осложнений, о котором часто сообщали и врачи, 
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и пациенты, была миграция имплантата, обычно в краниальном направлении [51]. 

По этой причине на рынок была выпущена современная модель ИСДЛ с 

этоногестрелом, содержащая рентгеноконтрастный ингредиент сульфат бария, 

Nexplanon. В исследовании Nexplanon Observational Risk Assessment была собрана 

информация от врачей об удалении 4373 ИСДЛ и сообщается, что наиболее частой 

проблемой было разрастание фиброзной ткани вокруг имплантата (29 случаев). 

Несколько врачей сообщили о пациентах с антибиотикоустойчивыми 

воспалительными реакциями в месте имплантации Nexplanon, развившимися в 

поздний послеимплантационный период [52, 53]. Однако, у одной из пациенток 

развилась реакция после того, как она решила перейти с Implanon на Nexplanon, что 

поднимает вопрос о возможной реакции на новый химический состав, включая 

барий. В другом случае гистологическое исследование показало активные 

макрофагальные и мастоцитарные реакции ткани, окружающей Nexplanon [13]. 

Недавно имплантируемые гранулы тестостерона, Testopel, наконец, дошли 

до широкого клинического применения после их одобрения FDA в 1972 году. Эта 

ИСДЛ назначается пациентам с синдромом дефицита тестостерона и состоит из 

нескольких гранул, которые имплантируются под кожу живота или ягодиц [54]. 

Testopel поддерживает терапевтический уровень тестостерона в течение 4-6 

месяцев. Было показано, что иногда на месте имплантации остаются рубцы даже 

после растворения гранул, и это заставляет врачей выбирать новое место для 

каждой имплантации [55]. 

Имплантат Viadur, высвобождающий лейпролид, стал первым ИСДЛ для 

пациентов с раком простаты [56]. Он доставлял лекарство в течение 12 месяцев и 

был доступен в США с 2000 по 2007 год. Однако размер имплантата был довольно 

значительным (4 мм x 45 мм), а клинические данные о рыночной фазе очень 

ограничены. Тем не менее было показано, что система доставки обладает высокой 

биосовместимостью [57]. 

Высвобождающие гистрелин имплантаты Vantas и Supprelin LA являются 

коммерчески доступными ИСДЛ. Vantas используется для доставки гистрелина 

пациентам с раком простаты в суточных дозах 50 мг в течение 1 года [58]. Supprelin 
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LA ежедневно высвобождает 65 мг гистрелина детям с центральным 

преждевременным половым созреванием в течение того же периода [59]. 

Интересно, что оба ИСДЛ рассматриваются как кандидаты для подавления 

полового созревания у детей с гендерной дисфорией [60]. Есть только один 

зарегистрированный случай возможной тканевой реакции на имплантат, 

высвобождающий гистрелин (Supprelin LA), в котором стерильные абсцессы 

образовывались два раза после имплантации ИСДЛ под кожу на разных руках [61]. 

Самым последним дополнением к ИСДЛ, одобренным FDA, является 

Probuphin, имплантат, высвобождающий бупренорфин, для заместительной 

терапии пациентов с опиоидной зависимостью. Система имплантата состоит из 

четырех стержней, имплантированных под кожу плеча, по ориентации напоминая 

Norplast [14]. Probuphin обеспечивает высвобождение лекарства в течение 6 

месяцев, позволяя пациентам вести полноценную социальную жизнь без 

ежедневных посещений врачей. О реакциях на имплантат не сообщалось. Однако 

в одном клиническом случае стержни Probuphin были эксплантированы из 

окружающих фиброзных тканей через 7 лет после введения. Сканирующая 

электронная микроскопия не выявила изменений в структуре имплантата или 

прорастания конструкта фиброзной тканью [62]. 

1.2.2 Имплантируемые помпы 

Другая группа ИСДЛ — это имплантируемые помпы, которые значительно 

отличаются от описанных выше имплантатов как по размеру, так и по способу и 

локализации высвобождения лекарственных средств. 

InfusAid была первой имплантируемой системой интратекальной доставки 

лекарств, которая была одобрена FDA в 1982 году. Она быстро распространила 

концепцию доставки лекарства к ткани-мишени среди врачей всех областей. 

Первоначально ИСДЛ была одобрена для гепарина и флоксуридина для лечения 

рака и метастазов в печени. Но за короткий период времени она получила 

одобрение для доставки также инсулина, морфина, 5-фторуроцила, метотрексата, 
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глицерина, блеомицина, цисплатина, амикацина и нетилмицина [63]. Однако 

применение InfusAid для доставки химиотерапии через печеночную артерию 

приводило к серьезной гепатобилиарной токсичности у большинства пациентов 

[64]. Более того, был описан тяжелый фиброз билиарной системы, развившийся как 

осложнение инфузии флоксуридина в печеночную артерию [65]. Применение 

InfusAid в качестве искусственной поджелудочной железы у пациентов с сахарным 

диабетом часто сопровождалось тяжелыми осложнениями, включая обтурацию 

внутрибрюшного катетера [66]. К этим причинам добавились сообщения о 

имплантат-ассоциированных поражениях спинного мозга, вызванных 

интратекальными катетерами, что привело к прекращению использования помпы, 

которая была заменена вторым поколением ИСДЛ [67]. 

SynchroMed II — это наиболее широко используемый имплантируемый насос 

для пролонгированной доставки лекарств. Его первоначальная версия, SynchroMed, 

была одобрена FDA в 1991 году. Он применяется для интратекальной доставки 

баклофена при тяжелой спастичности и морфина и зиконотида для снятия боли [68, 

69]. Кроме того, FDA одобрило внутривенное введение трепростинила пациентам 

с легочной артериальной гипертензией. Система состоит из двух отдельно 

установленных компонентов - резервуара объемом 20 или 40 мл и катетера. Объем 

помпы значительный, так как в ней находится батарея, рассчитанная на работу до 

7 лет. Катетеры различаются по длине и форме из-за разных маршрутов 

имплантации. Основным преимуществом насосной системы является возможность 

программирования, позволяющая как врачу, так и пациенту возможность 

использовать инструмент для точной и динамической коррекции дозировки. 

Осложнения, связанные с помпой, можно разделить на проблемы, связанные 

с катетером (миграция, смещение, разрыв, перекручивание, закупорка), с помпой 

(вращение, сбой, неправильная инфузия) и хирургическим вмешательством 

(инфекция, утечка спинномозговой жидкости) [70]. Вскоре после того, как 

SynchroMed стал коммерчески доступным, он стал предметом научных дискуссий 

об осложнениях, связанных с интратекальным катетером, в частности, об 

образовании асептических гранулем с последующими неврологическими 
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последствиями [71]. Опрос нейрохирургов, имплантирующих насосы SynchroMed 

и InfusAid, показал, что 31 (6%) респондент сообщили, что у их пациентов 

отмечались повреждения вокруг имплантированных катетеров [72]. У 15 (43%) 

пациентов развился парез или паралич, состояние 10 из них улучшить не 

получилось. Большинство опубликованных работ содержали гистологические 

микрофотографии гранулем. Позже эти осложнения были воспроизведены у овец, 

в модели компрессии спинного мозга, через 43 дня после операции [73]. Наконец, 

исследование по оценке гранулематозных ответов на интратекальные катетеры на 

модели собак с несколькими контрольными группами (включая помпу SynchroMed 

II) показало, что гранулематозные поражения и инфильтрация иммунными 

клетками спинного мозга коррелировали с дозировками и концентрацией морфина 

[74]. Катетеры, высвобождающие физиологический раствор, приводили к 

компенсированному сдавлению спинного мозга без дегенерации его структуры, в 

то время как катетеры с морфином вызывали инфильтрацию тканей нейтрофилами, 

макрофагами и плазматическими клетками. Другая патология, рубцовая 

трансформация кожного кармана, происходит из-за прямого контакта помпы с 

апоневрозом и подкожно-жировой клетчаткой, а также повторных инъекций [75]. 

В результате могут произойти два серьезных осложнения - отсоединение катетера 

или нарушение процесса заправки помпы лекарством, что приводит к 

передозировке [76, 77]. 

Компания Codman 3000 представила новую конструктивную модель 

инфузионного насоса, которая не требовала батареи при работе с газожидкостной 

двигательной системой, управляемой температурой тела. Это нововведение 

устранило необходимость замены помпы. Устройство было одобрено FDA для 

интратекальной доставки морфина и баклофена для обезболивания и 

противоопухолевых инфузий через печеночную артерию [78]. Несмотря на 

многообещающие результаты, в 2018 году устройство было снято с производства, 

что можно объяснить высокой ценой и низким спросом (300 проданных помп за 

год в США) [35]. Недавно эта технология была приобретена Intera Oncology и 



24 

 

продается как единственное одобренное FDA устройство для инфузии 

флоксуридина в печеночную артерию. 

Система интратекальной доставки лекарств Prometra II сочетает в себе 

лучшие характеристики осмотического и инфузионного насосов за счет добавления 

точной системы управления клапаном, питаемой от батареи. Она вышла на рынок 

как система доставки морфина и недавно была одобрена FDA для лечения 

спастичности баклофеном при различных состояниях, включая рассеянный склероз 

[35]. К сожалению, нет литературы, посвященной осложнениям, связанным с 

устройством, но можно ожидать больше информации в ближайшие годы благодаря 

инновационному подходу к динамическому управлению дозировкой анальгетиков. 

1.2.3 Глазные имплантируемые системы доставки лекарств 

Основными причинами необратимой слепоты и нарушения зрения являются 

дегенеративные заболевания сетчатки, от которых страдают миллионы людей во 

всем мире. К основным заболеваниям, ведущим к дистрофии сетчатки, относят 

диабетическую ретинопатию, глаукому и дегенерацию желтого пятна [79]. Самым 

распространенным способом местного лечения офтальмологической патологии 

остается нанесение капель на поверхность глаза. Такое лечение эффективно при 

лечении роговицы и заболеваний переднего сегмента глаза, таких как 

конъюнктивит, блефарит, кератит, сухость глаз. Но такой подход мало эффективен 

при заболеваниях заднего сегмента глаза. Было подсчитано, что обычно менее 5% 

лекарственного средства для местного применения фактически проникает через 

роговицу и в конечном итоге достигает внутриглазных тканей [80]. В настоящее 

время лечение заболеваний, поражающих задний сегмент, ограничивается 

сложностью введения эффективных доз лекарств. Стратегии введения с 

использованием интравитреальных инъекций эффективны в преодолении 

барьеров, связанных с местным и системным введением офтальмологических 

препаратов. Внутриглазные инъекции стали стандартом лечения ряда 

офтальмологических заболеваний, особенно после одобрения ранибизумаба и 
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последующего одобрения афлиберцепта для лечения влажной формы возрастной 

макулярной дегенерация [81]. Интравитреальная инъекция является инвазивной и 

связана с серьезными побочными эффектами: кровотечением, ощущением 

инородного тела, стойким дискомфортом, отслоением сетчатки, развитием 

катаракты и бактериальным эндофтальмитом [82]. Плохое соблюдение пациентом 

режима лечения, трудности с точным введением лекарств и вариативная 

эффективность лекарств могут препятствовать достижению желаемых 

терапевтических результатов при глазных заболеваниях. 

Имплантируемые устройства для доставки лекарств обладают многими 

преимуществами, такими как адресная местная доставка лекарств с постоянной 

скоростью, меньшая дозировка лекарств, необходимых для лечения 

патологического состояния, минимизация потенциальных побочных эффектов и 

повышенная эффективность лечения. Внутриглазные имплантаты, которые обычно 

классифицируются как небиоразлагаемые и биоразлагаемые ИСДЛ, 

трансплантируются непосредственно в стекловидное тело. Хирургическая 

фиксация ИСДЛ является инвазивной операцией и может привести к осложнениям, 

аналогичным тем, которые возникают при интравитреальных инъекциях [80]. Как 

правило, небиоразлагаемые ИСДЛ удерживают лекарство в резервуаре с 

небиоразлагаемыми мембранами для контроля высвобождения [83]. Они состоят 

из поливинилового спирта, этиленвинилацетата, полисульфонового капиллярного 

волокна [84]. 

В 1996 г. небиоразлагаемый имплантат Vitrasert был одобрен FDA для 

лечения цитомегаловирусного ретинита [85]. Имплант изготовлен из 

этиленвинилацетата и поливинилацетата, покрытых слоями гранулированного 

ганцикловира. Это устройство подшивали к склере. Небольшое отверстие в 

оболочке обеспечивает контроль высвобождения лекарства посредством 

пассивной диффузии в течение 6-8 месяцев [84]. После истечения срока действия 

имплантат требует хирургическое удаление. Послеоперационные осложнения 

возникали в 12% процедур имплантации ИСДЛ с ганцикловиром и включали 

регматогенную отслойку сетчатки, кровоизлияние в стекловидное тело, 
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эндофтальмит и кистозный макулярный отек с вовлечением эпиретинальной 

мембраны [86]. Имплантат Vitrasert был изъят с европейского рынка Европейским 

агентством по оценке лекарственных средств в 2002 году из-за осложнений, а 

именно отслоения сетчатки [87]. 

Имплантат Retisert применяется для лечения хронического неинфекционного 

заднего увеита. Интравитреальный имплантат получил одобрение FDA и стал 

широкодоступным в 2005 году. Имплант Retisert состоит из центрального ядра, 

состоящего из флуцинолона ацетонида, сжатого до диаметра 1,5 мм. Таблетка 

лекарственного средства покрыта непроницаемым силиконовым покрытием с 

отверстием для высвобождения препарата. Это устройство доставляет 0,59 мг 

флуцинолона ацетонида в течение 2,5 лет, но затем его необходимо удалить [84]. 

ИСДЛ имплантируется в стекловидное тело, где фиксируется хирургическими 

швами. Имплант Retisert может распадаться, что приводит к интраоперационным 

осложнениям, включая задний разрыв сетчатки и ограниченное 

супрахориоидальное кровоизлияние [88]. В клинических испытаниях Retisert у 50–

90% пациентов наиболее часто встречались побочные эффекты со стороны глаз, 

включая катаракту, повышение внутриглазного давления, послеоперационные 

осложнения и боль в глазах [89]. На основании клинических испытаний этого 

устройства, в течение 3 лет после имплантации примерно 77% пациентов 

потребуются препараты для снижения внутриглазного давления, а 37% пациентов 

потребуются процедуры фильтрации для контроля внутриглазного давления [90]. 

Также были зарегистрированы случаи цитомегаловирусного эндотелиита 

роговицы после имплантации флуоцинолона при увеите [91, 92]. 

Имплантат Iluvien — это недавно одобренная FDA (2014) небиоразлагаемая 

ИСДЛ с замедленным высвобождением флуоцинолона ацетонида, применяемая 

для лечения диабетического макулярного отека. Это устройство состоит из 

небольшой цилиндрической полиимидной трубки с мембранами для 

высвобождения лекарства с обоих концах трубки [93]. Имплант вводится в задний 

сегмент глаза с помощью иглы, создавая самовосстанавливающееся отверстие. Это 

устройство рассчитано на срок до 3 лет и сводит к минимуму системные 
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токсические эффекты. Через 36 месяцев можно установить новый имплант, не 

удаляя предыдущий. Сообщений о побочных эффектах от установки одновременно 

нескольких имплантатов в глаз на настоящий момент не было [94-96]. Тем не 

менее, со временем после имплантации может развиться глазная гипертензия - одно 

из наиболее частых побочных эффектов, связанных с применением внутриглазных 

стероидов [15]. Более того, миграция имплантата Iluvien в передний сегмент глаза 

может потребовать сложное хирургическое вмешательство [97]. 

Система доставки лекарственного средства дексаметазон Ozurdex 

представляет собой биоразлагаемый интравитреальный имплантат, который 

высвобождает небольшое количество (700 мкг) глюкокортикоидного 

дексаметазона в течение 6 месяцев. Он был одобрен FDA в 2009 году в качестве 

терапии первой линии для лечения отека желтого пятна после окклюзии ветви или 

центральной вены сетчатки, а также при неинфекционном заднем увеите [98]. 

Ozurdex вводится в полость стекловидного тела через иглу. Имплантат имеет 

двухфазное высвобождение препарата с ускоренным высвобождением в течение 

первых 2 месяцев, за которым следует поддерживающая доза до 6 месяцев [99]. 

Замедленное высвобождение обеспечивается матрицей цилиндрической 

сополимера молочной и гликолевой кислоты, которая полностью растворяется in 

vivo. Основными последствиями интравитреальной имплантации дексаметазона 

(Ozurdex) являются глазная гипертензия и катаракта [100]. Клинические 

исследования показали, что глазная гипертензия регистрировалась для 28,5% 

инъецированных глаз. К другим зарегистрированных осложнениям относились 

конъюнктивальное кровотечение (22%), боль в глазах (8%), гиперемия 

конъюнктивы (7%), катаракта (5%), отслойка стекловидного тела (2%), головная 

боль (4%), а лекарства для снижения внутриглазного давления требовались для 

31% глаз [101, 102]. Некоторые из отмеченных осложнений представляли собой 

эпиретинальный фиброз, развившийся вокруг имплантата в послеоперационном 

периоде, который привел к повторной отслойке сетчатки, дефекту структуры 

имплантата Ozurdex в полости стекловидного тела и миграции имплантата в 

передний сегмент глаза [103-106]. 
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Dextenza (гидрогелевая интраканаликулярная пробка) одобрена для лечения 

боли и воспаления после операции по удалению катаракты. Внутрь слезного 

канальца помещается инсерт с замедленным высвобождением 0,4 мг 

дексаметазона, гарантируя последовательную и равномерную доставку 

лекарственного средства к поверхности глаза в течение 30 дней после однократного 

введения [107]. Дексаметазоновый инсерт вводится в каналец, набухает при 

гидратации и фиксируется на месте, не требуя хирургического удаления: после 

лечения он растворяется и выходит через носослезную систему [108]. Наиболее 

частыми побочными реакциями со стороны глаз были воспаление передней 

сегмента, включая ирит и иридоциклит (10%), повышение внутриглазного 

давления (6%), снижение остроты зрения (2%), боль в глазах (1%), кистозный 

макулярный отек (1%), отек роговицы (1%) и гиперемию конъюнктивы (1%). 

Достижения в области биоматериалов и фармацевтики привели к 

значительному развитию инновационных глазных имплантатов. 

Небиоразлагаемый имплантат спиральной формы, покрытый триамцинолоном, I-

vation, был разработан для высвобождения препарата в течение 36 месяцев у 

пациентов с диабетическим макулярным отеком. Однако устройство вызывало 

осложнения, включая повышение внутриглазного давления и катаракту, и его 

исследование было прекращено после 2 фазы клинических испытаний [109]. 

Другой подход к пролонгированной доставке лекарств был реализован с помощью 

технологии Verisome, полностью биоразлагаемой жидкой формы активного 

вещества. DEXYCU, содержащий дексаметазон на носителе Verisome, получил 

одобрение FDA для лечения послеоперационного воспаления в 2018 году. Хотя эта 

конкретная форма доставки лекарств ближе к препаратам замедленного действия, 

чем имплантаты, технология может поддерживать эффективную концентрацию 

препарата в течение нескольких месяцев [110]. Имплант с инкапсулированной 

клеточной технологией, Renexus, проходит клинические испытания для лечения 

телеангиэктазии желтого пятна и глаукомы. Генетически модифицированные 

клетки высвобождают цилиарный нейротрофический фактор человека в течение 18 

месяцев [111]. Фаза 3 клинических испытаний безопасности и эффективности 
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Renexus при телеангиэктазии желтого пятна завершится в 2022 году, а 

предполагаемая дата завершения двойной интравитреальной имплантации Renexus 

при глаукоме – в конце 2023 года. Наконец, последние разработки в области 

контактных линз с лекарственным покрытием показывают их преимущество по 

сравнению с антиглаукомными каплями и гелями [112]. Постоянное поддержание 

низкого уровня внутриглазного давления имеет важное значение для 

предотвращения прогрессирующей потери зрения. Фаза 2 раннего исследования 

лечения глаукомы с помощью контактных линз с лекарственным покрытием LLT-

BMT1 была завершена в 2021 году. 

1.2.4 Нейрональные имплантируемые системы доставки лекарств 

Проблема доставки лекарств в мозг заключается в первую очередь в 

преодолении гематоэнцефалического барьера. Именно на ИСДЛ возлагаются 

надежды как на форму доставки многих противоопухолевых лекарственных 

агентов, так как колокализация с тканью-мишенью позволит обойти это 

ограничение. В настоящее время основной областью внутричерепного применения 

ИСДЛ является лечение злокачественных глиальных опухолей.  

Есть только четыре препарата и два устройства, которые были одобрены FDA 

для лечения злокачественных глиом: темозоломид, ломустин, кармустин для 

внутривенного введения, бевацизумаб, электромагнитные поля и пластины с 

кармустином [113]. Gliadel — это полимерный биоразлагаемый имплантат в форме 

круглой пластины, содержащий кармустин. Эта ИСДЛ была одобрена для лечения 

рецидивирующих глиом высокой степени злокачественности в 1996 году и была 

распространена на пациентов, перенесших первичную хирургическую резекцию в 

2003 году. Восемь пластин имплантируются непосредственно в полость после 

резекции опухоли для местной химиотерапии. Десятилетние 

мультиинституциональные исследования показали, что Gliadel продлевает общую 

выживаемость до 14-20 месяцев по сравнению с 12 месяцами у пациентов, 

получающих только лучевую терапию [16, 114]. Большой ретроспективный анализ 
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тысячи трепанаций черепа показал, что не было значительной разницы в частоте 

осложнений между группами Gliadel и простой резекции, в частности, в 

периоперационной инфекции области хирургического вмешательства, утечке 

спинномозговой жидкости, менингите, трудности заживления ран, 

симптоматическом злокачественном отеке, эпилептических судорогах, тромбозе 

глубоких вен или тромбоэмболии легочной артерии [114]. 

Было показано, что здоровая ткань мозга также реагирует на пластины 

Gliadel. Проспективное исследование выявило иммунофенотипы иммунных 

клеток, окружающих имплантаты, и ясно продемонстрировало, что количество 

клеток CD8+ и CD68+ было значительно выше, чем в контрольных резецированных 

тканях без ИСДЛ. Авторы связали противоопухолевое действие пластин Gliadel с 

рекрутированием иммунных клеток, убивающих опухолевые клетки, что может 

дополнять лечебный эффект кармустина [115]. Позже та же научная группа 

опубликовала статью о долгосрочном наблюдении после имплантации Gliadel с 

детальными гистологическими данными о паттернах макрофагов. В участке 

резекции не было заметно опухолевых клеток, хотя определялись CD68+ 

макрофаги. Эта пропорция переворачивалась по мере удаления от очага 

изначальной локализации глиомы [116]. На протяжении многих лет онкологи 

связывали пластины Gliadel с бактериальной инфекцией и местными сосудистыми 

реакциями [117, 118]. Однако накопление информации о тканевой реакции на 

имплантаты головного мозга важно для разработки новых внутричерепных 

имплантатов против ряда неврологических патологий. Пластины Gliadel все еще 

коммерчески доступны, однако они не стали стандартом лечения и постепенно 

потеряли интерес нейрохирургического сообщества из-за значительной разницы в 

показателях общей выживаемости между учреждениями и высокой стоимости. 

Область исследования неврологических имплантатов не ограничивается 

ИСДЛ головного мозга. Всё еще ожидаются результаты клинических испытаний 

кондуитов, обеспечивающих направленную регенерацию нервов с помощью 

локальной доставки лекарств [43]. Кроме того, существует ряд клинических 
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испытаний, посвященных доставке клеток и лекарств к участкам повреждения 

спинного мозга с целью контроля воспалительной реакции [119]. 

1.2.5 Сердечно-сосудистые имплантируемые системы доставки лекарств 

Баллонная коронарная ангиопластика является стандартом лечения 

пациентов с обструкцией коронарных или периферических артерий. Механическая 

реперфузия с имплантацией стента - операция, спасающая жизни пациентов с 

острым инфарктом миокарда. Первые имплантаты - металлические стенты - были 

высокоэффективными, но вызвали рестеноз внутри стента через 6–12 месяцев 

[120]. Морфология процесса заключалась в однородной неоинтимальной 

пролиферации с преобладанием гладкомышечных клеток сосудов. 

Разработка стентов с лекарственным покрытием нацелена на 

предотвращение пролиферативных изменений стенок сосудов и тромбоза, 

опосредованных проявлений реакции на инородное тело. ИСДЛ сосудов первого 

поколения (Cypher, Taxus, Xience, Promus, Endeavour, Resolute) были покрыты 

перманентными полимерами, доставляющими антипролиферативные препараты в 

течение 90-180 дней: паклитаксел, сиролимус, эверолимус и зотаролимус. Частота 

рестеноза после имплантации значительно снизилась по сравнению со стентами из 

чистого металла. Однако наблюдаемый риск тромбоза и около 10% встречаемости 

рестеноза наметили направление для последующих модификаций. Второе 

поколение сосудистых ИСДЛ (Orsiro, Synergy) было основано на 

биорезорбируемом полимерном покрытии металлических стентов сиролимусом, 

эверолимусом и биолимусом на срок 30-180 дней. К сожалению, 

распространенность рестеноза все еще составляла 5-10%, что можно объяснить 

действием как антипролиферативных препаратов, так и продуктов распада 

полимера. В результате морфологических исследований выявили, что стенки 

реперфузированных сосудов содержат признаки замедленной пролиферации 

интимы и очаги хронического воспаления. Еще одним осложнением этих стентов 

было развитие неоатеросклероза [121]. 
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Последнее направление развития проектирования стентов исследует 

возможность полной резорбции полимерного стента. FDA одобрило первый 

полностью рассасывающийся стент, Absorb GT1 Bioresorbable Vascular Scaffold 

System, для лечения ишемической болезни сердца в 2016 году. Хотя нет серьезных 

опасений по поводу биоинтеграции и ингибирования тромбоза этими 

конструкциями, продолжаются дискуссии о рисках использования стента из-за 

возможности дефекта конструкции и последующего разрыва кровеносного сосуда 

из-за прогрессирующей потери механической жесткости в течение периода 

резорбции. 

Ожидается, что сердечные пластыри, биоматериальные носители, станут 

«золотым стандартом» для ухода за больными с сердечно-сосудистыми 

заболеваниями в будущем. Их способность доставлять клетки и факторы роста для 

облегчения регенерации сердечной ткани была показана на животных моделях. 

Более того, возможность разработки систем высвобождения лекарств по запросу 

может стать чрезвычайно полезной при лечении пациентов с хроническими 

сердечными патологиями [122]. 

1.3 Моделирование фиброза в животных моделях 

Гипертрофические рубцы (ГР) — это очаги фиброза кожи, возникающие 

после травм, ожогов и хирургических операций. В отличие от нормотрофических 

рубцов они выбухают над поверхностью кожи и отличаются от них гиперплазией 

фибробластов, продольной ориентацией клеток и коллагеновых волокон. В 

отличие от келоидов они остаются в пределах исходной раны, не растут постоянно, 

не рецидивируют после удаления и не имеют узловатой структуры [123, 124]. Эти 

рубцы широко распространены в клинической практике [125], ими страдают 4,5–

16% населения [126]. ГР расположены выше поверхности здоровой кожи, обладают 

пониженной эластичностью и могут привести к образованию рубцовых 

контрактур. Часто они отличаются по цвету от здоровых участков кожи, зудят или 
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сопровождаются болью. ГР могут стать причиной инвалидности и социальной 

изоляции [125].  

ГР характеризуются стадийностью формирования и созревания. После 

эпителиализации раны грануляционная ткань трансформируется в рубцовую ткань 

[127, 128]. Этот процесс может занять несколько месяцев [129]. Затем рубцовая 

ткань подвергается инволюции и ремоделированию, что означает ее адаптацию к 

местной биомеханической нагрузке и системному ответу на травму. Изменения 

внешнего вида, гистологической структуры и функциональной активности рубца 

отражают его созревание. К ним относятся уменьшение объема и тургора рубца, 

изменение цвета (в сторону большего сходства с интактной кожей), а иногда и 

изменение интенсивности субъективных ощущений (зуд, боль и т.д.) [123, 130, 

131]. Согласно литературным данным, созревание ГР у человека обычно занимает 

от трех до шести месяцев [132], но может продолжаться и до нескольких лет [133]. 

Рекомендуется рассматривать период в 6-12 месяцев как среднее время, 

необходимое для созревания ГР [134].  

Морфологическая картина созревания рубца до конца не изучена [135]. С 

течением времени в рубце реорганизуется внеклеточный матрикс, подавляются 

воспалительные реакции, снижается васкуляризация и модифицируется фенотип 

фибробластов, включая трансдифференцировку фибробластов в миофибробласты, 

обеспечивающие сокращение рубца [123, 133, 135-140]. Скорость созревания рубца 

зависит от задержки эпителиализации, интенсивности контракции ткани [30, 140, 

141], а также размера и местоположения рубца (более крупные и глубокие раны 

имеют больше шансов на длительное созревание).  

Что важно для клинической практики, зрелая рубцовая ткань становится 

функционально инертной и гораздо меньше поддается лечению, чем рубцы, 

существующие менее одного года [125]. Известно, что в исследованиях по лечению 

рубцов голосовых складок на послеоперационное созревание фиброзной ткани 

выделяется не менее трех месяцев [142]. Зрелые рубцы представляют собой 

проблему, требующую решения хирургическим путем [131, 134]. В то же время 

хирургические вмешательства на молодых рубцах (когда ГР и келоиды менее четко 
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дифференцированы [143]) связаны с риском избыточного постоперативного 

рубцевания [123, 140]. Следовательно, необходимо более четкое понимание 

процесса созревания ГР.  

Модели ГР на животных имеют ряд ограничений из-за различий в структуре 

кожи и подкожных тканей и других физиологических аспектов между людьми и 

животными [144]. Ключевым отличием является более высокая эластичность и 

подвижность кожи животных, что приводит к более быстрому заживлению ран у 

животных [145]. Это считается важным ограничением при моделировании ГР. 

Прорывная модель ГР была предложена Morris и соавторами [30], которые 

обнаружили, что ишемические раны на вентральной стороне ушей кроликов 

заживают с образованием рубцов, визуально похожих на человеческие ГР. Эта 

модель [30] основана на четырех-шести круговых иссечениях кожи с удалением 

надхрящницы ушной раковины на вентральной стороне ушей кролика. Иссечение 

выполняется с помощью перфоратора для биопсии диаметром 6-10 мм. В этой 

модели эпителиализация наступает через 15-20 дней с последующим образованием 

рубцовой ткани через 30-60 дней с максимальным возвышением рубца через 30 

дней после операции. Модель [30] была подтверждена более чем в 70 

исследованиях как воспроизводимый инструмент для исследования новых 

диагностических методов и местного лечения рубцов [11, 145, 146]. Большинство 

этих работ выполнялись на сроках до формирования максимально высоких рубцов. 

Это означает, что созревание рубца в таких работах еще не завершилось. В то же 

время арсенал инструментов для объективного определения степени зрелости 

рубца ограничен [135, 143]. Кроме того, ограниченная продолжительность 

использования моделей рубцов, включая обычную модель на ухе кролика, остается 

серьезным препятствием для трансляции результатов экспериментов in vivo на 

людей [144]. 
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1.4 Терапевтические мишени тканевой реакции на биоматериалы 

Имплантация биоматериалов, протезов, устройств, ИСДЛ [147] и других 

ксеногенных структур в организм человека и животных сопровождается 

локальным иммунным ответом, известным как реакция на инородное тело [1, 148, 

149]. Он начинается с образования протеиновой «короны» и адгезии макрофагов и 

других клеток [7] на поверхности имплантата с последующим слиянием 

макрофагов в ГМКИТ и дальнейшим прогрессированием воспаления, ангиогенеза 

и созревания кровеносных сосудов, за которыми следует формированием 

фиброзной капсулы [1]. Острая фаза воспаления РИТ способствует разрушению 

(резорбции, лизису) имплантата, в то время как более поздняя фаза приводит к его 

инкапсуляции плотной капсулой соединительной ткани и изоляции от ткани 

хозяина. Баланс между ранним, провоспалительным, литическим и последним, 

профиброзным, РИТ регулируется соответствующим секреторным 

переключателем (известным как поляризация M1 и M2 [150, 151]) в популяции 

макрофагов, который, в значительной степени, зависит от свойств поверхности 

имплантата [152-156]. Маркеры макрофагов такого переключения включают, в 

частности, iNOS в качестве маркера острого воспаления / резорбтивной РИТ и Arg1 

в качестве маркера прорегенеративного / фиброзного ответа [8, 157]. Интересно, 

что ГМКИТ, которые формируются путем слияния макрофагов, также могут быть 

классифицированы по их поверхностным маркерам и профилю секретома как M1- 

или M2-поляризованные клетки [158]. Однако важно подчеркнуть, что макрофаги 

in vivo могут иметь смешанные фенотипы и коэкспрессировать маркеры M1 и M2, 

отражая скорее континуум функциональных преобразований [40]. 

Степень биодеградации имплантата зависит от свойств его материала. Это 

позволяет классифицировать имплантируемые материалы и устройства как 

полностью или частично биодеградируемые и небиодеградируемые [147, 159]. 

Скаффолды чаще всего состоят полностью или частично из волокон коллагена, 

придающих конструкту высокую биологическую совместимость, но относительно 

быстро резорбируемых [160]. Имплантация небиодеградируемых конструктов 
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приводит к макрофагальной реакции и образованию ГМКИТ [7], что приводит к 

хроническому РИТ и чрезмерному фиброзу, в то время как биодеградируемые 

имплантаты вызывают последовательность и комбинацию как резорбтивного, так 

и фиброзного ответа [7]. 

Имплантация медленно биодеградируемых и небиодеградируемых структур 

через 2–4 недели приводит к росту незрелой грануляционной ткани, обогащенной 

фибробластами и капиллярами крови, аналогичной грануляционной ткани в ранах, 

между слоем ГМКИТ и резидентной тканью пациента. Эта незрелая ткань 

постепенно замещается волокнистой соединительной тканью и становится 

капсулой вокруг имплантата [1]. Капсула имплантата на ранней стадии обогащена 

кровеносными сосудами, фибробластами и иммунными клетками [1]. Дальнейшее 

созревание капсулы отражает процесс ПИФ [1]. Хотя ПИФ все еще находится под 

значительным влиянием воспалительной фазы РИТ и, в частности, макрофагов с 

M1 поляризацией [36], он также значительно регулируется путем ТРФбета-1 [9, 10]. 

Это связано с активацией фибробластов, перицитов и макрофагов. Многие из этих 

клеток экспрессируют миофибробластоподобный фенотип (маркер α-SMA) и 

способствуют чрезмерному накоплению компонентов внеклеточного матрикса и 

сокращению ткани капсулы. 

Осложнения, связанные с РИТ и ПИФ, являются широкой проблемой в 

реконструктивной хирургии и регенеративной медицине [2, 5, 161]. Рубцы и 

контрактуры ткани вокруг имплантата являются одними из наиболее 

распространенных и плохо контролируемых проблем, возникающих после 

имплантаций, включая побочные реакции, связанные с имплантацией устройств с 

лекарственным покрытием [162]. Одним из предлагаемых решений этой проблемы 

является применение ИСДЛ, которые обеспечивают локальную доставку 

соединений, способных модулировать РИТ [10, 24-26]. В этом отношении наиболее 

известный подход подразумевает доставку нестероидных противовоспалительных 

препаратов, глюкокортикоидов, ингибиторов тирозинкиназ, стимуляторов 

ангиогенеза и других классов препаратов [10, 39, 162]. 
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Диапазон одобренных FDA препаратов с доказанным антифибротическим 

действием в настоящее время ограничен антагонистом ТРФбета-1 пирфенидоном 

(ПФ) и ингибитором ангиокиназы, нинтеданибом. Оба препарата используются 

при лечении идиопатического фиброза легких. Активность ПФ по блокированию 

ТРФбета-1 [163], а также ключевая роль ТРФбета-1 в различных фибротических 

патологиях делают этот препарат ведущим противофиброзным средством. Было 

продемонстрировано, что ПФ подавляет трансдифференцировку фибробластов в 

миофибробласты и подавляет реполяризацию макрофагов в сторону 

профибротического фенотипа M2, что приводит к снижению накопления коллагена 

и активации других антифиброзных механизмов [164]. Важно отметить, что ПФ 

действует не только на эффекты ТРФбета-1, связанные с M2-поляризованными 

макрофагами, но также подавляет синтез провоспалительного цитокина фактора 

некроза опухолей-α [165, 166], преимущественно секретируемого M1 

макрофагами. Более того, спектр фармакологических эффектов позволяют 

классифицировать ПФ как иммунодепрессант, обладающий не только 

антифиброзным, но и противовоспалительным, антиоксидантным [167] и 

фототоксическим [168] действием. Потенциальные терапевтические применения 

ПФ (помимо идиопатического фиброза легких) привлекают значительное 

внимание. Многообещающие эффекты ПФ были продемонстрированы при 

клиническом и экспериментальном лечении ожогов [169], фиброза печени [170], 

почечного интерстициального фиброза, связанного с хроническим отторжением 

аллотрансплантата почки [171], язв диабетической стопы [172], глаукомы [173, 

174], рассеянного склероза [175], несколько типов злокачественных опухолей [176-

183] и других болезней. 

Однако, несмотря на доказанную эффективность ПФ против гиперактивации 

ТРФбета-1, существуют серьезные препятствия для более широкого применения 

этого препарата при лечении органоспецифических фиброзов. Во-первых, природа 

сигнального пути ТРФбета-1 указывает на то, что системное применение ПФ 

может оказать влияние на его физиологическую роль в репарации и нормальном 

морфогенезе. Другая проблема связана с фармакокинетическими свойствами и 
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побочными эффектами ПФ, который применяется в виде таблеток для приема 

внутрь. С увеличением дозы во время курса лечения могут развиться желудочно-

кишечные осложнения и фоточувствительность кожи. Период полувыведения ПФ 

менее 3ч. ПФ также имеет сильное сродство к белку и быстро выводится из 

организма [184]. Фототоксичность ПФ - дополнительная проблема, связанная с его 

системным применением [168]. Эти обстоятельства, а также необходимость 

высокой частоты перорального приема и стоимость лечения указывают на то, что 

местная доставка и устойчивое / пролонгированное высвобождение ПФ может 

помочь значительно повысить эффективность и безопасность ПФ [170, 185-188]. 

Было показано, что местно применяемый гель, содержащий ПФ, эффективен 

при гипертрофических рубцах у детей [189]. Перорально введенный ПФ уменьшал 

ПИФ в экспериментальном исследовании протезирования груди с помощью 

силиконовых имплантатов у крыс через 56 дней после имплантации [190]. 

Недавнее исследование продемонстрировало возможность предотвращения 

рубцевания внутриглазной инъекцией ПФ, выполненной после имплантации 

дренажного устройства против глаукомы, и указало на перспективность местного 

введения ПФ для контроля РИТ [164]. Однако простой локальной доставки 

недостаточно, чтобы справиться с проблемой короткого времени циркуляции ПФ 

и быстрого снижения активной дозы. Одно из возможных решений этой проблемы 

может быть основано на разработке ИСДЛ с пролонгированным высвобождением 

ПФ. Применение полимерных ИСДЛ для доставки ПФ может стать одним из 

наиболее осуществимых и адаптивных подходов из-за широкого спектра 

возможностей контроля над составом и свойствами материалов медицинских 

полимеров, наличия клинически одобренных медленно биодеградируемых 

материалов, таких как полимолочная кислота, или полилактид (ПЛА), и ее 

сополимеры (подробно рассмотренные в работах [191] и [192]), а также технологии 

изготовления имплантатов из этих соединений [147, 159]. Ограничением 

применения полимерной основы для ИСДЛ является гидрофобность полимеров на 

основе ПЛА [192], которая снижает нагрузочную способность таких имплантатов 

для высокогидрофильных лекарственных средств [188]. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1 Моделирование гипертрофических рубцов 

2.1.1 Хирургическое моделирование гипертрофических рубцов 

Эксперимент на восьми кроликах породы шиншилла (самцы, 2-2,5 кг) был 

одобрен Локальным этическим комитетом Сеченовского университета (протокол 

заседания № 06-19 / 15.05.2019). Животных содержали по одному в клетке и 

обеспечивали комплексным гранулированным лабораторным кормом и 

постоянным доступом к воде. На левом ухе каждого кролика моделировали по три 

ГР в соответствии с опубликованным протоколом [30, 141] с небольшими 

изменениями. Дефекты кожи и надхрящницы на всю толщину создавались с 

помощью 10-мм стерильного биопсийного перфоратора. Перед операцией 

животных анестезировали внутримышечной инъекцией ЗОЛЕТИЛА 100 (VIRBAC, 

Франция; 6 мг / на 1 кг массы тела) с локальной инфильтрацией операционного 

поля 0,5% новокаином. Раны накрывали пластырями Cosmopor E (Paul Hartmann, 

Германия). Послеоперационную антибактериальную терапию проводили путем 

внутримышечных инъекций Байтрила 5% (Bayer, Германия; 5 мг энрофлоксацина 

на 1 кг массы тела животного), ежедневно в течение пяти дней после операции. 

 

Таблица 1 – Сводная таблица лабораторных животных и объектов исследования в 

эксперименте по моделированию гипертрофических рубцов 

Параметр исследования Значение 

Количество кроликов-шиншилл 8 

Количество моделированных 

рубцов 
24 

Количество неповрежденных 

фрагментов кожи 
6 

Временные точки эксперимента ПОД30, ПОД60, ПОД90, ПОД120 
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Рисунок 1 – Схематическое изображение участков моделирования ГР на ушах 

кроликов, а также временные точки и экспериментальные методы 

 

На 30-й, 60-й, 90-й и 120-й послеоперационные дни (ПОД) кроликов 

выводили из эксперимента инъекцией ЗОЛЕТИЛА 100 (60 мг / кг массы тела 

животного). Усыпляли по двое животных на каждую временную точку 

эксперимента. От каждого животного собирали по три рубца вместе с 2-3 мм 

ободком окружающей кожи. Каждый образец ткани был разделен на три части: 

половину каждого образца фиксировали в 10% нейтральном забуференном 

формалине для гистологического анализа; треть исходного образца была 

погружена в криогель O.C.T. и заморожена в жидком азоте для 

иммуногистохимического окрашивания. Оставшиеся фрагменты рубцов помещали 

в физиологический раствор для проведения биохимических анализов (Рисунок 1). 

Неповрежденные (контрольные) фрагменты кожи были вырезаны из правых ушей 

животных, выведенных из эксперимента на ПОД30 (Таблица 1). 
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2.1.2 Гистологический анализ 

Фиксированные в 10% нейтральном забуференном формалине ткани 

заливали в парафиновые блоки в строгой ориентации, обеспечивающей получение 

срезов в перпендикулярной поверхности кожи плоскости. Срезы толщиной 3-4 

микрометра окрашивали гематоксилином и эозином (ГЭ) и пикросириусом 

красным (ПСК) и исследовали с помощью универсального микроскопа LEICA 

DM4000 B, оснащенного видеокамерой LEICA DFC7000 T. Камера работает под 

управлением программного обеспечения LAS V4.8 (Leica Microsystems, Германия). 

Образцы изучали стандартной оптической микроскопией и в поляризованном 

свете. 

2.1.3 Иммуногистохимический анализ 

Срезы замороженных тканей толщиной четыре мкм получали с помощью 

криотома Leica CM1950, обрабатывали 3% H2O2 и блокирующим раствором (Cell 

Marque, Германия), инкубировали с мышиными моноклональными первичными 

антителами против коллагена типа I (GTX26308, GeneTex, США, разведение 

1:4000) и вторичными козьими антителами, конъюгированными с пероксидазой 

хрена (G-21040, Invitrogen, США, разведенные 1:1000). Образованные иммунные 

комплексы выявляли с помощью диаминобензидина с контрастированием 

гематоксилином. Образцы изучали стандартной оптической микроскопией с 

помощью универсального микроскопа LEICA DM4000 B, оснащенного 

видеокамерой LEICA DFC7000 T, под управлением программного обеспечения 

LAS V4.8 (Leica Microsystems, Германия). 

2.1.4 Морфометрический анализ 

Линейные измерения на микрофотографиях гистологических препаратов 

производили в программном обеспечении LAS V4.8 (Leica Microsystems, 

Германия). Толщину рубца измеряли в каждом образце на пяти полях зрения как 
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расстояние от базальной мембраны эпителия до надхрящницы. Фибротический 

индекс оценивали как отношение (%) толщины рубцовой ткани с параллельными 

пучками коллагена к средней общей толщине рубца. Количество клеток в рубцовой 

ткани подсчитывали при 400-кратном увеличении в 10 случайных полях зрения в 

каждом образце и рассчитывали среднее количество клеток вех типов на один мм2 

среза ткани. Гистологические признаки воспаления в рубце по сравнению с 

окружающей нормальной кожей оценивали с использованием полуколичественной 

оценки (Таблица 2). 

 

Таблица 2 – Критерии полуколичественной оценки морфологических признаков 

воспаления в рубцовой ткани 

Индекс 

воспаления 
Критерий 

0 
Отсутствие очаговых инфильтраций иммунными клетками 

(лимфоцитами и/ или нейтрофилами) 

1 Несколько очаговых инфильтраций иммунными клетками 

2 

Множественные очаговые инфильтрации иммунными 

клетками и/ или микроциркуляторные нарушения в единичных 

кровеносных сосудах (сладж эритроцитов, тромбоз сосудов, 

кровоизлияния) 

3 

Диффузная инфильтрация иммунными клетками и/ или 

микроциркуляторные нарушения в большинстве кровеносных 

сосудов 

 

2.1.5 Химический анализ 

Образцы высушенных тканей гидролизовали, и аминокислотный анализ 

проводили с помощью анализатора аминокислот Hitachi-835 (Hitachi, Япония) 

стандартным способом для анализа гидролизата белка с катионообменным 

разделением и постколоночной дериватизацией нингидрина. Содержание 

коллагена оценивали, принимая, что содержание гидроксипролина (Гип) в 

коллагене составляет 13,5% [193]. Для анализа гликозаминогликанов (ГАГ) 

небольшие кусочки ткани сушили, взвешивали и погружали в водяную баню при 
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85 °C на 12-15 минут для денатурации тройной спирали коллагена. После этого 

кусочки растворяли в растворе трипсина с концентрацией 1 мг/мл, содержащем 

0,02% (мас/об) азида натрия, в течение 24 часов при 37 °C; суспензию 

центрифугировали. Количество ГАГ определяли в супернатанте с помощью 

анализа 1,9-диметилметиленового синего (MP Biomedicals, США), используя 

опубликованный метод [194] с небольшими модификациями. При приготовлении 

раствора заменили соляную кислоту на уксусную кислоту, исключили добавление 

хлорида натрия и добавили обработку раствора в ультразвуковой ванне в течение 

5 минут. Эти изменения позволили существенно улучшить калибровочный график. 

Калибровочные стандарты готовили с использованием раствора 

хондроитинсульфата А (C6737, Merck, Германия). Поглощение при 589 нм 

измеряли на спектрофотометре UV-1800 (Shimadzu, Япония), используя раствор 

1,9-диметилметиленового синего в качестве стандарта. 

2.1.6 Термический анализ 

Образцы тканей примерно 7–10 мг промокали салфеткой для удаления 

поверхностной воды и помещали в герметично закрытые алюминиевые поддоны. 

Измерения методом дифференциальной сканирующей калориметрии (ДСК) 

проводили на калориметре Phoenix DSC 204 (Netzsch, Германия). Нагревание 

осуществляли от 20 °C до 90 °C со скоростью сканирования 10 °C/мин. Полученные 

кривые ДСК анализировали с использованием программного обеспечения Proteus 

Thermal Analysis (Netzsch, Германия). Теплота денатурации коллагена была 

приведена к сухому весу ткани. Деконволюция данных ДСК в области 40-85 °C в 

пики Гаусса была выполнена путем подгонки нескольких пиков с использованием 

программного обеспечения Origin 8.0 (OriginLab, США). Долю соответствующей 

популяции коллагена в смеси оценивали по площади под каждым пиком 

(оценивали путем деконволюции пика). 
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2.1.7 Статистический анализ 

Статистический анализ проводили с помощью программного обеспечения 

GraphPad Prism 8.00 для Windows (GraphPad Software, США) и статистической 

программы SPSS 21.0 (International Business Machines, США). Нормальность 

распределения количественных данных проверялась тестом нормальности 

Шапиро-Уилка. Межгрупповые различия нормально распределенных данных 

(толщина рубца, количество клеток в 1мм2, фибротический индекс, данные 

химического и термического анализов) анализировали с помощью однофакторного 

дисперсионного анализа с тестом множественного сравнения Тьюки. Различия 

индексов воспаления между экспериментальными группами оценивали с помощью 

теста Краскела-Уоллиса с тестом множественного сравнения Данна. 

Непараметрические корреляции были проанализированы для изучения связей 

между исследуемыми переменными. Использовались двусторонние 

статистические тесты. P-значения ≤0,05 считались статистически значимыми. 

Результаты статистического анализа были представлены в виде графиков разброса 

со средними значениями и стандартными отклонениями (SD). 

2.2 Применение антифибротического скаффолда для контроля 

периимплантного фиброза 

2.2.1 Создание скаффолдов 

Гранулы поли-DL-лактида, полимера PURASORB PDL04 (1824008, Purac, 

Нидерланды), и ПФ (5-метил-1-фенил-2-[1H]-пиридон, HY-B0673, 

MedChemExpress, Китай) были использованы в качестве первичных материалов 

для создания имплантатов. Гранулы ПЛА (диаметром 2–3 мм) измельчали в 

ножевой мельнице и пропускали через сито для получения частиц размером <100 

мкм. Полученный полимерный порошок использовали для изготовления 

имплантатов, использованных в контрольных группах (ПЛА0 и ПЛА0+инПФ). 

Часть порошка полимера смешивали с навеской ПФ из расчета 500 мкг ПФ на 0,3 
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г полимера. Полученную смесь помещали в стеклянную пробирку диаметром 9 мм 

и высотой 35 мм, герметизировали фторсодержащей полимерной пленкой для 

предотвращения адгезии порошка и вспенивали в сверхкритическом диоксиде 

углерода (скCO2) при 45 °С и давлении 20 МПа в течение 2ч. 

Полученный совместно вспененный материал ПЛА и ПФ и чистый порошок 

ПЛА измельчали отдельно, просеивали во второй раз и использовали для 

формирования имплантатов в форме дисков (диаметром 10 мм и высотой 1 мм) 

ПЛА@ПФ и ПЛА0, соответственно. Формирование имплантатов осуществляли 

методом поверхностно-селективного лазерного спекания, описанным в наших 

предыдущих работах [44, 195] с небольшими изменениями. Порошки 

обрабатывали лазером с помощью инфракрасного лазера, скальпеля-коагулятора 

LS 1.9 (ИПГ ИРЭ-Полюс, Россия) с длиной волны 1,94 мкм при мощности 150 мВт 

и скорости сканирования 15 мм/с, обеспечивающих локальное спекание только 

поверхностей полимера (на глубину <2 мкм от поверхности частиц полимера) без 

значительных тепловых нагрузок на объем полимера. Температурный контроль 

спекания осуществляли с помощью инфракрасной камеры FLIR T530/24° (FLIR 

Systems, США). Температурная нагрузка на массу полимера не превышала 63,2 °С. 

Поскольку температура плавления ПФ составляет 102–111 °C, химическая 

структура пропитанного в имплантат препарата сохранялась [188]. 

2.2.2 Характеристика скаффолдов 

Текстуру поверхности спеченных имплантатов изучали с помощью 

сканирующего электронного микроскопа Phenom ProX (Phenom World, 

Нидерланды) при ускоряющем напряжении 10 кВ. Размер формирующих 

имплантаты частиц был проанализирован с помощью процедуры сегментации и 

морфометрии на изображениях, полученных методом сканирующей электронной 

микроскопии, с использованием программы ImageJ (National Institutes of Health, 

США), как описано в статье [196]. Количество измеряемых частиц превышало 

1500. 
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Оценка краевых углов была выполнена с использованием метода лежащей 

капли на системе для измерения свойств поверхности (Acam D-2, Apex Instruments 

Co. Pvt. Ltd., Индия). 

Для исследования равномерности распределения ПФ в полимерном 

имплантате на микроуровне использовали метод спинового зонда [197]. Для этого 

использовали стабильный парамагнитный радикал 4-гидрокси-2,2,6,6-

тетраметилпиперидин-1-оксилбензоат (4-гидрокси-ТЕМПО бензоат, № 371343, 

Sigma-Aldrich, США), который по химическому составу напоминает структуру и 

геометрические параметры ПФ. Спиновый зонд вводили в порошок ПЛА в 

условиях, аналогичных тем, которые использовались для приготовления порошка 

ПЛА@ПФ (в скCO2 при температуре 45 °C и давлении 20 МПа). Спектры 

электронного парамагнитного резонанса (ЭПР) 4-гидрокси-ТЕМПО бензоата 

регистрировали с помощью радиоспектрометра Bruker EMX 500 Plus X-диапазона 

(Bruker, Германия) при 90 К. Полученные образцы вспененного порошка ПЛА-4-

гидрокси-ТЕМПО бензоата помещали в кварцевые ампулы с внутренним 

диаметром 3–4 мм. Спектры регистрировались при мощности микроволн 0,1 мВт и 

амплитуды модуляции 0,1 мТл. 

2.2.3 Анализ нагрузки и высвобождения пирфенидона 

Динамику высвобождения ПФ сравнивали для композитного порошка 

ПЛА@ПФ и для спеченных имплантатов ПЛА@ПФ одинаковой сухой массы. 

Количество высвобожденного ПФ анализировали спектрофотометрически на 

длине волны 340 нм, соответствующей профилю поглощения ПФ [198], при этом 

образцы хранили при 37 °C в фосфатном буферном солевом растворе (PBS) pH 7,4 

в течение 6 дней. 

Эффективность нагрузки ПФ в порошке ПЛА@ПФ рассчитывали по 

формуле (1): 

(м1 - м2) / м1 × 100% (1) 
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где m1 и m2 - массы первоначально добавленного и не загруженного ПФ, 

соответственно. 

2.2.4 Хирургические имплантации скаффолдов 

Эксперимент на шести кроликах породы шиншилла (самцы, 2–2,5 кг) был 

одобрен Локальным этическим комитетом Сеченовского университета (протокол 

№ 06-19 / 15.05.2019). Кроликов содержали в стандартных условиях вивария, по 

одному животному в клетке, предоставляя комплексный гранулированный 

лабораторный корм и постоянный доступ к воде. 

Перед операцией животных анестезировали путем внутримышечного 

введения раствора ЗОЛЕТИЛА 100 (VIRBAC, Франция; 6 мг / кг массы тела 

животного) с местной анестезией операционного поля раствором новокаина 0,5%. 

Кожные карманы (1,5×1,5 см) были сформированы на вентральной стороне ушей 

кролика путем тупой сепарации дермы от надхрящницы хрящевой пластинки. 

Имплантаты фиксировали шовным материалом 3-0 Prolene (Ethicon, США) 

подкожно, в кожных карманах, для моделирования ПИФ. Один контрольный 

имплант ПЛА0, один имплант ПЛА0 с последующей инъекцией 500 мкг ПФ в 200 

мкл PBS (ПЛА0+инПФ) и один имплантат ПЛА с 500 мкг ПФ (ПЛА@ПФ) 

имплантировали в каждое ухо (Таблица 3). Имплантаты помещались на расстоянии 

не менее 1,5 см от краевой артерии уха и друг от друга.  

 

Таблица 3 – Сводная таблица лабораторных животных и объектов исследования в 

эксперименте по применению антифибротических скаффолдов 

Параметр исследования Значение 

Количество кроликов-шиншилл 6 

Временные точки эксперимента ПОД30, ПОД60 

Экспериментальные группы ПЛА0, ПЛА0+инПФ, ПЛА@ПФ 

Количество кожаных карманов со 

скаффолдами 
36 
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Послеоперационная антибактериальная терапия проводилась путем 

внутримышечных инъекций Байтрила 5% (Bayer, Германия) – из расчета дозировки 

энрофлоксацина 5 мг на 1 кг массы тела животного ежедневно в течение пяти дней 

после операции. 

На 30-й и 60-й дни после операции (ПОД30 и ПОД60, соответственно) 

кроликов выводили из эксперимента инъекцией раствора ЗОЛЕТИЛА 100 

(VIRBAC, Франция; 60 мг / кг массы тела животного). 

Места имплантации иссекали вместе с окружающими тканями на расстоянии 

примерно 2–3 мм от краев исходной раны вместе с имплантированными 

материалами. Каждый из образцов участков имплантаций разделили на три части: 

половину каждого образца фиксировали в 10% нейтральном забуференном 

формалине для гистологического анализа; треть исходного образца погружали в 

O.C.T. криогель (Fisher Healthcare, США) и замораживали в жидком азоте для 

генетического анализа. В оставшемся фрагменте каждого образца ткани участка 

имплантации ткани капсулы были механически отделены от окружающей кожи и 

помещены в холодный стерильный физиологический раствор для термического 

анализа. Для контрольной группы эксперимента были забраны образцы 

неповрежденной кожи уха кролика. 

2.2.5 Гистологический анализ 

Фиксированные в 10% нейтральном забуференном формалине ткани 

заливали в парафиновые блоки в строгой ориентации, обеспечивающей получение 

срезов в перпендикулярной поверхности кожи плоскости. Материал имплантата 

растворялся во время стандартной гистологической обработки образцов. Срезы 

образцов тканей, фиксированных формалином и парафином, толщиной 3-4 

микрометра окрашивали гематоксилином и эозином (ГЭ), набором окраски по Ван 

Гизону (ВГ) и пикросириусом красным (ПСК) для обнаружения коллагеновых 

волокон. Универсальный микроскоп LEICA DM4000 B, оснащенный цифровой 

камерой LEICA DFC7000 T, работающей под управлением программного 
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обеспечения Leica Application Suit V4.8 (Leica Microsystems, Германия), 

использовался для исследования и визуализации образцов. Образцы были 

исследованы методами стандартной оптической микроскопии (для образцов, 

окрашенных ГЭ, ВГ и ПСК) и поляризационной микроскопии (для образцов, 

окрашенных ПСК). 

2.2.6 Иммуногистохимический анализ 

Срезы образцов тканей, фиксированных в 10% нейтральным забуференном 

формалине и залитых в парафиновые блоки, толщиной 3-4 микрометра 

депарафинизировали, инкубировали с 3% H2O2 в течение 10 минут, подвергали 

индуцированной нагреванием антигенной демаскировке (буфер цитрата натрия, pH 

6,0, 30 минут в водяной бане при 80 °C). Неспецифическое окрашивание 

предотвращали блокирующим раствором (Cell Marque, США) и инкубировали с 

мышиными моноклональными первичными антителами против α-SMA (A2547, 

Merck, США, разведение 1:400 ), iNOS (MA5-17139, Invitrogen, США, разведение 

1:400) и Arg1 (ab239731, Abcam, Великобритания, разведение 1:200).  

 

Таблица 4 – Критерии полуколичественной оценки иммуногистохимического 

окрашивания клеток периимплантных тканей антителами к α-SMA, iNOS и Arg1 

Балл 

Критерий 

Экспрессия α-SMA в 

фибробластах 
Экспрессия iNOS и Arg1 в ГМКИТ 

0 Нет окрашивания 

1 Единичные положительные клетки 

2 
Тонкий (≤30 мкм) непрерывный 

слой положительных клеток 

Положительные клетки составляют 

≤30% от всех клеток 

3 
Толстый (>30 мкм) непрерывный 

слой положительных клеток 

Положительные клетки составляют 

>30% от всех клеток 
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Визуализацию проводили с помощью вторичных козьих антител, 

конъюгированных с пероксидазой хрена (G-21040, Invitrogen, США, разведенные 

1: 1000), и диаминобензидином с контрастным окрашиванием гематоксилином. 

Экспрессию α-SMA, iNOS и Arg1 оценивали во всем периимплантном комплексе. 

Оценку интенсивности окрашивания (коричневый цвет хромогена) проводили 

полуколичественным подсчетом баллов (Таблица 4). 

2.2.7 Морфометрический анализ 

Толщину ткани вокруг имплантата измеряли в каждом гистологическом 

образце в пяти участках, расположенных на расстоянии ~400 мкм друг от друга в 

центре места имплантации. Измерения проводили от базальной мембраны 

эпидермиса до верхней поверхности надхрящницы хрящевой пластины. 

Относительную площадь имплантатов измеряли в центральных частях 

каждого гистологического препарата путем выбора и сегментации областей белых 

пикселей с помощью программного обеспечения ImageJ (National Institutes of 

Health, США), рассчитанных в мкм2, поделенных на площадь поперечного сечения 

интактных имплантатов соответствующей длины, равной 3,5×105 мкм2 (с учетом 

того, что исходная высота имплантатов составляла 1 мм, диаметр - 10 мм; а средняя 

длина неповрежденного фрагмента имплантата, видимого при выбранном 

увеличении микроскопа, составляла 350 мкм), и умноженной на 100%. 

2.2.8 Генетический анализ 

Суммарную РНК выделяли методом фенол-хлороформной депротеинизации 

нуклеиновых кислот с использованием набора реагентов «Проба-НК» (НПФ ДНК-

технология, Россия). Образцы ткани помещали в пробирки с 300 мкл лизирующего 

буфера и инкубировали при 65°С 1 час.  Пробирки центрифугировали при 13000g 

в течение 10 мин при комнатной температуре (18-25°С). Отбирали надосадочную 

жидкость и к ней добавляли равный объем забуференного насыщенного раствора 

фенола, перемешивали на вортексе в течение 3-5 сек. Центрифугировали пробирки 
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при 13000g в течение 5 мин при комнатной температуре (18-25°С). Добавляли в 

каждую пробирку 250 мкл смеси хлороформ: изоамиловый спирт, перемешивали 

на вортексе в течение 3-5 сек. Отбирали чистую водную фазу в новую 

микроцентрифужную пробирку объёмом 1,5 мл. Добавляли в каждую пробирку 500 

мкл 96% этилового спирта, перемешивали на вортексе в течение 3-5 сек. 

Центрифугировали пробирки при 13000g в течение 15 мин при комнатной 

температуре (18-25°С). Не задевая осадок, полностью удаляли надосадочную 

жидкость из каждой пробирки. Добавляли к осадку 500 мкл промывочного 

раствора №1 (70% этиловый спирт), перемешивали на вортексе в течение 3-5 сек. 

Центрифугировали пробирки при 13000g в течение 15 мин при комнатной 

температуре (18-25°С). Открывали крышки пробирок и высушивали осадок при 

температуре 65°С в течение 5 мин. Добавляли к осадку 50 мкл буфера для 

растворения и прогревали пробирки при температуре 65°С в течение 10 мин. 

Осаждали конденсат центрифугированием при 13000g в течение 30 сек при 

комнатной температуре (18-25°С). Выделенную суммарную РНК хранили при -

80°С. 

 

Таблица 5 – Описание олигонуклеотидных праймеров, использованных в работе 

мРНК Специфический праймер 

Коллаген типа I mF aag gag aag aag cac gtg tgg 

Коллаген типа I mR cccccattgcacttgtctcg 

Коллаген типа III mF cgc tg ttc ttg cag tgg tag g 

Коллаген типа III mR gcc atc ttc tcc ttta gcc 

ТРФбета-1-F aca ttg act tcc gca agg ac 

ТРФбета-1-R tag tac acg atg ggc agt gg 

Глицеральдегид-3-

фосфатдегидрогеназа-F 
gca ccg tca agg ctg aga ac 

Глицеральдегид-3-

фосфатдегидрогеназа-R 
atg gtg gtg aag acg cca gt 

 

Реакцию обратной транскрипции проводили с использованием набора 

реактивов для проведения обратной транскрипции (НПФ ДНК-Технология, 
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Россия) в объеме 15 мкл (7 мкл RT-смеси, 3мкл 3 пМ раствора олигонуклеотидной 

затравки и 5 мкл выделенной РНК) с использованием в качестве затравки 15-

рендом РНК. Реакцию проводили в температурном режиме: 30 мин при 16°С, 30 

мин при 42°С и 5 мин при 85°С. 

Измерение уровня экспрессии матричной РНК (мРНК) проводили методом 

количественной полимеразной цепной реакции (ПЦР) в режиме реального времени 

с использованием набора реактивов для проведения ПЦР (НПФ «ДНК-

Технология», Россия) и детектирующего амплификатора ДТ-96 («ДНК-

Технология», Россия). Реакцию проводили в объеме 20 мкл: 18,5 мкл ПЦР-смесь 

(включающая по 10 пмоль каждого из олигонуклеотидных праймеров и 5 пмоль 

олигонуклеотидного зонда). Реакцию проводили в следующем режиме: 50°С – 2 

мин, 95°С – 10 мин и с последующими 50 циклами 95°С – 15 сек, 62°С – 15 сек 

(Таблица 5).  

Количественную оценку мРНК проводили в условных единицах путем 

оценки дельты дельты порогового цикла (∆∆Сt) по отношению к количеству мРНК 

Глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы, измеренному в том же объеме (5 мкл). 

2.2.9 Термический анализ 

Перед началом термического анализа каждый образец механически 

разделили на три части: образец на всю толщину (для получения релевантных 

термограмм) и отдельные периимплантные и субэпидермальные фрагменты 

участков имплантации (для пространственной атрибуции эндотермических пиков). 

Образцы тканей примерно 7–11 мг вырезали, промокали папиросной бумагой для 

удаления поверхностной воды и помещали в герметично закрытые алюминиевые 

поддоны. Измерения с помощью ДСК выполняли с использованием 

дифференциального сканирующего калориметра Phoenix DSC 204 (Netzsch, 

Германия) при нагревании от 20 °C до 90 °C со скоростью сканирования 10 °C/мин. 

Полученные кривые ДСК анализировали с использованием программного 

обеспечения Proteus Thermal Analysis (Netzsch, Германия). Теплота денатурации 



53 

 

коллагена была приведена к сухому весу ткани. Деконволюцию данных в области 

40–85 °C в пики Гаусса выполнили с помощью аппроксимации нескольких пиков с 

использованием программного обеспечения Origin 8.0 (OriginLab, США). Долю 

соответствующей популяции коллагена в смеси оценивали по площади под 

каждым пиком (оценивали путем деконволюции пика). 

2.2.10  Статистический анализ 

Статистический анализ экспериментальных количественных данных 

проводили с помощью стандартного программного пакета GraphPad Prism версии 

8.00 для Windows (GraphPad Software, США) и SPSS 26.0 (International Business 

Machines, США). Нормальность распределения количественных данных проверяли 

тестом нормальности Шапиро-Уилка. Межгрупповые различия нормально 

распределенных данных (линейные измерения на микрофотографиях, результаты 

генетического и термического анализов) анализировали методом однофакторного 

дисперсионного анализа с тестом множественного сравнения Тьюки. Анализ 

различий балльной оценки экспрессии иммуногистохимических маркеров 

проводили с использованием теста Краскела–Уоллиса с тестом множественного 

сравнения Данна. Непараметрический анализ межгрупповых сравнений проводили 

с использованием U-критерия Манна–Уитни. Анализ корреляций между 

исследуемыми переменными проводили с использованием непараметрического 

коэффициента корреляции Спирмена (Rs) и двусторонних статистических тестов. 

P-значения ≤0,05 считались статистически значимыми. Результаты 

статистического анализа были представлены в виде графиков разброса со средними 

значениями и SD. 
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ГЛАВА 3. МОДЕЛИРОВАНИЕ ГИПЕРТРОФИЧЕСКИХ РУБЦОВ 

3.1 Макроскопическое описание 

Макроскопически на вентральных поверхностях ушей кроликов во всех 

временных точках эксперимента определялись участки рубцовой ткани. Рубцы 

округлой формы, располагались подкожно и имели диаметр 10 мм. Визуально 

рубцы на ПОД30 не выбухали над поверхностью, кожа над ними была с 

выраженными признаками гиперемии. На ПОД60 в периферических областях 

дефект был представлен валиком из плотной рубцовой ткани, в центральной части 

дефекта на коже определялась зона умеренной гиперемии, под которой рубец имел 

эластичную консистенцию. Было отмечено значительное утолщение и уплотнение 

рубцовой ткани на ПОД90, рубец выступал над поверхностью кожи на 0,5 см. 

Гиперемия кожи практически сошла на нет, а сами рубцы приобрели светло-серый 

цвет. Участки рубцов на ПОД120 стали более плотными по сравнению с 

предыдущей временной точкой, кожа над ними была обычного вида с 

восстановленным волосяным покровом (Рисунок 2). Внешний вид рубцов 

соответствовал гипертрофическим рубцам кожи человека. 

 

 

Рисунок 2 – Макроскопическая картина гипертрофических рубцов на ПОД30, 

ПОД60, ПОД90 и ПОД120 
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3.2 Гистологический, иммуногистохимический и морфометрический 

анализы 

Гистологическая структура экспериментальных рубцов заметно отличалась 

от структуры интактных участков кожи на вентральной стороне ушной раковины 

(Рисунок 3). Нормальная кожа уха кролика выстлана многослойным 

ороговевающим эпителием, состоящим из 2-3 слоев кератиноцитов. Под эпителием 

располагается дерма, состоящая из сети тонких пучков коллагеновых волокон. 

Между ними находятся веретеновидные фибробласты и единичные капилляры. В 

дерме определяются компактно расположенные придатки кожи: волосяные 

фолликулы и сальные железы. Толщина слоя дермы составляет 302±15 мкм. В 

интактной ткани признаки инфильтрации иммунными клетками и 

микроциркуляторных нарушений, включая стаз эритроцитов, лимфостаз и 

кровоизлияния, отсутствуют. Под дермой располагается тонкая надхрящница, 

состоящая из 2-3 пучков коллагеновых волокон и веретеновидных клеток. 

Хрящевая пластина представлена эластическим хрящем, состоящим из лакун с 

хондроцитами и гомогенно окрашивающегося внеклеточного матрикса. 

На ПОД30 рубец был полностью покрыт утолщенным слоем эпителия с 

признаками акантоза. Подлежащая ткань была представлена незрелым рубцом, 

образованным фиброзированной грануляционной тканью. Преобладали 

веретеновидные фибробласты с признаками пролиферации, в некоторых из них 

определялись фигуры митоза. Плотность клеток в этой рубцовой ткани была 

намного выше, чем в интактной дерме и составила (8,5±0,1)×103 против 

(1,5±0,8)×103 клеток в 1 мм2 среза ткани (p <0,001). Грануляционная ткань была 

сильно васкуляризована и содержала капилляры, артериолы и венулы (Рисунок 4). 

Некоторые сосуды имели утолщенную стенку за счет пролиферации эндотелия и 

инфильтрации лимфоцитами, что соответствовало морфологической картине 

продуктивного панваскулита. Обращала на себя внимание слабовыраженная 

периваскулярная и множественная очаговая инфильтрация из макрофагов, 

лимфоцитов и единичных нейтрофилов. Глубокие слои рубцовой ткани содержали 
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меньше клеток и имели чуть более организованные пучки коллагеновых волокон, 

в то время как поверхностная часть (под эпидермисом) состояла из тонких, 

беспорядочно ориентированных переплетенных пучков коллагена.  

 

 

Рисунок 3 – Микрофотографии интактной кожи и экспериментальных рубцов на 

вентральной стороне ушей кроликов. (a-j) окрашивание ГЭ; (k-t) окрашивание 

ПСК; (u-y) антитела к коллагену типа I, иммунопероксидазная реакция. В столбцах 

показаны исследуемые группы (интактная кожа и экспериментальные рубцы на 

ПОД30, ПОД60, ПОД90 и ПОД120). Изображения были получены методами 

стандартной оптической микроскопии (a-o и u-y) и в поляризованном свете (p-t). 

Увеличения x100 (a-e, k-y) и x400 (f-j), масштабный отрезок – 200 мкм 

 

Волокна внеклеточного матрикса окрашивались в красный цвет при окраске 

ПСК, но интенсивность окрашивания была не столь выраженной, чем у 

неповрежденной дермы. При микроскопии рубцов, окрашенных ПСК, в 

поляризованном свете в ткани преобладало диффузное зеленое свечение, что 
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указывало на незрелость коллагена. При иммуногистохимической реакции с 

антителами к коллагену типа I на ПОД30 определялось умеренное, диффузное 

окрашивание всей рубцовой ткани. Интенсивность окрашивания была выше, чем в 

интактной коже. Вентральная сторона хрящевой пластины содержала лакуны с 

гипертрофированными хондроцитами. 

 

 

Рисунок 4 – Микрофотографии интактной кожи (a, c) и экспериментальных рубцов 

(b, d) на ПОД90, окрашивание ГЭ. Увеличения x100 (a,b) и x400 (c,d), масштабный 

отрезок – 100 мкм. (a) Эпителий интактной кожи на вентральной стороне уха 

кролика тонкий, архитектура дермы сетчатая, хрящевая пластина окружена 

надхрящницей. (b) Эпителий над гипертрофическим рубцов утолщен, волокна 

коллагена дермы ориентированы однонаправленно, параллельно эпителию. (c) 

Эпителий интактной кожи многослойный ороговевающий, представлен 2-3 слоями 

клеток. Внутри дермы волокна и клетки, преимущественно фибробласты, 

ориентированы разнонаправленно. (d) Волокна коллагена в гипертрофическом 

рубце образуют толстые пучки. Между волокнами обнаруживается высокое 

количество веретеновидных фибробластов 
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На ПОД60 дистрофические изменения эпителия изменились: признаков 

акантоза и утолщения не было, отмечался гиперкератоз. Рубцовая ткань стала более 

зрелой по сравнению с ПОД30. Количество фибробластов значительно 

уменьшилось, фигуры митозов не обнаруживались, а юные формы фибробластов с 

преобладанием цитоплазмы практически отсутствовали. Значительно снизилась 

интенсивность васкуляризации и инфильтрации ткани иммунными клетками. Были 

выявлены единичные очаги периваскулярных инфильтратов, состоящих из 

небольших групп лимфоцитов и макрофагов. Наблюдалась более четкая 

дифференциация поверхностного и глубокого слоев рубцовой ткани с 

беспорядочным и однонаправленным расположениями коллагена соответственно. 

Это различие было наиболее заметно в образцах, окрашенных ПСК. 

Поверхностный слой был менее плотным и окрашивался ПСК в красный цвет, 

тогда как глубокий слой был желто-красным. При микроскопии в поляризованном 

свете образцы, окрашенные ПСК, давали ярко-желтое свечение, в отличие от 

ПОД30, когда свечение было зелёным, что свидетельствует об образовании 

толстых и зрелых пучков коллагена. Глубокий слой рубца имел ярко-желтое 

свечение, в то время как поверхностный слой излучал тускло-желтый цвет. 

Иммуногистохимическая реакция позволила выявить значительную диффузную 

экспрессию антител к коллагену типа I в поверхностном слое рубца; интенсивность 

окрашивания на ПОД60 была выше, чем на ПОД30. Кроме того, были отмечены 

морфологические признаки слабовыраженной репаративной реакции в хрящевой 

пластине уха. В частности, отдельные хондроциты были гипертрофированы, а 

часть неповрежденного ушного хряща была замещена фиброзной хрящевой 

тканью. 

На ПОД90 рубцовая ткань была покрыта тонким слоем эпителия без 

признаков дистрофических изменений. В окрашенных ГЭ образцах зрелая 

волокнистая соединительная ткань, представленная толстыми, параллельно 

ориентированными пучками коллагена, расположенными в глубоком слое участка 

дефекта, составляла почти половину рубца. Поверхностный слой рубца был 

представлен более толстыми и однонаправленными пучками коллагена, чем на 
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ПОД60. Количество клеток, васкуляризация и инфильтрация ткани лимфоцитами 

и нейтрофилами были снижены по сравнению с такими же характеристиками на 

ПОД60. При окрашивании ПСК, весь срез рубца имел более однородное и 

равномерное красноватое окрашивание. Микроскопия в поляризованном свете 

образцов, окрашенных ПСК, показала ярко-желтое свечение в обоих слоях 

рубцовой ткани. Интенсивность иммуногистохимической реакции с антителами 

для коллагена типа I была не столь выраженной по сравнению с ПОД30 и ПОД60, 

но выше, чем в нормальной ткани. Морфологическая структура хрящевой 

пластины не отличалась от таковой в интактных участках.  

 

 

Рисунок 5 – Морфометрический анализ: (а) толщина неповрежденной кожи 

и экспериментальных рубцов; (b) количество клеток в 1мм2 ткани; (c) индекс 

воспаления; (d) фибротический индекс. Статистическая значимость: * - p ≤ 0,05, ** 

- p ≤ 0,01. Средние значения ± SD 
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На ПОД120 эпителий был тонким и состоял из 2-3 слоев клеток. Структура 

рубца стала более однородной по сравнению с предыдущей временной точкой: 

коллагеновые пучки были ориентированы параллельно поверхности эпидермиса. 

Средняя толщина пучков была меньше в диаметре по сравнению с предыдущей 

временной точкой эксперимента. Волокна внеклеточного матрикса ярко диффузно 

окрашивались антителами к коллагену типа I, а также давали специфический для 

коллагена красный цвет при окрашивании ПСК при стандартной оптической 

микроскопии и однородную желтую люминесценцию в поляризованном свете. 

Клеточный состав и паттерны васкуляризации были такими же, как на ПОД90. 

Признаки локальной воспалительной реакции и дистрофические изменения в 

хрящевой пластине отсутствовали. 

По результатам морфометрического анализа, толщины рубцов динамически 

изменяли на протяжении всего срока эксперимента (Рисунок 5). На ПОД30 рубцы 

были толще, чем неповрежденная кожа (423±100 мкм; с 95% доверительным 

интервалом для среднего значения (ДИ95%) [319; 528] мкм против 302±15 мкм; 

ДИ95% [286; 317] мкм); разница была статистически значимой (p = 0,014). На 

ПОД60 толщина рубца значительно увеличилась (p <0,001) по сравнению с ПОД30 

и достигла 668±120 мкм; ДИ95% [543; 794] мкм. После этого статистически 

значимых изменений толщины рубца не наблюдали, она составила 665±90 мкм на 

ПОД90 (ДИ95% [570; 760] мкм) и 722±180 мкм на ПОД120 (ДИ95% [533; 911] 

мкм).  

Плотность клеток в ткани рубца достигла пика на ПОД30, затем снижалась 

до ПОД90 и не изменялась между ПОД90 и ПОД120. Различия между количеством 

клеток в рубцовой ткани были статистически значимыми только между 

временными точками на ПОД30, ПОД60 и ПОД90. Мы обнаружили статистически 

значимую умеренную отрицательную корреляцию (Rs = -0,494; p = 0,014) между 

толщиной рубца и плотностью клеток. 

Индекс воспаления в рубцах на ПОД30 был выше, чем в интактной коже (p = 

0,007). Позже, между ПОД30 и ПОД60, он статистически не изменился (p = 0,727), 

но затем снизился с ПОД60 до ПОД90 (p = 0,030) и не менялся между ПОД90 и 



61 

 

ПОД120 (p = 0,56). Не было статистически значимой корреляции между толщиной 

рубца и индексом воспаления, в то время как клеточность и индекс воспаления 

взаимно положительно коррелировали (Rs = 0,586, p = 0,003). 

Фибротический индекс рубцов увеличился с ПОД30 на ПОД60 (33±10%; 

ДИ95% [23; 44]%) и ПОД90 (60±16%; ДИ95% [ 44; 76]%), а затем достиг максимума 

на ПОД120 (87±22%; ДИ95% [64; 100]%). Фибротический индекс положительно 

коррелировал с толщиной рубца (Rs = 0,478, p = 0,018). Он также сильно 

отрицательно коррелировал с клеточностью рубцов (Rs = -0,826, p <0,001) и 

умеренно отрицательно коррелировал с индексом воспаления (Rs = -0,661; p 

<0,001). 

3.3 Химический анализ 

Общее содержание белка (Рисунок 6) в неповрежденной коже составило 

73±18% (ДИ95% [54; 92]%). В рубцах на ПОД30 этот показатель был немного 

меньше (не на уровне статистической значимости, p = 0,103) по сравнению с 

интактной кожей 64±4% (ДИ95% [59; 68]%). Постепенно, не статистически 

значимо (p = 0,087), он увеличился до 69±2% (ДИ95% [66; 71]%) на ПОД60. Затем, 

на ПОД90, количество белка составило 84±3%. (ДИ95% [81; 87]%), превосходя 

значения, определенные для рубцов и кожи на более ранних сроках (p <0,001). На 

ПОД120 он статистически значимо снизился (p = 0,003) по сравнению с ПОД90 и 

составил 77±2% (ДИ95% [74; 79]%), приближаясь к значению, определенному для 

интактной кожи. Общее содержание белка в экспериментальных рубцах 

положительно коррелировало с толщиной рубца (Rs = 0,566, p = 0,004) и 

фибротическим индексом (Rs = 0,738, p <0,001), в то время как сильно 

отрицательно коррелировало с клеточностью (Rs = -0,747, p <0,001) и индексом 

воспаления (Rs = -0,520, p = 0,009). 

Содержание коллагена в протеиновой массе рубцов на ПОД30 было 

значительно (p <0,001) ниже, чем в интактной коже (30±3%; ДИ95% [28; 33]% 

против 41±4%; ДИ95% [36; 45]%). На ПОД60 количество коллагена в рубцах 
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увеличилось до уровня неповрежденной кожи 38±2% (ДИ95% [36; 41]%), а затем 

постепенно снизилось до 32±4% (ДИ95% [28; 36]%) на ПОД90 и 29±3% (ДИ95% 

[27; 32]%) на ПОД120, оставаясь ниже измерений в интактной коже. Количество 

коллагена в протеиновой массе рубцов не коррелировало с толщиной рубца, 

фибротическим индексом, клеточностью, индексом воспаления и общим 

содержанием белка. 

 

 

Рисунок 6 – Химический анализ: (а) массовая доля белков в образцах кожи и 

рубцов; (b) массовая доля коллагена в образцах кожи и рубцов; (c) отношение 

гидроксипролина к гидроксилизину; (d) спектрофотометрическое измерение 

количества ГАГ. Статистическая значимость: * - p ≤ 0,05, ** - p ≤ 0,01. Средние 

значения ± SD 

 

По результатам аминокислотного анализа, статистически значимое снижение 

молярного отношения гидроксипролина к гидроксилизину (Гип / Гил) в рубцах 
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(10±1%) по сравнению с неповрежденной кожей (12±1%) было обнаружено на 

ПОД30 (p = 0,048) и на ПОД60 (11±1%; р = 0,044). Это отношение вернулось к 

нормальным значениям кожи на ПОД90 и ПОД120 (12±1%). Отношение Гип / Гил 

в рубцах положительно коррелировало с общим количеством белка (Rs = 0,596, p = 

0,002) и фибротическим индексом (Rs = 0,606, p = 0,02) и отрицательно – с 

клеточностью (Rs = -0,509, р = 0,011). Не было выявлено статистически значимой 

корреляции между отношением Гип / Гил и толщиной рубца, воспалением и 

содержанием коллагена. 

Количество сульфатированных ГАГ в сухой массе рубцов резко и 

статистически значимо (p = 0,002) увеличилось в рубцах на ПОД30 (2,0±0,7%) по 

сравнению с неповрежденной кожей (0,8±0,1%). На ПОД60 оно составило 1,9±0,7% 

(без статистической разницы по сравнению с ПОД30), а затем снизилось до 

1,1±0,3% на ПОД90 и 1,0±0,1% на ПОД120. Падение содержания ГАГ между 

ПОД60 и ПОД90 было статистически значимым (p = 0,027), тогда как позже 

концентрация ГАГ статистически не изменилась. Количество ГАГ положительно 

коррелировало с клеточностью (Rs = 0,698, p <0,001) и воспалением (Rs = 0,543, p 

= 0,06). Отрицательная корреляция наблюдалась между содержанием ГАГ и 

толщиной рубцов (Rs = -0,428, p = 0,037), фибротическим индексом (Rs = -0,626, p 

= 0,001), долей протеинов (Rs = -0,597, p = 0,002). и отношение Гип / Гил (Rs = -

0,509, p = 0,011). 

3.4 Термический анализ 

При интерпретации результатов термического анализа, эндотерма 

денатурации неповрежденной дермы может быть разложена на два отдельных 

тепловых перехода (Тп), отражающих популяции коллагена (Рисунок 7). Первый, 

низкотемпературный переход (Tп1) определили на ~59°C. Он составлял ~14% от 

общей калориметрической энтальпии и отражал денатурацию недавно 

синтезированного коллагена, характеризующегося слабой степенью поперечного 

сшивания [199, 200]. Основной переход (Tп2, пик на ~66°C) представляет более 
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60% общей энтальпии и соответствует денатурации зрелого коллагена, 

стабилизированного поперечными сшивками (Таблица 6).  

 

 

Рисунок 7 – Термограммы интактной кожи и рубцовых тканей 

 

В рубцах на ПОД30 основная масса коллагена была представлена 

единственной фракцией с малым количеством сшивок, что отражалось в наличии 

единственного пика на ~61°С.  На ПОД30 условно определенная доля «незрелого» 

коллагена в рубцах значительно увеличилась и достигла примерно 50%.  

 

Таблица 6 – Пики температурных переходов и доли низкотемпературных 

переходов от общей энтальпии (статистическая значимость по сравнению с 

интактной тканью: * - p ≤ 0,05) 

Образцы 
Среднее значение±SD 

Тп1, °C Тп2, °C Доля низкотемпературного пика, % 

Интактная кожа 58.91.1 65.60.9 14.2  5.5 

Рубцы, ПОД30 61.61.4 49.916.4* 

Рубцы, ПОД60 59.40.6 66.20.5 35.4 11.8* 

Рубцы, ПОД90 58.80.3 66.10.5 14.9  3.3 

Рубцы, ПОД120 58.90.5 66.10.3 15.56.0 

 

На ПОД60 в рубцах стали обнаруживаться две фракции коллагена, включая 

Tп1 для коллагена с низкой степенью поперечных связей и Tп2 для «зрелого» 
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коллагена. Доля «незрелого» коллагена на ПОД60 была больше, чем в интактной 

дерме (≥35%). На ПОД90 и ПОД120 эндотермы денатурации коллагена были 

аналогичны кривым, наблюдаемым при анализе интактной кожи.  

Обсуждение 

Обычно модель ГР уха кролика используется для апробации новых методов 

лечения, направленных на предотвращение и инволюцию рубца [141]. Лечение 

обычно начинается на ПОД30 и продолжается в течение четырех недель [126, 128, 

136-139, 201-207]. Результаты настоящего исследования показывают, что в этот 

период рубец еще не стабилизировался. Это означает, что многие лечебные 

эффекты, о которых сообщается в соответствующей литературе, определяются в 

период продолжающегося созревания рубца. Является ли предлагаемое лечение 

таким же эффективным для давних, зрелых ГР, остается открытым вопросом. 

В представленной работе период наблюдения за созреванием ГР уха кролика 

был продлен до ПОД120. До нашей работы были опубликованы только несколько 

кратких описаний гистологической структуры ГР уха кролика на сроках более двух 

месяцев с момента хирургического моделирования [30, 208]. Раньше для получения 

таких зрелых рубцов ушей кроликов вместо пункционной биопсии делали большие 

(1,5-2 см × 4,5-7 см) полноразмерные эксцизионные / электрокаутеризованные 

раны на вентральной стороне ушей кроликов. Тем не менее гистологических 

описательных данных о таких рубцах мало в доступной научной литературе [30]. 

Авторы сообщали о возвышении рубца над уровнем кожи, фибротической 

трансформации ткани, легких признаках воспаления в рубцовой ткани и утолщении 

хрящевой пластины в течение периода до ПОД90 (без описаний стадийности этого 

процесса). Моделируемые ГР определялись макроскопически на протяжении 

девяти месяцев после травматизации кожи. Больший размер ран и модификации 

хирургических техник сделали эту модель хронического рубца менее 

воспроизводимой, чем классический подход; дальнейшее использование этой 

модели хронического ГР было минимальным. В настоящей работе была поставлена 

задача исследовать микроскопическую структуру зрелых ГР, полученных 

воспроизводимой хирургической методологией, на протяжении рационального 
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времени наблюдения, 4 месяца. Высокая воспроизводимость рубцовой 

трансформации была достигнута за счет небольшого увеличения диаметра ран 

после перфорации, с 7 до 10 мм. Применяя количественные и полуколичественные 

методы объективной оценки морфологии и физико-химических характеристик 

рубцов, были выделены четыре стадии созревания экспериментальных ГР на 

кроличьем ухе (Рисунок 8). 

1 стадия, ранний незрелый рубец. На ПОД30 отмечались выраженные 

дистрофические изменения эпителия: утолщение и акантоз. Рубцовая ткань была 

незрелой. Она состояла из богато васкуляризованной организованной 

грануляционной ткани с очень высокой клеточностью и признаками воспаления: 

очагами лимфоцитов, нейтрофилов и макрофагов, а также микроциркуляторными 

нарушениями, включая сладж эритроцитов, лимфостаз и кровоизлияния. 

Химическая характеристика включала пониженное содержание общего белка и 

коллагена, пониженное отношение Гип / Гил и резко увеличенное количество ГАГ. 

Рубец был толще дермы неповрежденной кожи, при этом еще не образовались 

пучки коллагена с параллельным расположением волокон, а поляризационное 

свечение (анизотропия) коллагена, окрашенного ПСК, было тусклым и 

зеленоватым, что свидетельствовало о высоком содержании коллагена типа III. 

Термический анализ выявил потерю двух раздельных кожно-специфических 

тепловых переходов на кривой ДСК и присутствие единственного пика при ~61°С, 

который указывал на большую долю (⁓50%) незрелого коллагена. 

2 стадия, поздний незрелый рубец. Между ПОД30 и ПОД60 рубцы 

претерпели значительные изменения. Толщина рубца увеличилась, а количество 

фибробластов и очагов инфильтрации иммунными клетками снизилось. Общее 

содержание белка начало расти, а количество коллагена вернулось на уровень 

интактной кожи. Сформировался глубокий слой из параллельно уложенных 

толстых пучков коллагеновых волокон. Постепенное формирование слоистой 

структуры рубца было видно с помощью поляризационной микроскопии. При этом 

отмечалась интенсивная анизотропия, свидетельствующая о преимущественном 

содержании коллагена типа I. Экспрессия коллагена типа I была относительно 
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увеличена по всему рубцу. Отношение Гип / Гил было ниже, чем в интактной коже. 

Доля незрелого коллагена (по данным ДСК) все еще была намного выше, чем в 

нормальной коже. Это можно объяснить низкой активностью лизилоксидазы на 

ранних стадиях фиброза грануляционной ткани [209], что приводит к снижению 

доли коллагена с большим количеством поперечных связей в 4-10 раз [145]. 

Количество ГАГ по-прежнему было очень высоким. 

3 стадия, ранний зрелый рубец. В интервале времени ПОД60-90 толщина 

рубцов перестала нарастать, количество клеточных элементов снизилось, а 

воспалительные изменения были представлены единичными очагами 

инфильтрации лимфоцитами и макрофагами. Два слоя рубцовой ткани стали видны 

на препаратах, окрашенных ГЭ, в то время как поляризационная микроскопия 

показала почти однородное яркое свечение в образцах, окрашенных ПСК. Толстые 

пучки коллагена, ориентированные параллельно эпителию, начали преобладать в 

объеме рубца. Произошедшее заметное изменение ориентации пучков коллагена 

на более параллельное расположение характерно для микроскопической структуры 

ГР [210]. Общее содержание белка увеличивалось, а экспрессия ГАГ и коллагена 

типа I продолжала снижаться. Отношение Гип / Гил и эндотермы ДСК 

приблизились к значениям интактной кожи. Наблюдаемая динамика изменений 

содержания ГАГ соответствует ранее опубликованным данным о концентрации 

хондроитин-сульфата в грануляционной ткани, незрелых ГР (в шесть раз выше, чем 

в коже) и зрелых рубцах (несколько выше, чем в коже) [127]. Изменения отношения 

Гип / Гил, выявленные в течение 90 дней после ранения, можно объяснить как 

изменением отношения типов коллагена [211], так и изменением активности 

пролил- и лизилгидроксилаз и лизилоксидазы [209, 212]. В текущем исследовании 

отношение Гип / Гил в рубцах в основном оставалось близким к значениям 

нормальной кожи [213] и опускалось ниже «кожного диапазона» только на первых 

двух стадиях созревания рубца (до ПОД60). Это снижение отношения 

специфических для коллагена аминокислот может быть связано с возможным 

увеличением относительного количества коллагена типа IV из-за высокого 

содержания сосудистых элементов (общеизвестная локализация этого типа 
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коллагена), поскольку он характеризуется низким отношением Гип / Гил, 2,6–3,0 

[213]. Вероятно, отношение Гип / Гил увеличилось на стадии 3 созревания рубца 

(ПОД60-90) из-за временного преобладания количества коллагена типа III, 

который имеет высокое значение Гип / Гил, около 22,0 [213]. 

 

 

Рисунок 8 – Схема динамического созревания гипертрофических рубцов в модели 

на ушах кроликов. Внеклеточный матрикс интактной дермы представлен сетью 

пучков коллагеновых волокон. При созревании рубцовой ткани на месте дефекта, 

созданного перфоратором, новообразованная ткань на ПОД30 представлена 

разнонаправленными молодыми коллагеновыми волокнами с малым количеством 

поперечных сшивок. На ПОД60 в морфологической структуре рубца можно 

выделить поверхностный слой из более тонких и разнонаправленных волокон и 

глубокий слой из толстых однонаправленных пучков коллагеновых волокон. К 

ПОД90 доля однонаправленных пучков коллагеновых волокон превышает 

половину толщины рубца 

 

4 стадия, поздний зрелый рубец. С ПОД90 толщина рубца стала стабильной, 

клеточность почти не изменилась, как и индекс воспаления. В то же время 
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фибротический индекс увеличился: поверхностный и глубокий слои рубцовой 

ткани не различались гистологически, а подавляющее количество пучков 

коллагена были ориентированы параллельно поверхности эпителия. Экспрессия 

коллагена типа I немного снизилась по сравнению с ранними стадиями образования 

рубца. Кроме того, значительно снизилось содержание коллагена, но отношение 

Гип / Гил не сильно изменилось. Количество ГАГ и фракция незрелого коллагена 

(определенная с помощью ДСК) не изменились. Это соответствует литературным 

данным об увеличении лизилоксидазы в 3-месячных послеожоговых рубцах у 

пациентов в 2–2,5 раза по сравнению с нормальной кожей [209]. Восстановление 

нормального отношения Гип / Гил кожи в рубцовых тканях, наблюдаемое на 

ПОД120, может указывать на перераспределение производства ключевых 

макромолекул, которые обеспечивают синтез коллагеновых волокон. 

Мы предлагаем несколько интерпретаций результатов корреляционного 

анализа, касающихся механизмов рубцевания и возможных последствий для 

дальнейшего моделирования и лечения ГР. 

Во-первых, обнаружено, что толщина рубца продолжала расти между ПОД30 

и ПОД60, в то время как пиковое значение клеточной плотности было достигнуто 

на ПОД30 и позже уменьшилось. Это указывает на то, что клеточная гиперплазия 

не определяла увеличение объема рубца, по крайней мере, после ПОД30. Это дает 

возможность предположить, что при созревании рубца и уменьшении количества 

фибробластов оставшиеся клетки усиливают биосинтез коллагена. Более того, 

абсолютные значения Rs указали на то, что толщина рубцов больше зависела от 

изменений внеклеточного матрикса (фибротического индекса), чем от клеточности 

и воспаления. В то же время фибротический индекс сильно отрицательно 

коррелировал с индексом клеточности и воспаления. 

Наиболее заметное увеличение общего содержания белка наблюдали на 3 

стадии созревания рубца (ПОД60-90). После чего отмечалось снижение уровня 

белка. Это соответствовало организации двухслойной структуры с толстыми 

пучками коллагена с последующим его ремоделированием в более однородный и 

регулярный коллагеновый каркас с более тонкими пучками, что может быть 
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связано с активностью металлопротеиназ. Общее содержание белка, толщина 

рубца и фибротический индекс положительно коррелировали друг с другом и 

отрицательно - с плотностью клеток. Это означает, что повышенное количество 

белка, объем рубца и фиброз были поддержаны не гиперплазией (увеличением 

числа) фибробластов, а их повышенной функциональной эффективностью. 

Вероятно, цитостатическая и противовоспалительная обработка рубцов может 

привести к увеличению общего содержания белка или ускорению организации 

фиброза, способствуя общему созреванию рубца. Интересно, что содержание 

коллагена не коррелировало с толщиной рубца, фибротическим индексом, 

клеточностью, воспалением и общим содержанием белка. Это может 

свидетельствовать о роли неколлагеновых соединений, возможно, белковой 

природы (протеогликанов, гликопротеинов) в формировании объема рубца. 

Наконец, резкое увеличение содержания сульфатированных ГАГ 

положительно коррелировало с клеточностью и воспалением и отрицательно - с 

толщиной рубца, фибротическим индексом и общим количеством белка. Это 

указывает на то, что ГАГ вряд ли являлись неколлагеновым компонентом 

внеклеточного матрикса, ответственным за выступание рубца. Важно отметить, что 

накопление ГАГ и белка в рубцах было разделено во времени. ГАГ были увеличены 

до ПОД60, тогда как после этого момента времени концентрация ГАГ снизилась, в 

то время как накопление белка резко возросло. Это соответствует ранее 

показанному накоплению сульфатированных ГАГ в грануляционной ткани [127] и 

в незрелых ГР [214]. Возможно, ГАГ, являясь высокополярными, связывающими 

молекулы воды соединениями, распределяют механические напряжения по 

увеличенному объему в незрелых рубцах, когда структурных компонентов рубца 

недостаточно, чтобы выдерживать напряжение. Это похоже на 

«амортизирующую» функцию ГАГ, описанную прежде всего в хрящах [215]. 

Молекулярные механизмы, лежащие в основе описанного переключения с 

увеличения концентрации ГАГ на накопление белка в созревающих ГР, еще не 

ясны. Считается, что различные скорости синтеза и трансформации ГАГ и 

протеинов являются одними из факторов, которые могут этому способствовать. 
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Однако оценка скорости и значимости этих процессов затруднена, так как на них 

могут повлиять многочисленные условия [216, 217]. 

Представленные результаты могут служить обоснованием для использования 

модели ГР с целью изучения новых материалов имплантов в регенеративной 

медицине, а также для новых терапевтических стратегий лечения рубцов, 

специфичных для каждой стадии. Например, контроль концентраций ГАГ 

потенциально может быть использован на 1 и 2 стадиях созревания рубца с 

помощью физиотерапии, которая способствует перераспределению связанной с 

ГАГ воды и активирует механосенсорные реакции клеток [218]. В качестве 

альтернативного подхода можно применять различные фармакологические 

стратегии для контроля метаболизма или локальной концентрации ГАГ [217, 219]. 

Некоторые положительные изменения рубцовой ткани, такие как увеличение 

содержания эластических волокон и клиническое улучшение, наблюдались после 

лечения ранних ГР хондроитиназами в традиционной модели уха кролика [220] и в 

келоидах человека [221]. Тем не менее, ГАГ-снижающий терапевтический подход 

требует определенной осторожности и дальнейших исследований, поскольку он 

может привести к значительным изменениям биомеханического и гуморального 

сигнального баланса после высвобождения факторов роста из ГАГ-

ассоциированного депо и перераспределения механических напряжений из-за 

вытеснения несвязанной воды [215, 222]. Более того, недавние данные показали, 

что сильно сульфатированный хондроитинсульфат может защищать фибробласты 

ГР от активации экспрессии α-SMA после стимуляции трансформирующим 

ростовым фактором бета, основным регулятором фиброза [223]. В этом 

исследовании не были идентифицированы отдельные типы ГАГ, поскольку этот 

вопрос рассматривался в других работах [127, 214, 223-237]. Однако текущие 

результаты ясно указывают на роль ГАГ в созревании ГР, и поэтому дальнейшие, 

более целенаправленные исследования в этой области могут помочь лучше 

контролировать ремоделирование рубцовой ткани. 

С другой стороны, коррекция белкового состава, например, с помощью 

биологических подходов, таких как контроль клеточного фенотипа, профилей 
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секреции [238] или ремоделирования внеклеточного матрикса [239, 240], выглядит 

более оправданной на более поздних стадиях рубцевания, актуальных для задач 

реконструктивной и пластической хирургии. Принимая во внимание результат 

текущего исследования, указывающий на роль неколлагеновых белковых 

компонентов внеклеточного матрикса в увеличении толщины рубцов, поисковая 

работа по определению динамических изменений широкого спектра компонентов 

матрикса представляется особенно многообещающей. В этом отношении омиксные 

технологии и методы науки о данных [241, 242], могут сыграть ключевую роль в 

идентификации новых целей для контроля рубцовой трансформации 

внеклеточного матрикса. 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что зрелые ГР могут 

воспроизводимо моделироваться в кроличьем ухе с незначительной модификацией 

хирургической техники по сравнению с традиционным подходом и для созревания 

ГР уха кролика необходимо не менее трех месяцев. Описанные объективные 

критерии четырех стадий созревания ГР расширят возможности 

экспериментального дизайна исследований новых методов диагностики и лечения 

зрелых рубцов кожи человека. 
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ГЛАВА 4. ПРИМЕНЕНИЕ АНТИФИБРОТИЧЕСКИХ СКАФФОЛДОВ 

ДЛЯ КОНТРОЛЯ ПЕРИИМПЛАНТНОГО ФИБРОЗА 

4.1 Характеристика скаффолдов 

Дискообразные (высотой 1 мм и диаметром 10 мм) имплантаты ПЛА0 и 

ПЛА@ПФ (Рисунок 9) обладали механической стабильностью.  

 

 

Рисунок 9 – Макрофотографии ПЛА0 и ПЛА@ПФ скаффолдов 

 

Режим лазерного спекания обеспечивал только поверхностное плавление 

полимерных частиц (Рисунок 10).  

 

Таблица 7 – Размеры частиц ПЛА0 и ПЛА@ПФ скаффолдов 

Тип 

скафф

олда 

Размер, мкм 

Среднее±

SD 

ДИ95% 

Медиана Минимум Максимум 

Нижняя 

граница 

Верхняя 

граница 

ПЛА0 

46.4±29.4 44.9 47.9 36.5 11.3 167.1 

ПЛА

@ПФ 

40.0±29.9 38.5 41.5 30.0 10.0 170.0 
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Средний диаметр частиц, расположенных на поверхности имплантатов, 

составлял 46,4±29,4 мкм для ПЛА0 и 40,0±29,9 мкм для ПЛА@ПФ (Таблица 7). 

Согласно результатам статистического теста Манна-Уитни, размер частиц в 

имплантате ПЛА@ПФ был меньше, чем в имплантате ПЛА0 (p <0,001), однако при 

этом он варьировал в аналогичном диапазоне. Краевые углы смачивания 

спеченных образцов составили 128±3° для имплантатов ПЛА@ПФ и ПЛА0, что 

указывало на аналогичную гидрофобность материалов. 

На основании анализа спектра ЭПР (d1 / d, где d1 - расстояние между 

максимумами боковых компонент, а d - амплитуда центральной компоненты, 

зарегистрированной при 90K в отсутствие вращательной подвижности), 

расстояния между молекулами 4-гидрокси-ТЕМПО бензоата в носителе ПЛА были 

не менее 3 нм. Кроме того, не было никаких признаков синглетной линии, 

указывающей на локальное накопление зонда (Рисунок 11). Оба факта указывают 

на равномерное распределение парамагнитных центров в структуре имплантата 

ПЛА, нагруженного 4-гидрокси-ТЕМПО бензоатом. 

Достигнутая эффективность нагрузки ПФ для имплантатов ПЛА@ПФ 

составила 97,9±13,8%. Высвобождение ПФ из порошка ПЛА@ПФ в PBS при 37°C 

было интенсивным в течение первых часов и достигло 49,1±2,1% через 5 часов 

инкубации (Рисунок 12).  
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Рисунок 10 – (а, b) Сканирующая электронная микроскопия текстуры поверхности 

имплантатов ПЛА0 (а) и ПЛА@ПФ (b), масштабный отрезок – 100 мкм. (c, d) 

Гистограммы распределения по размерам 1500 случайно измеренных частиц 

имплантатов ПЛА0 (c) и ПЛА@ПФ (d). (e, f) Краевые углы смачивания 

имплантатов ПЛА0 (e) и ПЛА@ПФ (f) 
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Рисунок 11 – Спектр ЭПР 4-гидрокси-ТЕМПО бензоата в имплантате ПЛА при 90 

К (а). Структурные формулы 4-гидрокси-ТЕМПО бензоата (b) и ПФ (c) 

 

Напротив, высвобождение ПФ из спеченного лазером имплантата ПЛА@ПФ 

той же массы было более стабильным: только 33,6±1,8% лекарства высвободилось 

в течение 5-часового интервала. Полное (100%) высвобождение ПФ из обоих типов 

образцов произошло через ~80 ч. 

 

 

Рисунок 12 – Спектрофотометрическая кинетика высвобождения ПФ в раствор PBS 

из порошков ПЛА и имплантатов ПЛА@ПФ при 37°C 
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4.2 Макроскопическое описание 

При макроскопическом исследовании кожных карманов на ушах кроликов во 

всех временных точках эксперимента определялись выбухающие над 

поверхностью округлые участки ткани, покрытые кожей с ярко выраженной 

гиперемией. Во всех экспериментальных группах на ПОД30 присутствовали 

плотные округлые подкожные валики ткани с умеренной гиперемией на краях и 

более светлой кожей в центре дефекта. Шовный материал, которым ушили дефект, 

был покрыт наложениями из нитей фибрина, образующих рыхлый сгусток. При 

освещении направленным источником света уха кролика с дорсальной стороны, 

визуализировался скаффолд округлой формы, располагающийся подкожно. На 

ПОД60 в группе ПЛА0 определялись значительное утолщение и уплотнение 

рубцовой ткани с формированием валика на периферии кожного кармана, кожа над 

валиком была с умеренными признаками гиперемии в центре. В этой же временной 

точке в группе ПЛА0+инПФ кожный карман изнутри был заполнен плотной 

рубцовой тканью. В группе ПЛА@ПФ на ПОД60 кожа в области карманов 

практически не выбухала над интактными участками, но была значительно 

гиперемирована (Рисунок 13). 

 

 

Рисунок 13 – Макроскопическая картина кожных карманов со скаффолдами на 

ПОД30 и ПОД60 
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4.3 Гистологический, иммуногистохимический и морфометрический 

анализы 

Образцы иссеченных тканей участков имплантаций, как правило, имели 

одинаковые структурные компоненты (Рисунок 14). Многослойный 

ороговевающий эпителий был представлен 2-4 слоями клеток, в отдельных случаях 

– с признаками гиперкератоза. Дерма состояла из сети тонких пучков коллагеновых 

волокон, среди которых определялись волосяные фолликулы и сальные железы. 

Представляющие интерес тканевые элементы, включая периимплантную 

соединительнотканную капсулу и окружающие ткани, располагались между 

эпителием кожи вентральной стороны и надхрящницей ушного хряща. Поскольку 

искусственный (материал имплантата) и тканевой (резидентная и de novo 

сформированная ткань) компоненты были тесно связаны между собой, это 

позволило назвать всю зону интереса периимплантатным комплексом (ПИК). 

 

 

Рисунок 14 – Схематическое изображение структуры и расположения ПИК в 

кожном кармане уха кролика 

 

В центре ПИК располагались остатки материала имплантата, которые 

определялись на срезах ткани не как объемные структуры, а как «пустоты» из-за 

растворения ПЛА во время гистологической проводки. Частицы имплантатов 
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наблюдали во всех образцах на всех временных точках эксперимента. Их 

количество варьировало между разными группами: на ПОД60 их было меньше, 

особенно в экспериментальных группах с ПФ.  

 

 

Рисунок 15 – Микрофотографии колокализованной с имплантатом ткани 

(КЛИТ) и соединительнотканной капсулы на ПОД60, увеличение х200, 

масштабный отрезок – 200 мкм. ГМКИТ окрашиваются пикринофильно с 

помощью ВГ (a), в то время как окружающие их волокна коллагена окрашиваются 

в ярко-розовый цвет (b). При окраске ПСК внутри ГМКИТ четко визуализируется 

подковообразная ориентация ядер (c), в то время как окружающая их 

соединительнотканная капсула становится ярко-красной (d) 

 

Во всех экспериментальных группах гранулы имплантатов были окружены 

ГМКИТ и фиброзированной грануляционной тканью или плотной соединительной 
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тканью. Эту колокализованную с имплантатом ткань (КЛИТ) легко 

идентифицировали при световой микроскопии на срезах, окрашенных с помощью 

ВГ по пикринофильному цвету (от желтого до оранжевого), и на образцах, 

окрашенных ПСК (бледно-красный цвет). В ходе исследования выявили, что КЛИТ 

окружала соединительнотканная периимплантная капсула, которая сливалась с 

сетчатым слоем дермы с одной стороны и граничила с надхрящницей с другой 

стороны (Рисунок 15). 

В группе ПЛА0 на ПОД30 фрагменты имплантата были окружены плотной 

фиброзной соединительнотканной капсулой с параллельно уложенными пучками 

коллагеновых волокон. Капсула имела толщину около 200–400 мкм, была 

умеренно фуксинофильной при окрашивании ВГ и имела ярко-красный цвет при 

окраске срезов ПСК (Рисунок 16). Она также давала сильное двойное 

лучепреломление в образцах, окрашенных ПСК, в поляризованном свете. Во 

внешней части капсулы находились многочисленные артерии малого и среднего 

калибра. Материал имплантата был окружен ГМКИТ (Рисунок 17). Пространства 

между ГМКИТ были обильно инфильтрированы лимфоцитами и макрофагами, а 

также содержали незначительное количество фибробластов. Все эти клетки в 

дальнейшем упоминаются как клетки, не относящиеся к ГМКИТ (Таблица 8). 

Вместе с кровеносными сосудами эти клеточные компоненты образовывали 

незрелую соединительную ткань. В отличие от периимплантной капсулы, КЛИТ 

окрашивался пикринофильно с помощью ВГ, в бледно-красный цвет с помощью 

ПСК и не давал двойное лучепреломление в окрашенных ПСК образцах в 

поляризованном свете. Фрагменты имплантата, видимые в образцах этой группы 

на ПОД30, в основном были небольшими, размером ~30–50 мкм. 

На ПОД60 в группе ПЛА0 граница между периимплантной капсулой и 

окружающей дермой была слабо идентифицируемой (Рисунок 18). Толщина 

капсулы составила ~200 мкм. Она была более фуксинофильна (в окрашенных ВГ 

образцах) по сравнению с ПОД30, окрашивалась в ярко-красный цвет ПСК и давала 

сильное двойное лучепреломление в желтом и красном спектре (поляризационная 
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микроскопия). В капсуле обнаруживали фибробласты и артерии малого и среднего 

калибра (Рисунок 19).  

 

 

Рисунок 16 – Микрофотографии тканей участков имплантаций на ушах кроликов 

на ПОД30, обзор структуры при малом увеличении: окрашивание ГЭ (a – c), ВГ (d 

– f) и ПСК (g – l), увеличение х50, масштабный отрезок – 200 мкм, стандартная 

оптическая микроскопия (a – i) и поляризационная микроскопия (j – l). 

Изображения образцов, окрашенных ПСК, полученные с помощью микроскопии в 

светлом поле и в поляризованном свете, совпадают по местоположению. Столбцы 

отображают исследуемые группы (имплантаты ПЛА0, ПЛА0+инПФ и ПЛА@ПФ) 
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Очагов инфильтрации иммунными клетками или признаков нарушения 

микроциркуляции не наблюдалось. КЛИТ была разделена незрелыми прослойками 

соединительной ткани, ориентированными параллельно эпителию. Они были 

бледно-красными при окрашивании ВГ, ярко-красными при окрашивании ПСК и 

не давали двойного лучепреломления при окрашивании ПСК при исследовании в 

поляризованном свете. Размер частиц имплантата был в основном небольшим (<50 

мкм), но несколько крупных (~100 мкм) агрегатов частиц определялись в более 

глубоких участках ткани. 

В группе ПЛА0+инПФ на ПОД30 периимплантная капсула имела умеренную 

плотность, содержала полиморфные фибробласты и иммунные клетки (в основном 

лимфоциты). Общая толщина капсулы варьировала от 200 до 400 мкм. Ткань 

капсулы представляла собой не единый слой, а образовывала множественные 

разнонаправленные соединительнотканные прослойки вокруг материала 

имплантата. Васкуляризация капсулы была умеренной. КЛИТ содержала в 

основном ГМКИТ и небольшое количество фибробластов и окрашивалась 

аналогично КЛИТ в группе ПЛА0. В нескольких случаях в группе ПЛА0+инПФ 

соединительная ткань капсулы прорастала в зону КЛИТ, разделяя ее на фрагменты. 

Эти врастания прослоек капсулы были фуксинофильными (ВГ), ярко-красными 

(ПСК) и анизотропными (ПСК в поляризованном свете). Фрагменты имплантата в 

этой группе были преимущественно крупными (≥100 мкм). 

На ПОД60 в группе ПЛА0+инПФ фиброзная периимплантная капсула имела 

тинкториальное сходство с окружающей дермой. Она плотно сливалась с дермой, 

как в группе ПЛА0 на ПОД60 и состояла из толстых пучков коллагеновых волокон, 

ориентированных параллельно эпидермису и разделяющих КЛИТ на 

поверхностные и глубокие участки. Эти участки были образованы небольшими 

(<50 мкм) фрагментами материала имплантата, которые были окружены 

сливающимися ГМКИТ. Фибробласты, артерии среднего калибра и небольшое 

количество иммунных клеток также входили в состав КЛИТ. Компоненты ПИК 

окрашивались так же, как и на ПОД30, но объем комплекса визуально уменьшился. 
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Таблица 8 – Количество не являющихся ГМКИТ клеток в периимплантных 

капсулах 

Временные 

точки 
Группа 

Количество клеток 

Среднее±SD 

ДИ95% 

Нижняя 

граница 

Верхняя 

граница 

ПОД30 

ПЛА0 5866±1268 4535 7197 

ПЛА0+инПФ 6622±3698 2740 10503 

ПЛА@ПФ 5611±1669 3859 7362 

ПОД60 

ПЛА0 3811±984 2777 4844 

ПЛА0+инПФ 3700±1261 2376 5023 

ПЛА@ПФ 4977±1576 3323 6632 

 

В группе ПЛА@ПФ на ПОД30 ПИК включал в себя тонкую (~100 мкм) и 

плотную периимплантную капсулу с параллельно ориентированными 

коллагеновыми волокнами и веретеновидными фибробластами с яркой 

эозинофильной цитоплазмой. Капсула отделяла материал имплантата и КЛИТ, 

содержащую ГМКИТ, от интактной кожи. При окрашивании методом ВГ капсула 

была несколько более фуксинофильной, чем в других группах на ПОД30. Она 

также окрашивалась в более ярко-красный цвет ПСК и давала сильное двойное 

лучепреломление (ПСК в поляризованном свете). Периимплантная ткань была 

богато васкуляризирована артериями малого и среднего калибра. КЛИТ содержала 

ГМКИТ и редкие очаги инфильтрации иммунными клетками: лимфоцитами и 

макрофагами. КЛИТ была пикринофильной (при окрашивании ВГ), бледно-

красной при окрашивании ПСК и изотропной при микроскопии в поляризованном 

свете. Окружающая ГМКИТ соединительная ткань была рыхлой, состояла из 

тонких пучков коллагена и фибробластов. Признаков значительного врастания 

соединительной ткани со стороны периимплантной капсулы в области КЛИТ не 

наблюдали. Фрагменты материала имплантата, окруженные ГМКИТ и 

грануляционной тканью в этой группе, были меньше, чем фрагменты имплантата, 

разделенные прослойками соединительной ткани в группе ПЛА0+инПФ. Размер 

частиц имплантата не варьировал значительно, большинство из них имели диаметр 

50–80 мкм. 
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На ПОД60 в группе ПЛА@ПФ имплантат был окружен сетью пучков 

коллагеновых волокон, характерных для сетчатой дермы ушной раковины кролика. 

В периимплантной ткани отмечались незначительные признаки фибротической 

трансформации, прослойки соединительной ткани между ГМКИТ не определялись. 

На границе капсулы и дермы видны артерии среднего калибра, признаков 

микроциркуляторных нарушений не было. Материал имплантата ПЛА@ПФ был 

окружен компактно расположенными ГМКИТ, фибробластами и множественными 

лимфоцитами. Фрагменты имплантата были в основном небольшими, но 

присутствовали редкие крупные агрегаты (≥100 мкм). Тинкториальные свойства 

компонентов ПИК были аналогичны тем, которые наблюдали в этой группе на 

ПОД30. 

В то же время внутренняя организация ПИК и гистоморфологические 

признаки РИТ и ПИФ в исследуемых группах заметно различались. 

Толщина ПИК в экспериментальных группах была выше, чем в интактной 

дерме (которая имела среднюю толщину 302±15 мкм) на протяжении всего периода 

эксперимента (Таблица 9). На ПОД30 не было статистически значимых различий 

между исследуемыми группами по толщине ПИК (p = 0,180). Интересно, что от 

ПОД30 до ПОД60 толщина ПИК статистически значимо уменьшалась только в 

группах ПЛА0 и ПЛА@ПФ (p = 0,016 и p = 0,004, соответственно). Напротив, в 

группе ПЛА0+инПФ толщина ПИК не изменилась в течение периода исследования 

(p = 0,748). На ПОД60 толщина ПИК в группе ПЛА@ПФ была статистически 

значимо ниже, чем в ПЛА0 и ПЛА0+инПФ (p <0,001 в обоих случаях). В то же время 

статистически значимого различия в толщине ПИК между группами ПЛА0 и 

ПЛА0+инПФ не было (p = 1.000). ПИК в группе ПЛА@ПФ в конце 

экспериментального периода (ПОД60) был менее чем в два раза толще, чем 

неповрежденная дерма; разница все еще была статистически значимой (p = 0,018). 

В контрольных группах на ПОД60 ПИК был в 4–5 раз толще интактной дермы. 

 

 

 



85 

 

 

Рисунок 17 – Микрофотографии тканей участков имплантаций на ушах кроликов 

на ПОД30, обзор структуры при большом увеличении: окрашивание ГЭ (a – c), ВГ 

(d – f) и ПСК (g – l), увеличение x200, масштабный отрезок – 50 мкм, стандартная 

оптическая микроскопия (a – i) и поляризационная микроскопия (j – l). 

Изображения образцов, окрашенных ПСК, полученные с помощью микроскопии в 

светлом поле и поляризованном свете, совпадают по местоположению. Столбцы 

отображают исследуемые группы (имплантаты ПЛА0, ПЛА0+инПФ и ПЛА@ПФ) 
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Рисунок 18 – Микрофотографии тканей участков имплантаций на ушах кроликов 

на ПОД60, обзор структуры при малом увеличении: окрашивание ГЭ (a – c), ВГ (d 

– f) и ПСК (g – l), увеличение x50, масштабный отрезок – 200 мкм, стандартная 

оптическая микроскопия (a – i) и поляризационная микроскопия (j – l). 

Изображения образцов, окрашенных ПСК, полученные с помощью микроскопии в 

светлом поле и в поляризованном свете, совпадают по местоположению. Столбцы 

отображают исследуемые группы (имплантаты ПЛА0, ПЛА0+инПФ и ПЛА@ПФ) 
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Рисунок 19 – Микрофотографии тканей участков имплантаций на ушах кроликов 

на ПОД60, обзор структуры при большом увеличении: окрашивание ГЭ (a – c), ВГ 

(d – f) и ПСК (g – l), увеличение x200, масштабный отрезок – 50 мкм, стандартная 

оптическая микроскопия (a – i) и поляризационная микроскопия (j – l). 

Изображения образцов, окрашенных ПСК, полученные с помощью микроскопии в 

светлом поле и в поляризованном свете, совпадают по местоположению. Столбцы 

отображают исследуемые группы (имплантаты ПЛА0, ПЛА0+инПФ и ПЛА@ПФ) 

 

Относительная площадь материала имплантата на гистологических срезах 

(Таблица 10) статистически не различалась между исследуемыми группами на 

ПОД30 (p = 0,663). 
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Таблица 9 – Толщина интактной кожи и ПИК 

Временные 

точки 

Толщина, мкм 

Интактная дерма  
ПИК 

ПЛА0 ПЛА0+инПФ ПЛА@ПФ 

ПОД30 
302±15 

1580±348 1229±402 1249±283 

ПОД60 1444±140 1212±163 532±98 

 

Кроме того, не было статистически значимого изменения относительной 

площади имплантата в группе ПЛА0 между ПОД30 и ПОД60 (p = 0,089). Напротив, 

в группах ПЛА0+инПФ и ПЛА@ПФ на ПОД60 количество материала имплантата 

уменьшилось по сравнению с предыдущей временной точкой (p = 0,015 и p = 0,001, 

соответственно). 

Наиболее выраженную биодеградацию (при измерении на ПОД60) 

наблюдали в группе ПЛА@ПФ, где относительная площадь имплантата составляла 

всего 14,5±3,8% от его исходного размера, в то время как в ПЛА0 и ПЛА0+инПФ 

она составляла 64,4±33,2% и 33,8±14,9% соответственно (Рисунок 20). 

 

Таблица 10 – Динамические изменения относительных площадей скаффолдов 

Временные 

точки 
Группа 

Относительная площадь, % 

Среднее±SD 

ДИ95% 

Нижняя 

граница 

Верхняя 

граница 

ПОД30 

ПЛА0 104.3±40.8 62.0 147.5 

ПЛА0+инПФ 92.2±46.8 43.1 141.4 

ПЛА@ПФ 116.7±.3 63.9 169.5 

ПОД60 

ПЛА0 64.4±32.2 29.6 99.2 

ПЛА0+инПФ 33.8±14.9 18.2 49.4 

ПЛА@ПФ 14.5±3.8 10.5 18.5 

 

Различия были статистически значимыми между группами ПЛА@ПФ и 

ПЛА0 (p = 0,004) и между группами ПЛА@ПФ и ПЛА0+инПФ (p = 0,012), но не 

между группами ПЛА0 и ПЛА0+инПФ (p = 0,066). Применение ПФ либо в качестве 

инъекции, либо в качестве компонента имплантата привело к статистически 
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значимому уменьшению относительной площади имплантата, измеренной на 

ПОД60, по сравнению с группой ПЛА0 (p = 0,005). 

 

 

Рисунок 20 – Морфометрическая оценка структуры ПИК: (а) общая толщина ПИК, 

мкм. (b) Относительная площадь сечения остаточного материала имплантата на 

гистологических препаратах, %. Статистическая значимость: * - p ≤ 0,05. Средние 

значения ± SD 

 

Экспрессию α-SMA в ПИК обнаружили во всех группах во всех временных 

точках эксперимента, но преимущественно в активированных фибробластах 

(миофибробластах) и в стенках кровеносных сосудов (Таблица 11). 

 

Таблица 11 – Количество α-SMA положительных сосудов в 1мм2 периимплантной 

капсулы 

Временные 

точки 
Группа 

Количество клеток 

Среднее±SD 

ДИ95% 

Нижняя 

граница 

Верхняя 

граница 

ПОД30 

ПЛА0 86.7±20.3 65.3 108.0 

ПЛА0+инПФ 91.0±43.2 45.7 136.3 

ПЛА@ПФ 95.0±50.8 41.7 148.3 

ПОД60 

ПЛА0 39.7 ±11.9 27.2 52.1 

ПЛА0+инПФ 75.0±29.5 44.0 106.0 

ПЛА@ПФ 78.3±44.9 31.2 125.5 
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На ПОД30 толстый слой α-SMA-положительных, параллельно 

ориентированных миофибробластов выстилал внутреннюю часть периимплантной 

капсулы в группе ПЛА0 (Рисунок 21). Этот слой практически отсутствовал в группе 

ПЛА0+инПФ. Вместо этого вокруг зоны КЛИТ обнаружили рассеянные очаги α-

SMA-положительных фибробластов. В группе ПЛА@ПФ экспрессия α-SMA была 

еще слабее в фибробластах капсулы, но сильной в кровеносных сосудах. Однако 

периимплантная капсула в этой группе имела заметно большую пространственную 

плотность кровеносных сосудов, положительных по α-SMA. 

На ПОД60 экспрессия α-SMA во всех исследуемых группах была ограничена 

в основном сосудистыми структурами, тогда как в фибробластах периимплантной 

ткани она практически отсутствовала. 

 

 

Рисунок 21 – α-SMA в ПИК на ушах кроликов на ПОД30 (a – c) и ПОД60 (d – f). 

Увеличение x200, масштабный отрезок – 50 мкм, антитела к α-SMA, 

иммунопероксидазная реакция. Столбцы отображают исследуемые группы 

(имплантаты ПЛА0, ПЛА0+инПФ и ПЛА@ПФ) 

 

Количество α-SMA-положительных кровеносных сосудов в периимплантных 

капсулах не различалось между исследуемыми группами на ПОД30 и ПОД60, тогда 

как в группах ПЛА0+инПФ и ПЛА@ПФ наблюдали тенденцию к увеличению этого 
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параметра по сравнению с ПЛА0. В группе ПЛА0 количество α-SMA-

положительных кровеносных сосудов в периимплантных капсулах статистически 

значимо снизилось с ПОД30 на ПОД60, но в других группах такое снижение не 

отметили. 

Статистически значимое снижение экспрессии α-SMA между ПОД30 и 

ПОД60 наблюдали только в группе ПЛА0 (p = 0,003), тогда как в группах 

ПЛА0+инПФ и ПЛА@ПФ интенсивность экспрессии этого маркера статистически 

не изменялась после ПОД30 (p = 0,465 и p = 0,093 соответственно). Применение 

ПФ привело к значительному снижению экспрессии α-SMA в фибробластах в 

группах ПЛА0+инПФ и ПЛА@ПФ на ПОД30. Однако на ПОД60 не было 

статистически значимой разницы в интенсивности экспрессии α-SMA между 

исследуемыми группами (Рисунок 22). 

 

 

Рисунок 22 – Полуколичественный анализ экспрессии иммуногистохимических 

маркеров в ПИК, исследуемых по интенсивности окрашивания: (a) α-SMA, (b) 

iNOS и (c) Arg1. Статистическая значимость: * - p ≤ 0,05. Средние значения ± SD 
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Иммуногистохимическую экспрессию iNOS (Рисунок 23) обнаружили во 

всех группах на обеих временных точках. Положительное окрашивание на этот 

маркер определяли в основном в КЛИТ и, в гораздо меньшей степени, в капсуле 

вокруг имплантата. В частности, большинство ГМКИТ были сильно положительны 

на iNOS на ПОД30. Однако часть ГМКИТ окрашивалась отрицательно на iNOS. 

От ПОД30 до ПОД60 экспрессия iNOS снизилась в группе ПЛА0 (p = 0,011), 

увеличилась в группе ПЛА0+инПФ (p = 0,007) и не изменилась в группе ПЛА@ПФ 

(p = 0,598). 

Между исследуемыми группами наблюдали статистически значимые 

различия в экспрессии iNOS. На ПОД30 экспрессия iNOS в группе ПЛА0 была 

выше (p = 0,011), а на ПОД60 - ниже (p = 0,007), чем в группе ПЛА0+инПФ. 

Интересно, что не было статистически значимой разницы между экспрессией iNOS 

между группами ПЛА0 и ПЛА@ПФ в оба момента времени (p = 0,241 для ПОД30 

и p = 0,075 для ПОД60). На ПОД30 экспрессия этого маркера также увеличивалась 

в группе ПЛА@ПФ по сравнению с группой ПЛА0+инПФ (p = 0,018), но не 

отличалась от нее в группе ПОД60 (p = 0,075). 

Экспрессия аргиназы-1 была даже более специфической для КЛИТ и 

исключительно локализовалась в макрофагах и ГМКИТ. На ПОД30 большинство 

ГМКИТ в группе ПЛА0 были Arg1-положительными. Экспрессия Arg1 была слабее 

в группах, где применялся ПФ, особенно в группе ПЛА@ПФ. На ПОД60 

единичные фокусы, содержащие Arg1-положительный ГМКИТ, наблюдали в 

группах ПЛА0 и ПЛА0+инПФ, тогда как в группе ПЛА@ПФ ПИК был полностью 

Arg1-отрицательным. 

Результаты проведенного статистического анализа подтвердили, что 

экспрессия Arg1 значительно снизилась с ПОД30 до ПОД60 во всех исследуемых 

группах (p = 0,002 для ПЛА0, p = 0,005 для ПЛА0+инПФ и p = 0,006 для ПЛА@ПФ). 

Уровни Arg1 статистически не различались между группами ПЛА0 и ПЛА0+инПФ 

на ПОД30 (p = 0,092) и ПОД60 (p = 0,317). В то же время экспрессия этого маркера 

была снижена в обеих исследуемых временных точках в группе ПЛА@ПФ по 
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сравнению с ПЛА0 (p = 0,007 для ПОД30 и p = 0,005 для ПОД60) и ПЛА0+инПФ (p 

= 0,026 для ПОД30 и p = 0,001 для ПОД60). 

 

 

Рисунок 23 – iNOS (a – f) и Arg1 (g – l) в ПИК на ушах кроликов на ПОД30 (a – c и 

g – i) и ПОД60 (d – f и j – l). Увеличение x400, масштабный отрезок – 25 мкм, 

антитела к iNOS и Arg1, иммунопероксидазная реакция. Столбцы отображают 

исследуемые группы (имплантаты ПЛА0, ПЛА0+инПФ и ПЛА@ПФ) 
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4.4 Генетический анализ 

По данным генетического анализа, среднее количество мРНК коллагена типа 

I в образцах участков имплантаций составляло от 9,6 до 14,4 условных единиц 

(∆∆Сt / мРНК). Статистически достоверную разницу обнаружили только между 

группой ПЛА0 на ПОД30 и группой ПЛА@ПФ на 60е сутки. Интересно, что был 

отмечен тренд на границе статистической достоверности (p = 0,056) в группе 

ПЛА@ПФ между ПОД30 и ПОД60 (Рисунок 24). 

 

 

Рисунок 24 – Экспрессия мРНК коллагенов типов I и III и трансформирующего 

ростового фактора бета-1, ПЦР, условные единицы (∆∆Сt / мРНК). Средние 

значения ± SD 

 

При исследовании содержания мРНК коллагена типа III в периимплантных 

тканях, отмечался больший разброс средних значений, находившихся в 

промежутке от 7,9 до 13,2 условных единиц. Статистически достоверная разница 
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определялась между группой ПЛА@ПФ на ПОД60 и всеми группами на ПОД30, а 

также группой ПЛА0+инПФ на ПОД60 (p<0,05). Общее снижение количества 

мРНК коллагенов типов I и III в группе ПЛА@ПФ на ПОД60 указывает на 

замедление процесса ремоделирования внеклеточного матрикса, лежащего в 

основе тканевых изменений при фиброзе. 

Уровни мРНК ТРФбета-1 были значительно ниже, чем у мРНК коллагенов 

типов I и III и составляли в среднем 5,8 условных единиц. Уровень мРНК ТРФбета-

1 в группе ПЛА на ПОД30 был достоверно выше, чем в группах с инъекциями и 

локальной доставкой пирфенидона на ПОД60 (p<0,05). 

4.5 Термический анализ 

В результате проведенного анализа выявили, что термограммы ДСК 

денатурации коллагена для образцов интактной кожи содержали ярко выраженный 

пик с максимумом на ~64°C с прилегающим низкотемпературным плечом с пиком 

~59°C и высокотемпературным широким и гладким пиком (Рисунок 25). Для 

полноразмерных экспериментальных образцов термограммы денатурации 

коллагена находились в более широких пределах, а низкотемпературное плечо 

трансформировалось в четкий пик с максимумом ~59°C.  

 

 

Рисунок 25 – Термограммы тканей вокруг имплантатов ПЛА0 (черная), 

ПЛА0+инПФ (красная) и ПЛА@ПФ (синяя) на ПОД30 (a) и ПОД60 (b). 

Термограмма интактной ткани дермы уха (фиолетовая) 
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Термография сепарированных тканей ПИК методом ДСК позволила выявить 

ярко выраженный низкотемпературный пик, при этом субэпидермальные области 

не отличались от интактных образцов. 

На ПОД30 термограммы образцов всех исследуемых групп состояли из 

низкотемпературного пика на 40–60% с максимумом ~59°С (Таблица 12). Более 

того, по соотношению низкотемпературных пиков, в группе имплантатов ПЛА0 

более половины коллагена денатурировало при температуре <60 ° С. Доли 

низкотемпературных пиков в группах ПЛА0+инПФ и ПЛА@ПФ также достоверно 

отличались от пиков интактной дермы, но были выше, чем в группе ПЛА0. 

 

Таблица 12 – Пики температурных переходов (Тп) и доли низкотемпературных 

пиков термограмм исследуемых тканей (статистическая значимость по сравнению 

с интактной тканью: * p ≤ 0,05) 

Образцы 

Толщина, мкм 

Временн

ые точки 

Тп1, °C 

 

Тп2, °C 

 

Доля 

низкотемпературного 

пика, % 

Интактная 

дерма 
- 

58.5±1.0 65.6±0.9 15±5.0 

ПЛА0 

ПОД30 

57.8±1.0 64.7±1.0 60.0±10.0* 

ПЛА0+инПФ 58.4±0.8 65.1±1.0 48.0 ±15.0* 

ПЛА@ПФ 58.4±1.0 64.9±0.6 40.0±6.0* 

ПЛА0 

ПОД60 

58.5±0.7 65.2±0.5 24.0±11.0 

ПЛА0+инПФ 58.3±1.0 65.5±0.6 23.0±10.0 

ПЛА@ПФ 58.7±1.0 65.5±0.5 20.0±3.0 

 

Термограммы образцов группы ПЛА0 на ПОД60 имели заметный пик при 

температуре ~59°С без деконволюции. В группах ПЛА0+инПФ и ПЛА@ПФ этот 

пик имел вид низкотемпературного плеча, аналогичного таковому у 

неповрежденной кожи. 

Статистически значимых различий между значениями пиков температурных 

переходов различных групп на обе исследуемые временные точки не выявили. 

Однако доли низкотемпературных пиков статистически значимо различались 

между группами на ПОД30. В частности, они был выше в группах ПЛА0, 
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ПЛА0+инПФ и ПЛА@ПФ (p = 0,004 для всех пар), чем в интактной дерме. Однако 

статистически значимой разницы между группами ПЛА0 и ПЛА0+инПФ (p = 0,106) 

и группами ПЛА0+инПФ и ПЛА@ПФ (p = 0,0332) не было. Важно отметить, что 

соотношение долей низкотемпературных пиков было значительно снижено в 

группе ПЛА@ПФ по сравнению с группой ПЛА0 (p = 0,004). 

4.6 Статистический анализ 

В результате проведенного статистического анализа корреляций выявили 

некоторые интересные скрытые связи между изученными морфологическими 

признаками РИТ и ПИФ в разных группах.  

Параметры, включенные в корреляционный анализ (Таблица 13), позволили 

оценить описанные статистически значимые корреляции. Результаты 

скорректированных по временным точкам корреляций и корреляционного анализа 

для всей выборки данных представлены далее. 

В группе ПЛА0 наблюдали сильные отрицательные статистически значимые 

корреляции между несколькими параметрами и временем после операции. К ним 

относились толщина ПИК (Rs = –0,724, p = 0,008), количество не относящихся к 

ГМКИТ клеток в капсуле вокруг имплантата (Rs = –0,724, p = 0,008), интенсивность 

α-SMA (Rs = –0,869, p <0,001), экспрессия iNOS (Rs = -0,772, p = 0,003) и Arg1 (Rs 

= –0,920, p <0,001) и соотношение низкотемпературных пиков в ДСК (Rs = –0,878, 

p <0,001), что указывает на то, что эти параметры почти линейно снижаются между 

ПОД30 и ПОД60. 

Относительная площадь имплантата положительно коррелировала с 

толщиной ПИК (Rs = 0,664, p = 0,018). 

В свою очередь, толщина ПИК положительно коррелировала с количеством 

не- ГМКИТ-клеток в периимплантной капсуле (Rs = 0,790, p = 0,002), плотностью 

α-SMA-положительных кровеносных сосудов в периимплантной капсуле (Rs = 

0,692, p = 0,013), экспрессией iNOS (Rs = 0,771, p = 0,003), уровнем Arg1 (Rs = 0,622, 
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p = 0,031) и соотношением низкотемпературных пиков в ДСК (Rs = 0,580, p = 

0,048). 

 

Таблица 13 – Включенные в корреляционный анализ параметры 

Параметр Тип Мера 
Кодирование номинальных и 

порядковых параметров 

Группа Численный Номинальный 
0 – интактная кожа, 1 – ПЛА0, 2 – 

ПЛА0+инПФ, 3 – ПЛА@ПФ 

Был применен ПФ? Численный Порядковый 0 – нет, 1 – да 

Время после 

операции (ПОД) 
Численный Порядковый 1 – ПОД30, 2 – ПОД60 

Относительная 

площадь скаффолда, 

% 

Численный Количественный - 

Толщина ПИК, мкм Численный Количественный - 

Количество не 

являющихся ГМКИТ 

клеток в 

периимплантной 

ткани, 1/мм2 

Численный Количественный - 

Интенсивность 

экспрессии α-SMA 
Численный Порядковый Как в Таблице 4 

Количество α-SMA 

положительных 

сосудов в 

периимплантной 

ткани, 1/мм2 

Численный Количественный - 

Интенсивность 

экспрессии iNOS 
Численный Порядковый Как в Таблице 4 

Интенсивность 

экспрессии Arg1 
Численный Порядковый Как в Таблице 4 

Доля 

низкотемпературног

о пика, % 

Численный Количественный - 

Тп1, °C Численный Количественный - 

Тп2, °C Численный Количественный - 

 

Количество не-ГМКИТ клеток в периимплантной капсуле положительно 

коррелировало с экспрессией α-SMA (Rs = 0,655, p = 0,021), количеством α-SMA-

положительных кровеносных сосудов в периимплантной капсуле (Rs = 0,685, p = 



99 

 

0,014), уровнем iNOS (Rs = 0,775, p = 0,003), экспрессией Arg1 (Rs = 0,644, p = 

0,024) и соотношением низкотемпературных пиков в ДСК (Rs = 0,608, p = 0,036). 

Интенсивность экспрессии α-SMA положительно коррелировала с 

плотностью α-SMA-положительных кровеносных сосудов в периимплантной 

капсуле (Rs = 0,873, p <0,001), экспрессией Arg1 (Rs = 0,856, p < 0,001) и 

отношением низкотемпературных пиков в ДСК (Rs = 0,883, p <0,001). Корреляция 

с экспрессией iNOS почти достигла принятого уровня статистической значимости 

(Rs = 0,570, p = 0,053). 

Плотность α-SMA-положительных кровеносных сосудов в периимплантной 

капсуле положительно коррелировала с экспрессией iNOS (Rs = 0,656, p = 0,021), 

Arg1 (Rs = 0,883, p = 0,001) и, примечательно, статистически значимо 

коррелировала с отношением низкотемпературных пиков в ДСК (Rs = 0,919, p 

<0,001). 

Уровень iNOS положительно коррелировал с экспрессией Arg1 (Rs = 0,651, p 

= 0,022) и соотношением низкотемпературных пиков при в ДСК (Rs = 0,745, p = 

0,005). 

Экспрессия Arg1 положительно коррелировала с соотношением 

низкотемпературных пиков в ДСК (Rs = 0,853, p <0,001). 

В группе ПЛА0+инПФ обнаружили отрицательные статистически значимые 

корреляции между несколькими параметрами и временем после операции. К ним 

относились относительная площадь имплантата (Rs = –0,772, p = 0,003), экспрессия 

Arg1 (Rs = –0,845, p = 0,001) и соотношение низкотемпературных пиков в ДСК (Rs 

= –0,792, p = 0,002), что связано со снижением этих параметров между ПОД30 и 

ПОД60. В отличие от группы ПЛА0, экспрессия iNOS сильно коррелировала со 

временем после операции (Rs = 0,816, p = 0,001). Кроме того, не было 

статистически значимых корреляций между временем после операции и толщиной 

ПИК, количеством не являющихся ГМКИТ клеток в периимплантной капсуле, 

интенсивностью α-SMA и другими параметрами. 
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Относительная площадь имплантата отрицательно коррелировала с уровнем 

iNOS (Rs = –0,710, p = 0,010) и положительно – с Arg1 (Rs = 0,759, p = 0,004) и 

отношением низкотемпературных пиков в ДСК (Rs = 0,746, р = 0,005). 

В отличие от группы ПЛА0, экспрессия iNOS отрицательно коррелировала с 

Arg1 (Rs = –0,828, p = 0,001), а отрицательную корреляцию умеренной силы 

наблюдали с соотношением низкотемпературных пиков в ДСК (Rs = –0,667, р = 

0,018). 

Экспрессия Arg1 положительно коррелировала с соотношением 

низкотемпературных пиков в ДСК (Rs = 0,803, p = 0,002). 

В группе ПЛА@ПФ наблюдали сильные отрицательные статистически 

значимые корреляции между временем после операции и толщиной ПИК (Rs = –

0,871, p <0,001), относительной площадью имплантата (Rs = –0,869, p <0,001), 

уровнем Arg1 (Rs = –0,826, p = 0,001) и отношением низкотемпературных пиков в 

ДСК (Rs = –0,878, p <0,001). В отличие от группы ПЛА0, не было статистически 

значимой связи между временем после операции и количеством не-ГМКИТ-клеток 

в периимплантной капсуле, интенсивностью экспрессии α-SMA и iNOS. 

Примечательно, что площадь имплантата в группе ПЛА@ПФ со временем 

уменьшалась. У животных с имплантированными ПЛА@ПФ не только площадь 

имплантата, но и толщина ПИК уменьшалась со временем по сравнению с группой 

ПЛА0+инПФ. 

Относительная площадь имплантата положительно коррелировала с 

толщиной ПИК (Rs = 0,788, p = 0,002), α-SMA (Rs = 0,612, p = 0,034) и Arg1 (Rs = 

0,734, p = 0,007), а также с отношением низкотемпературных пиков в ДСК (Rs = 

0,693, p = 0,013). Также она отрицательно коррелировала с пиком температуры Tп2 

в ДСК (Rs = –0,667, p = 0,018). 

Толщина ПИК положительно коррелировала с экспрессией Arg1 (Rs = 0,819, 

p = 0,001) и отношением низкотемпературных пиков в ДСК (Rs = 0,765, p = 0,004). 

Экспрессия α-SMA в ПИК положительно коррелировала с экспрессией Arg1 

(Rs = 0,698, p = 0,012). 
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Экспрессия Arg1 положительно коррелировала с соотношением 

низкотемпературных пиков в ДСК (Rs = 0,854, p <0,001). 

Пики температурных переходов Tп1 и Tп2 в ДСК также были почти линейно 

взаимозависимыми (Rs = 0,928, p <0,001). 

Обсуждение 

В настоящей работе были установлены эффекты нового экспериментального 

прототипа ИСДЛ для локальной доставки ПФ на фибротическую трансформацию 

периимплантной ткани в модели имплантации в карман кожи уха кролика [41]. 

Экспериментальная модель, использованная в этой работе, представляет собой 

модификацию подхода, используемого для моделирования чрезмерного 

(гипертрофического) рубцевания, который основан на ишемической природе ран 

на коже уха кролика [30, 243]. Имплантаты фиксировали хирургическим путем на 

границе дермы и хрящевой пластины. Затем примененная методология позволила 

смоделировать РИТ и фиброз окружавшей имплантат ткани. 

Эффективность ИСДЛ зависит от её способности пролонгированно 

высвобождать лекарство, а также от биосовместимости и биодеградации, которые 

вместе определяют фармакокинетический профиль препарата [147, 153, 159, 244-

247]. В представленной работе высокая эффективность нагрузки имплантатов 

ПЛА@ПФ ПФ (97,9±13,8% от исходной дозы 500 мкг ПФ на 0,3 г порошка ПЛА) 

была достигнута путем совместного вспенивания сухих порошков ПЛА и ПФ в 

скСО2 по методике, предложенной ранее [248], что позволило обойти проблему 

плохой совместимости гидрофобного материала-носителя (ПЛА) [192] и 

высокогидрофильного препарата (ПФ) [188]. Послойное лазерное спекание [44, 

195] применялось для формирования прочных и механически стабильных 

имплантатов. Важно отметить, что в представленном исследовании режим 

лазерной обработки был настроен для достижения поверхностного плавления краев 

частиц ПЛА, послойно, без перегрева основной части структуры имплантата, 

чтобы предотвратить повреждение молекул лекарства. Гомогенное распределение 

лекарственного средства в носителе ПЛА после примененной операции 

подтвердили модельным экспериментом методом ЭПР со спиновым зондом, 
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структурно напоминающим ПФ. Анализ высвобождения лекарства из спеченных 

имплантатов ПЛА@ПФ проводили in vitro в физиологических условиях (PBS, 

37°C). Этот эксперимент продемонстрировал, что время полного высвобождения 

ПФ из имплантатов ПЛА@ПФ составило более 80 часов после начального 

быстрого высвобождения примерно 50% лекарства в течение первых 24 часов. Это 

время высвобождения было намного больше, чем период, описанный для 

различных типов линз для зрения, нагруженных ПФ (до 12 часов) [249, 250]. 

В этом исследовании мы сосредоточились на биомедицинских аспектах 

локальной доставки ПФ носителем ПЛА, а не на разработке и оптимизации ИСДЛ. 

В частности, высвобождение ПФ из имплантатов ПЛА@ПФ in vivo 

непосредственно не измерялось. Кроме того, необходимо отметить, что пустые 

имплантаты ПЛА0 и имплантаты ПЛА@ПФ имели незначительные, но 

статистически значимые различия в среднем размере частиц (где ПЛА@ПФ имел 

более мелкогранулярную структуру). Известно, что этот параметр может влиять на 

различные свойства поверхности и биоразлагаемость материала. В частности, 

полимерные имплантаты с гранулами меньшего размера демонстрируют 

ускоренное разрушение [251]. Дальнейшая разработка ИСДЛ потребует 

дополнительную стандартизацию получаемых имплантатов, в частности, путем 

корректировки обработки скCO2 [252]. 

РИТ и ПИФ вокруг имплантатов ПЛА@ПФ и ПЛА0, применяемых отдельно 

или в сочетании с однократной местной инъекцией эквивалентной дозы ПФ, были 

сравнительно изучены гистопатологическими методами, ДСК и 

морфометрическим анализом. Как мы наблюдали на ПОД30, РИТ во всех 

исследуемых группах привела к образованию ПИК, состоящего из 

периимплантной капсулы, КЛИТ и плотно контактирующей резидентной дермы. 

КЛИТ во всех группах содержал ГМКИТ, окружавшие частицы имплантата; 

фибробласты, кровеносные капилляры и воспалительный инфильтрат с 

макрофагами и лимфоцитами. Периимплантные капсулы были образованы 

фиброзной соединительной тканью, в которой определялись фибробласты, 

миофибробласты и кровеносные сосуды. Внеклеточный матрикс капсул состоял из 
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пучков коллагеновых волокон, чьи расположение, плотность и архитектоника 

различались между исследуемыми группами и менялись со временем. Структура 

периимплантных капсул в группе ПЛА0 была подобна капсулам, которые 

наблюдались ранее вокруг долгосрочных рассасывающихся биоматериалов, 

включая ПЛА и полилактико-гликолевые шовные материалы, текстурированные 

силиконовые грудные имплантаты [29] и даже электроды кохлеарных имплантатов 

[253]. С другой стороны, развившееся благодаря ГМКИТ гранулематозное 

воспаление является типичным иммунным ответом не только на синтетические 

биоматериалы, но и на различные ксеногенные структуры в отсутствие 

специфического механизма резорбции [254]. Подобные реакции можно наблюдать 

после применения хитозановых и целлюлозных пленок, инфицирования 

паразитами и микобактериями [255]. Таким образом, можно сделать вывод, что 

исследование механизмов РИТ имеет важное значение для контроля ПИФ. 

Для представленного прототипа ИСДЛ выбрали наиболее известный и 

клинически одобренный антифибротический препарат, ПФ, который является 

антагонистом ТРФбета-1, оказывающим местные и системные антифибротические 

эффекты. Первое предложение о применении ПФ для контроля РИТ было сделано 

за несколько лет до одобрения FDA первой пероральной формы ПФ – Эсбриет 

(Roche, Швейцария). У грызунов ПФ уменьшал объем соединительной ткани 

вокруг имплантата и подавлял экспрессию мРНК α-SMA и ТРФбета-1 [190]. 

Совсем недавно та же группа авторов показала эффект перорального ПФ на 

предотвращение контракции капсул вокруг грудных имплантатов в клинических 

испытаниях [256]. Также была предложена местная доставка ПФ для 

предотвращения образования капсулы вокруг дренажного устройства от глаукомы 

[174]. Антифибротический эффект ПФ в этих исследованиях был связан с 

уменьшением количества α-SMA положительных клеток, что коррелирует и с 

нашими результатами. Тем не менее, более глубокий анализ воздействия локально 

доставленного ПФ еще не проводился. 
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Наши результаты показали, что доставляемый медленно биоразлагаемым 

имплантатом ПФ может значительно изменить РИТ и облегчить или предотвратить 

ПИФ. 

Прежде всего мы обнаружили, что имплантаты ПЛА@ПФ более склонны к 

биодеградации, чем ПЛА0 (в том числе при инъекции ПФ), как следует из 

результатов измерения относительной площади имплантата на гистологических 

срезах. Интересно, что не было корреляции между временем после операции и 

площадью имплантата в группе ПЛА0, но в группах, где использовался ПФ, 

площадь имплантата уменьшилась в течение экспериментального периода. 

Доставка ПФ путем инъекции действительно стимулировала биодеградацию 

имплантата, но не в такой степени, как в группе ПЛА@ПФ. Представляется 

разумным объяснить наблюдаемое ускорение деградации имплантата совместным 

действием ПФ и модификацией свойств материала имплантата после нагрузки ПФ 

в состав ПЛА носителя. 

Толщина ПИК была одинаковой в исследуемых группах на ПОД30, но 

различалась на ПОД60. С помощью морфометрического анализа мы определили 

значительное уменьшение толщины в ПЛА@ПФ в сравнении с группами ПЛА0 и 

ПЛА0+инПФ. Важно отметить, что введенный инъекцией ПФ не вызывал такого 

эффекта. Точное измерение толщины капсулы вокруг имплантата, которое обычно 

используется для оценки выраженности ПИФ, было невозможно в настоящей 

работе из-за очень тесно взаимосвязанной пространственной структуры ПИК и 

интактной дермы. В действительности толщина ПИК отражала как интенсивность 

ПИФ, так и степень биодеградации имплантата. Поскольку имплантаты 

деградировали быстрее в группе ПЛА@ПФ, объем остаточного материала 

имплантата, который вносил вклад в толщину ПИК, был ниже. Однако, согласно 

результатам корреляционного анализа, толщина ПИК положительно 

коррелировала с относительной площадью имплантата только в группах ПЛА0 и 

ПЛА@ПФ, но не у животных, которым вводили ПФ инъекционно. В группе ПЛА0 

объем имплантата не изменялся со временем, в то время как в группах с 

применением ПФ он уменьшался на ПОД60. Только в группе ПЛА@ПФ 
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положительная корреляция толщины ПИК и площади имплантата отражала 

сонаправленное изменение, указывающее на уменьшение объема КЛИТ, 

периимплантной капсулы и ПИФ. 

Результаты исследования выявили очень интересные различия в механизмах 

РИТ и ПИФ между экспериментальными группами. Несколько механизмов 

положительной обратной связи (самоактивации) были идентифицированы в ткани 

животных, которым вводили ненагруженные имплантаты ПЛА0, путем анализа 

корреляции гистологических и иммуногистохимических результатов. В частности, 

было обнаружено, что толщина ПИК зависела от количества не относящихся к 

ГМКИТ клеток (в основном отражая интенсивность фиброплазии и воспаления в 

КЛИТ), которое в свою очередь зависело от экспрессии iNOS и Arg1. Общая 

экспрессия α-SMA и количество α-SMA положительных кровеносных сосудов в 

ПИК стимулировались iNOS и Arg1. Это означает, что КЛИТ и воспалительная 

реакция в этой ткани могут стать перспективными мишенями для таргетного 

фармакологического контроля ПИФ, например, терапии экзогенным оксидом азота 

[257, 258]. Эти механизмы обратной связи были нарушены в группе ПЛА@ПФ. 

Толщина ПИК положительно коррелировала только с экспрессией Arg1. Однако в 

этой группе данный маркер на ПОД60 вообще не экспрессировался. Выявили более 

слабую связь между экспрессией Arg1 и общим уровнем α-SMA, что указывает на 

взаимосвязанный характер изменений этих показателей. Экспрессия α-SMA была 

снижена в тканях вокруг имплантатов в группах с применением ПФ по сравнению 

с группой ПЛА0 на ПОД30. Это показывает, что ПФ влияет на миофибробластную 

трансдифференцировку в основном на начальной стадии РИТ, что соответствует 

профилю высвобождения лекарства, наблюдаемому in vitro. Однако лечение ПФ 

также оказало влияние на динамику экспрессии iNOS и Arg1. Экспрессия iNOS 

стимулировалась инъекциями ПФ на ПОД60, что, возможно, соответствовало 

измененному характеру биодеградации имплантата и острого воспаления. 

Пролонгированное высвобождение ПФ из имплантатов ПЛА@ПФ значительно 

изменило РИТ в тканях вокруг имплантата. 
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Считается, что ключевыми регуляторами РИТ и фиброза являются 

макрофаги и ГМКИТ [27]. В экспериментах in vitro ПФ подавлял фибротическую 

активацию фибробластов на контракционных гелях [259] и снижал экспрессию 

маркеров M2 макрофагов [260]. Вероятно, что в нашем исследовании большая 

часть препарата доставлялась к макрофагам / ГМКИТ путем прямого контакта с 

имплантатом. В результате профибротическая передача сигналов, 

миофибробластная трансформация и избыточный синтез коллагена были 

подавлены в группе ПЛА@ПФ. 

Мы добились высокой чувствительности при определении созревания 

структур соединительной ткани с помощью анализа термостабильности коллагена 

в образцах тканей, полученных из участков имплантаций, методом ДСК. 

Полученные измерения подтвердили наши выводы, сделанные в эксперименте по 

моделированию ГР на ушах кролика [243]. Термостабильность коллагена зависит 

от количества ковалентных поперечных связей, взаимодействия молекул коллагена 

и структурной целостности коллагенового каркаса ткани. Низкотемпературный 

пик (или плечо) отражал денатурацию недавно синтезированного незрелого 

коллагена, характеризующегося наличием слабых поперечных сшивок. Основной 

пик соответствовал денатурации зрелого, организованного в волокна коллагена, 

стабилизированного поперечными связями. В настоящем исследовании выявили 

корреляции между температурными пиками ДСК и соотношением 

низкотемпературных пиков, а также гистологическими и 

иммуногистохимическими характеристиками ПИК. В частности, соотношение 

низкотемпературных пиков и их динамика коррелировали с содержанием α-SMA 

положительных клеток и, особенно, с плотностью α-SMA положительных 

кровеносных сосудов в ткани ПИК. Этот показатель также положительно 

коррелировал с экспрессией Arg1. Предполагается, что связь между 

термостабильностью коллагена в периимплантных тканях и α-SMA 

положительными кровеносными сосудами указывает на то, что синтез коллагена с 

низкой термостабильностью из-за низкого уровня сшивки (как в грануляционной 
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ткани [209]) происходил в клетках кровеносных сосудов, что указывает на еще 

одну потенциальную терапевтическую мишень. 

Прототип ИСДЛ, предложенный в этом исследовании, является первым 

шагом к разработке более сложных биоразлагаемых систем доставки лекарств для 

подкожной и внутриорганной имплантаций с целью контроля фиброза. 

Дальнейшая оптимизация конструкции ИСДЛ, состоящей из полимера и 

антифибротического агента, может быть направлена на те потенциальные мишени 

таргетированного фармакологического контроля ПИФ, которые были установлены 

в рамках представленной работы. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Возможность антифибротической модификации синтетического имплантата 

значительно расширяет инструментарий специалистов в областях тканевой 

инженерии и регенеративной медицины. Фундаментальной задачей 

диссертационной работы стало определение клеток мишеней для 

фармакологического контроля тканевой реакции на инородное тело. Для оценки 

фибротической трансформации периимплантной ткани была выбрана и 

модифицирована известная модель гипертрофических рубцов на ушах кроликов. 

Для получения подробной информации о фиброзе дермы был проведен 

эксперимент с моделированием гипертрофических рубцов на четырех временных 

точках с комплексной морфологической и физико-химической оценкой. 

При исследовании динамических особенностей развития гипертрофических 

рубцов было показано, что для их созревания необходимо не менее трех месяцев. 

Гистологическое исследование и морфометрический анализ позволили выделить 

четыре стадии созревания гипертрофического рубца: ранний незрелый рубец, 

поздний незрелый рубец, ранний зрелый рубец и поздний зрелый рубец. 

Супрамолекулярную организацию коллагена созревающих рубцов исследовали 

методом дифференциальной сканирующей калориметрии, что позволило 

установить срок стабилизации созревания коллагеновых волокон, 3–4 месяца после 

формирования дефекта. Описанные объективные критерии стадий созревания 

гипертрофических рубцов будут способствовать улучшению дизайна и трансляции 

результатов экспериментальных исследований по предотвращению и лечению 

рубцов кожи человека. 

С помощью оригинальной модели имплантации мы оценили динамику 

развития периимплантного фиброза методами морфологического, 

иммуногистохимического, термического и генетического анализов. Применение 

скаффолда из гранул полилактида позволило контролируемо индуцировать 

развитие периимплантного фиброза и обеспечило воспроизводимость результатов. 

Модель позволила в относительно короткий срок (60 суток) вызывать избыточный 
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фиброз и получить зрелую периимплантную соединительнотканную капсулу, 

содержащую основные тканевые компоненты капсул вокруг используемых в 

клинической практике протезов (имплантируемые системы доставки лекарств, 

силиконовые и металлические протезы). Результаты исследований на этой модели 

обладают научной ценностью для специалистов, исследующих биологические 

свойства имплантируемых материалов.  

Для создания скаффолда с антифибротическими свойствами в его состав был 

добавлен пирфенидон. Продолжительную локальную доставку пирфенидона 

реализовали путём нагрузки активного вещества в состав полилактидных гранул с 

помощью сверхкритического диоксида углерода. Распределение пирфенидона в 

составе скаффолда было равномерным, что было подтверждено методом 

электронного парамагнитного резонанса. Высвобождение пирфенидона in vitro при 

спектрофотометрическом определении было медленным и достигало 100% только 

через >80 часов. 

Морфологическое исследование тканей участков имплантатов подтвердило, 

что локальная доставка пирфенидона в составе скаффолда предотвратила развитие 

толстой соединительнотканной капсулы и уменьшила общую толщину 

периимплантного комплекса на 63,2% на 60 сутки эксперимента. Методами 

стандартной оптической и поляризационный микроскопий подтвердили, что 

антифибротические скаффолды были окружены гигантскими многоядерными 

клетками инородных тел и интактной дермой, но не окружались и не прорастали 

соединительной тканью de novo. Образуемая незрелая соединительнотканная 

капсула, состоящая из рыхлых пучков коллагеновых волокон, подвергалась 

инволюции к 60 суткам эксперимента. Этот результат подтверждают наши данные 

из модельного эксперимента, в котором было определено преобладание коллагена 

с малым количеством поперечных сшивок в первые два месяца эксперимента. 

Признаки миофибробластной трансдифференцировки фибробластов 

наблюдали значительно реже в тканях вокруг антифибротических скаффолдов с 

пирфенидоном. Эти результаты коррелировали с толщиной периимплантного 

комплекса, что объясняется ролью миофибробластов в продукции коллагена в 
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рубцах и фибротически измененных тканях. Гигантские многоядерные клетки 

инородных тел в периимлантных тканях изменили иммунофенотип, снизив 

экспрессию маркера М2 макрофагов, аргиназы-1. Переход иммунофенотипа клеток 

инородных тел от М2 к М1 коррелировал с уменьшением периимплантного 

фиброза и разрастания соединительной ткани вокруг скаффолда и усилением 

биологической резорбции материала. Таким образом, пирфенидон стимулировал 

реполяризацию гигантских многоядерных клеток инородных тел, что привело к 

изменению их функциональной активности. 

Механизмы развития гипертрофических рубцов и фибротической 

трансформации периимплантной ткани имеют общие признаки. В их основе 

находится хроническое воспаление, развивающееся в ответ на некомпенсируемую 

(рубцы) или персистирующую (имплантаты) альтерацию мягких тканей. 

Ключевыми эффекторными клетками, ответственными за неконтролируемый 

синтез коллагена типа I, являются фибротически активированные фибробласты – 

миофибробласты. При их значительном количестве этих клеток ткань капсулы 

увеличивается в объеме, и может развиться ее контракция, ведущая к сжатию 

имплантата. Однако, ведущую регуляторную роль в фиброзе осуществляют 

макрофаги и гигантские многоядерные клетки инородных тел. Они определяют 

медиаторный профиль ткани, включающий в себя интерлейкины и ТРФбета-1, 

которые запускают и поддерживают периимплантный фиброз. Эти клетки 

представляются наиболее многообещающими клетками-мишенями для 

антифибротической терапии, поскольку находятся в прямом контакте с материалом 

имплантата, что значительно повышает эффективность доставки лекарственного 

препарата.  
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ВЫВОДЫ 

1. Выявлены динамические особенности развития гипертрофических рубцов 

на ушах кроликов. К ним относятся постепенное увеличение объема рубца 

и образование параллельно ориентированных толстых пучков 

коллагеновых волокон, а также обратимое увеличение клеточной 

плотности в ткани рубца (в том числе, лимфоцитов и нейтрофилов). На 

основании гистологического исследования и морфометрии были 

выделены четыре стадии созревания гипертрофического рубца: ранний 

незрелый рубец, поздний незрелый рубец, ранний зрелый рубец и поздний 

зрелый рубец.  

2. Установлены особенности супрамолекулярной организации коллагена, 

специфичные для стадий созревания гипертрофического рубца. Срок 

стабилизации созревания коллагеновых волокон составляет 90–120 суток 

после операции. Изменения содержания ГАГ и аминокислотного состава 

(в том числе, специфичных для коллагена гидроксипролина и 

гидроксилизина) имеют временный характер и возвращаются к 

нормальным значениям через 90 суток. 

3. Оригинальная модель оценки динамики развития периимплатного 

фиброза позволяет в относительно короткий срок (60 суток) 

воспроизводимо получать толстую соединительнотканную капсулу 

(избыточный периимплантный фиброз), состоящую из плотно 

расположенных пучков коллагеновых волокон, миофибробластов, 

макрофагов и кровеносных сосудов (в основном, артерий малого калибра). 

4. Пирфенидон распределялся равномерно в составе скаффолдов из частиц 

полилактида (средний размер 40,0±29,9 мкм), что обеспечило его 

пролонгированное высвобождение (полное высвобождение заняло более 

80 часов) in vitro. 

5. Относительная площадь антифибротических скаффолдов (14,5±3,8%) 

через 60 суток после имплантации значительно меньше, чем площадь 
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скаффолдов без пирфенидона (64,4±33,2%). Толщина периимплантатного 

комплекса в участках имплантаций антифибротических скаффолдов на 

ПОД60 (532±98 мкм) также значительно меньше, чем в группе контроля 

(1444±140 мкм). Это различие обусловлено как ускорением резорбции 

ПЛА материала, так и предотвращением образования периимплантной 

соединительнотканной капсулы. На основании гистологического 

исследования, включая микроскопию в поляризованном свете, было 

установлено, что колокализованная с имплантатом ткань в 

экспериментальной группе окружена резидентной дермой с 

незначительными признаками фиброзирования. 

6. Антифибротические скаффолды с пирфенидоном снижают экспрессию α-

SMA в фибробластах периимплантных тканей, что указывает на 

подавление процесса миофибробластной трансдифференцировки 

фибробластов. Антифибротические скаффолды с пирфенидоном 

изменяют фенотип гигантских многоядерных клеток инородных тел в 

периимлантных тканях, снижая экспрессию маркера М2 макрофагов – 

аргиназы-1. Переход иммунофенотипа клеток инородных тел от М2 к М1 

коррелирует с уменьшением периимплантного фиброза, разрастанием 

соединительной ткани вокруг скаффолда и усилением биологической 

резорбции материала. 

7. Локальная доставка пирфенидона замедляет синтез коллагена клетками 

периимплантных тканей. Доля незрелого коллагена с малым количеством 

поперечных сшивок в участках имплантаций антифибротических 

скаффолдов на 30е сутки (40±6%) значительно ниже, чем в группе без 

пирфенидона (60±10%).  Средние уровни мРНК генов коллагена типов I и 

III в периимплантных тканях в разных группах исследования значительно 

не различались между собой. 
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ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

1. Моделирование гипертрофических рубцов на ушах кроликов является 

оптимальным подходом к исследованию эффективности новых методов лечения 

рубцов. Для оценки профилактического эффекта антифибротической терапии 

воздействие на созревание рубцовой ткани должно оказываться в первые 3 месяца 

эксперимента. Терапевтические воздействия, направленные на ускорение 

инволюции зрелого рубца, должны осуществляться не ранее, чем через 3 месяца 

после моделирования рубца. 

2. Локальная доставка 500 мкг пирфенидона в скаффолде 

тканеинженерной конструкции или имплантируемой системы доставки лекарств 

предотвращает фибротическую трансформацию периимплантной ткани и 

образование соединительнотканной капсулы. Пролонгированное высвобождение 

антифибротического агента можно использовать для повышения биологической 

совместимости медленно деградирующих или нерезорбируемых имплантатов. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

ВГ – окраска по Ван Гизону 

ГАГ – гликозаминогликаны 

Гип – гидроксипролин 

Гил – гидроксилизин 

ГМКИТ – гигантская многоядерная клетка инородных тел 

ГР – гипертрофический рубец 

ГЭ – гематоксилин и эозин 

ДИ95% – 95% доверительный интервал 

ДСК – дифференциальная сканирующая калориметрия 

КЛИТ – колокализованная с имплантатом ткань 

ИСДЛ – имплантируемая система доставки лекарств  

мРНК – матричная (информационная) рибонуклеиновая кислота 

ПИК – периимплантатный комплекс 

ПИФ – периимплантный фиброз 

ПЛА – полилактид 

ПЛА0 – экспериментальная группа скаффолда из полилактида без 

пирфенидона 

ПЛА0+инПФ – экспериментальная группа скаффолда из полилактида с 

подкожной инъекцией пирфенидоном 

ПЛА@ПФ – экспериментальная группа скаффолда из полилактида с 

пирфенидоном 

ПОД – послеоперационный день 

ПСК – пикросириус красный 

ПФ – пирфенидон 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

РИТ – реакция на инородное тело 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

скCO2 – сверхкритический диоксид углерода 
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США – Соединенные Штаты Америки 

Тп – тепловой переход 

ТРФбета-1 – трансформирующий ростовой фактор бета-1  

ЭПР – электронный парамагнитный резонанс 

Arg1 – аргиназа-1 

CD – кластер дифференцировки 

FDA – Food and Drug Administration, Управление по санитарному надзору за 

качеством пищевых продуктов и медикаментов 

H2O2 – перекись водорода 

iNOS – индуцибельная синтаза оксида азота 

PBS – фосфатный буферный солевой раствор 

Rs – коэффициент корреляции Спирмена 

SD – стандартное отклонение 

4-гидрокси-ТЕМПО бензоат – 4-гидрокси-2,2,6,6-тетраметилпиперидин-1-

оксилбензоат 

α-SMA – α-гладкомышечный актин 

∆∆Сt – дельта дельта порогового цикла 
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