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Целью работы явилось исследование биосовместимых и матриксных свойств образцов полилактидных 
губок как потенциальных материалов при создании имплантируемых медицинских изделий, клеточно- и 
тканеинженерных конструкций. Материалы и методы. Биосовместимость полилактидных губок в виде 
пористых дисков (ПД ПЛА), полученных методом лиофилизации, оценивали in vitro методами УФ-спект-
роскопии, рН-метрии, по цитотоксичности относительно фибробластов мыши NIH/3T3 при культивирова-
нии в статических условиях. При исследовании биосовместимости in vivo использовали метод подкожной 
имплантации образцов крысам. Матриксные свойства ПД ПЛА (способность поддерживать адгезию и 
пролиферацию клеток) исследовали с использованием мезенхимальных стволовых клеток жировой ткани 
человека (МСК ЖТч), культивируемых в проточном биореакторе. Результаты. В условиях проведенных 
экспериментов in vitro полилактидные губки, полученные методом лиофильной сушки, соответствуют 
требованиям, предъявляемым к биосовместимым медицинским изделиям, по показателям изменения рН 
и оптической плотности водного экстракта из ПД ПЛА, а также по цитотоксичности образцов относитель-
но фибробластов мыши NIH/3T3. При культивировании МСК ЖТч в гепатогенной среде в присутствии 
ПД ПЛА наблюдается активная адгезия и пролиферация МСК ЖТч как на поверхности, так и в объеме 
пористого матрикса. Вместе с тем при подкожной имплантации образцов процесс резорбции ПД ПЛА 
сопровождается асептической воспалительной реакцией тканей, прилегающих к имплантату. Заключе-
ние. Таким образом, следует с большой осторожностью по положительным результатам исследований 
in vitro биологической безопасности и матриксных свойств имплантатов рекомендовать их для создания 
биомедицинских клеточно- и тканеинженерных конструкций. Показана необходимость предварительного 
изучения биомеханических характеристик имплантата.
Ключевые слова: полилактиды, пористый матрикс, цитотоксичность, имплантационный тест, 
мезенхимальные стволовые клетки, биореактор.
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ВВЕДЕНИЕ
Биорезорбируемые синтетические полимеры, 

такие как полигидроксикарбоновые кислоты (поли-
гликолиды, полилактиды и их сополимеры), широко 
применяют для создания 3D-пористых матриксов, 
используемых при изготовлении тканеинженерных 
конструкций в тканевой инженерии и регенератив-
ной медицине [1].

Имплантаты, изготовленные из этого класса поли-
меров, характеризуются достаточно хорошими био-
совместимыми свойствами. Средние сроки полной 
резорбции этих полимеров в организме, зависящие 
от множества различных физико-химических, био-
логических, морфологических и геометрических 
факторов [2], колеблются от нескольких месяцев 
до нескольких лет [3]. Для изготовления пористых 
матриксов используются различные технологии, 
такие как лиофилизация [4], гель-сублимационная 
сушка [5] выщелачивание [7], электроспиннинг [7], 
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Aim. A study of biocompatible and matrix properties of polylactide scaffolds as a materials for medical implanted 
articles as well as scaffolds for cell and tissue engineering constructions. Materials and methods. Biocompatibility 
of polylactide scaffolds in the form of porous disks obtained by freeze drying method was estimated in vitro: by 
UV spectroscopy, pH measurements and cytotoxicity to NIH/3T3 mice fi broblasts in static conditions. Biocompa-
tibility of scaffolds in vivo was investigated by its implantation under mice skin. Matrix properties of polylactide 
scaffolds (cell adhesion and proliferation) were studied in dynamic conditions with mesenchymal stromal cells 
of human adipose tissue (MSC ADh) in perfusion bioreactor. Results. As a result of in vitro investigations it was 
shown that polylactide scaffolds obtained by freeze drying are satisfi ed to demands presenting biocompatible 
medical articles with respect to pH measurements, extraction tests and cyto toxicity to mice fi broblasts NIH/3T3.
Cultivation of MSC ADh in perfusion bioreactor in hepatogenic media is accompanying by good adhesion and 
proliferation both on the surface and in the bulk of porous disks. However implantation of polylactide scaffolds 
under mice skin is accompanying by resorption and leads to the infl ammation reaction of adjacent tissues. Con-
clusions. Positive results obtained only by in vitro testing of biocompatibility and matrix properties are not enough 
to recommend the material to be used as a scaffolds for cell and tissue engineering constructions. The preliminary 
study of biomechanical characteristics of the implant is recommended.
Key words: polylactide scaffold, cytotoxicity, implantation test, mesenchymal stromal cells, bioreactor.

сверхкритический СО2 [8], термически индуцирован-
ное фазовое разделение [9] и 3D-принтирование [1, 
10]. Полученные при этом пористые материалы мо-
гут быть использованы как в качестве 3D-матриксов 
в клеточно- и тканеинженерных конструкциях [10], 
так и для разработки систем доставки лекарств пу-
тем введения лекарственных средств внутрь матрик-
са [11]. Наиболее часто полилактидные полимерные 
матриксы используются при создании тканеинже-
нерных конструкций для выращивания хрящевой 
ткани [10], костной [12] и мышечной ткани [13]. На-
пример, авторы [12] культивировали бычьи хондро-
циты на пористом матриксе из полилактидгликолида, 
покрытого коллагеном. Полученную таким образом 
клеточно-инженерную конструкцию имплантировали 
подкожно мышам на срок от 2 до 8 недель. После это-
го квазихрящевую ткань эксплантировали и исследо-
вали ее гистологию и физико-механические свойства. 
По всем гистологическим и физико-механическим 



84

ВЕСТНИК ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ  том XX   № 2–2018

параметрам полученные образцы были близки к хря-
щевой ткани. В частности, жесткость и модуль Юнга 
образца составляли 69 и 55% от соответствующих 
величин, наблюдаемых для нативного хряща. Осо-
бый интерес представляет создание тканеинженер-
ных конструкций на основе полилактидов с участием 
мезенхимальных стволовых клеток. Авторы [14] ис-
следовали клеточно-инженерную конструкцию, со-
стоящую из полученного методом электроспиннинга 
матрикса из полилактида с желатином и стволовых 
клеток костного мозга. Данную конструкцию поме-
щали в гепатогенную питательную среду, содержа-
щую факторы роста гепатоцитов, и выдерживали в 
течение семи дней. Показано, что матрикс из полилак-
тида стимулирует активную адгезию и пролиферацию 
стволовых клеток костного мозга, а также частичную 
дифференцировку их в гепатоцито-подобные клетки 
при культивировании в стационарных условиях.

Имеются также отдельные публикации по приме-
нению резорбируемых имплантатов из полимерных 
материалов для коллапсохирургического лечения ле-
карственно-устойчивого деструктивного туберкулеза 
легких [15].

Известно, что биосовместимые и функциональ-
ные свойства имплантатов из ПЛА, в том числе ис-
пользуемых для клеточной инженерии, зависят от 
технологии их изготовления, которая может сущес-
твенно влиять на структурные и физико-химические 
свойства объема и поверхности изделия [16].

Целью данной работы явилось исследование 
in vitro и in vivo биосовместимых и матриксных 
свойств полилактидных губок, полученных методом 
лиофильной сушки.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Поли-L-лактид (ПЛА) (NatureWorks, США, моле-

кулярная масса 200 кДа) растворяли в 1,4-диоксане в 
течение одних суток при постоянном перемешивании 
на магнитной мешалке. Концентрация полимера в 
растворе составляла 3 вес.%. Раствор замораживали 
при температуре –20 °С и подвергали лиофилизации 
с использованием лиофильной сушки MartinChrist 
ALPHA 2-4LSC в течение 2 суток с последующим 
изготовлением образцов полилактидных губок в 
форме пористых дисковиз ПЛА (ПД ПЛА) диамет-
ром 25 мм, высотой 5 мм. Образцы стерилизовали 
автоклавированием при 121 °С в течение 20 минут. 
Никаких изменений в форме и структуре образца 
после стерилизации не выявлено.

На рис. 1 показана микрофотография низкотем-
пературного скола ПД ПЛА, полученного методом 
сканирующей электронной микроскопии при низком 
ускоряющем напряжении 1 кВ. Как видно из микро-
фотографии, средний диаметр взаимосвязанных пор 
~ 100 мкм, толщина стенок около 1 мкм, пористость 
~ 97%.

Рис. 1. Микрофотография низкотемпературного скола 
ПД ПЛА. Сканирующий электронный микроскоп Helios 
D435

Fig. 1. SEM image of low temperature cleavage of polylacti-
de disk. Scanning electron microscope Helios D435

При тестировании физико-химических (санитар-
но-химических) свойств ПД ПЛА [17] объектами 
исследования служили водные вытяжки из образцов, 
полученные в следующих условиях: соотношение 
площади поверхности ПД ПЛА и объема экстрагиру-
ющей жидкости – 1,6 : 1 см2/мл, продолжительность 
экстракции – 1 сутки при температуре 37 °С. В качес-
тве экстрагирующей жидкости и контрольного рас-
твора использовали дистиллированную воду (рН = 
6,1). При анализе вытяжек определяли изменение 
водородного показателя (ΔрН) на анализаторе жид-
кости Seven Compact S220-Basic и спектр ультра-
фиолетового поглощения от 220 до 360 нм (спект-
рофотометр «Lambda 25»), позволяющего оценить 
суммарное количество веществ, мигрирующих из 
образцов.

Значения рН вытяжек рассчитывали как среднее 
арифметическое трех параллельных определений, рН 
контрольного раствора – как среднее арифметическое 
двух параллельных определений с учетом оценки 
приемлемости полученных результатов при дове-
рительной вероятности 0,95. Изменение рН (ΔрН) 
рассчитывали по формуле:

ΔрН = рНв – рНк,

где рНв – рН вытяжки; рНк – рН контрольного рас-
твора.

Допустимые значения изменения рН водных вы-
тяжек: ΔрН = ±1,0.

Измерения спектров УФ-поглощения водных 
вытяжек в диапазоне длин волн от 220 до 360 нм, 
позволяющих оценить по значению оптической плот-
ности суммарное количество веществ, мигрирующих 
из образцов, проводили в кварцевых кюветах (l = 
10 мм). В качестве раствора сравнения использова-



85

РЕГЕНЕРАТИВНАЯ МЕДИЦИНА И КЛЕТОЧНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ

ли дистиллированную воду. Максимальное значение 
оптической плотности (D) в измеряемом диапазоне 
длин волн рассчитывали как среднее арифметическое 
двух параллельных определений с учетом оценки 
приемлемости полученных результатов при дове-
рительной вероятности 0,95. Допустимое значение 
оптической плотности D = 0,300 ± 0,030.

Цитотоксичность образцов ПД ПЛА исследова-
ли в соответствии с ГОСТ ISO 10993-5-2011 [18] 
методом прямого контакта образцов с культурой 
фибробластов мыши линии NIH 3Т3, полученных 
из коллекции перевиваемых соматических клеток 
позвоночных ГУ «НИИ вирусологии им. Д.И. Ива-
новского РАМН» (ГУ НИИВ РАМН).

В асептических условиях фибробласты мыши 
высевали в культуральные плоскодонные 6-луноч-
ные планшеты и инкубировали (24 ± 2) ч при тем-
пературе 37 °С в стандартных условиях во влажной 
атмосфере, содержащей (5 ± 1)% CO2. На поверх-
ность образовавшегося (80 ± 10)% монослоя клеток 
помещали исследуемые образцы. Через (24 ± 2) ч 
инкубации визуально оценивали морфологию и ли-
зис клеток по стандартной методике с использовани-
ем биологического микроскопа Nikon Eclipse TS100 
(Nikon, Япония). Отрицательным контролем была 
эмбриональная телячья сыворотка, положительным 
контролем – стандартный раствор цинка в азотной 
кислоте (9,95 мг Zn в 1–2 вес.% HNO3, разведение 
1 : 200 раствором 0,9% NaCl для инъекций). Полу-
ченные результаты цитотоксической реакции куль-
туры NIH/3Т3 интерпретировали с использованием 
таблицы.

Для оценки биосовместимости образцов ПД ПЛА 
in vivo использовали имплантационный тест [19]. Эк-
сперименты выполняли на половозрелых аутбредных 
крысах (самках). ПД ПЛА и контрольные образцы 
(образцы отшлифованного нейтрального стекла) 
имплантировали крысам в подкожную ткань. Для 

каждого периода оценки биологической реакции (2 
и 4 недели) использовали по 5 животных. За каж-
дым животным наблюдали в течение всего периода 
исследования, регистрируя данные о любых патоло-
гических признаках, включая местные и системные 
реакции, отклонения в поведении животных. В конце 
эксперимента животных подвергали эвтаназии мето-
дом декапитации (с предварительной анестезией). 
Имплантат извлекали вместе с достаточным коли-
чеством окружающей его ткани для оценки местной 
тканевой реакции, фиксировали в 10–15% растворе 
нейтрального формалина с последующей заливкой 
в парафин. Готовили срезы толщиной 5–7 мкм, кото-
рые окрашивали гематоксилин-эозином по стандарт-
ной методике. Биологическую реакцию оценивали 
путем классификации и документирования макро-
скопической и гистологической реакций в исследуе-
мые интервалы времени. Гистологические препараты 
исследовали методом световой микроскопии с по-
мощью биологического микроскопа Leica DM 1000 
(Leica Microsystems CSC GmbH, Германия). Оценку 
тканевых реакций проводили, сопоставляя данные 
по имплантации образца ПД ПЛА с контрольным.

Матриксные свойства ПД ПЛА (способность 
поддерживать адгезию и пролиферацию клеток) ис-
следовали с использованием мезенхимальных ство-
ловых клеток жировой ткани человека (МСК ЖТч), 
культивируемых в модифицированном варианте про-
точного биореактора [20].

Культуры МСК ЖКч были получены из подкож-
ной жировой клетчатки при информированном со-
гласии от здоровых доноров в ФГБУ «НМИЦ ТИО 
им. ак. В.И. Шумакова» Минздрава России. Клет-
ки выделяли из жировой ткани по стандартной ме-
тодике [21]. В эксперименте использовали клетки 
3-го пассажа, которые культивировали в ростовой 
среде для клеток печени. В состав ростовой среды 
входили: культуральная среда Williams’E («Thermo 
Fisher scientifi c», США), эмбриональная телячья сы-
воротка (HyClone®, HyClone UK Ltd) – 10%; HEPES 
(«Thermo Fisher scientifi c», США) – 1%, антибиотик-
антимикотик («Thermo Fisher scientifi c», США) – 1%; 
Cell Maintenance Supplement («Thermo Fisher scien-
tifi c», США).

Образцы ПД ПЛА предварительно инкубировали 
в той же культуральной среде в течение суток в СО2-
инкубаторе при стандартных условиях. На поверх-
ность ПД ПЛА наносили 2,9  106 клеток МСК ЖТч 
3-го пассажа. Полученные клеточно-инженерные 
конструкции (КИК) помещали в две культуральные 
ячейки биореактора (по одной в каждую) и инкубиро-
вали в статике в течение 2 ч для прикрепления клеток 
к поверхности ПД ПЛА. Дальнейшую инкубацию 
КИК в биореакторе проводили в проточном режиме 
со скоростью потока культуральной среды 0,2 мл/мин 
при 37 °С в стандартных условиях во влажной ат-

Таблица
Степень ответной реакции клеток

Value of cell response
Степень 
реакции Реакция Описание реакционной зоны

0 Отсутст-
вует

Нет никакой реакции клеток 
вокруг образца и под ним

1 Незначи-
тельная

Некоторые клетки под образ-
цом имеют измененную мор-
фологию или разрушены

2 Нерезкая Зона лизиса клеток ограничи-
вается площадью под образцом

3 Умеренная Зона лизиса распространяется 
на 1 см вокруг образца

4 Резкая Зона лизиса распространяется 
больше чем на 1 см вокруг 
образца
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мосфере, содержащей (5 ± 1)% CO2 с однократной 
сменой ростовой среды на 7-е сутки инкубации. Ко-
личество адгезированных клеток на ПД ПЛА и их 
пролиферативную активность оценивали на 7-е и 
14-е сутки инкубации КИК в биореакторе в режиме 
потока. Гистологический анализ образцов проводи-
ли путем окрашивания гематоксилином и эозином 
согласно стандартной методике. Образцы, фикси-
рованные в 10% забуференном растворе формали-
на, промывали в течение 15 мин в проточной воде и 
обезвоживали в спиртах восходящих концентраций 
(в двух сменах 70%, 80%, 96% этанола; по 5 мин в 
каждой смене спиртового раствора), выдерживали по 
5–7 мин в смеси этанола и хлороформа, в хлорофор-
ме и заливали в парафин. Срезы толщиной 4–5 мкм, 
полученные с помощью микротома Leica RM3255, 
депарафинировали, регидратировали и окрашивали. 
Анализ и фотосъемку полученных препаратов про-
водили, используя микроскоп Nikon Eclipse («Nikon 
Corporation», Япония), оснащенный цифровой фо-
токамерой.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Из полученных для образцов ПД ПЛА значений 

изменений рН водных вытяжек (ΔрН = 0,22 ± 0,01) 
и оптической плотности в диапазоне длин волн 
220–360 нм (0,056 ± 0,005) следует, что исследуемые 
образцы по данным санитарно-химическим (физико-
химическим) показателям соответствуют требовани-
ям ГОСТ Р 52770-2016 [19].

Исследования цитотоксичности in vitro ПД ПЛА 
показали, что вокруг дисков образуется монослой 

клеток 3Т3/NIH без признаков лизиса клеток (реак-
ция отсутствует, см. табл. 1). Следовательно, в ус-
ловиях данного эксперимента образцы ПД ПЛА не 
оказывают цитотоксического действия на культуру 
фибробластов мыши линии NIH/3Т3 и соответствуют 
требованиям ГОСТ ISO 10993-5–2011 [18].

При проведении имплантационного теста [19] че-
рез 14 сут в препаратах контрольных образцов (рис. 
2, а) на месте извлеченного имплантата определяется 
соединительно-тканная капсула, окруженная рых-
лой соединительной тканью, в которой наблюдаются 
новообразованные сосуды, макрофаги и одиночные 
гигантские клетки инородных тел (ГКИТ). Выявляет-
ся очаговое перикапсулярное кровоизлияние. В гис-
тологических препаратах образцов полилактидной 
губки (рис. 2, б) на данном сроке наблюдения вокруг 
ПД ПЛА наблюдается формирование соединительно-
тканной капсулы. Капсула неплотная, неодинаковой 
толщины, местами разволокненная. В окружающей 
ткани обнаруживаются многочисленные новообра-
зованные кровеносные сосуды, макрофаги и немно-
гочисленные ГКИТ.

Периферическая зона диска активно резорби-
руется многочисленными ГКИТ. Определяются 
участки частичной фрагментации полилактидного 
диска. В центральной части образца, сохраняю-
щей ячеистую структуру, наблюдается появление 
фибробластов, макрофагов и кровеносных сосудов. 
Выявляются перикапсулярные и субкапсулярные 
кровоизлияния.

В гистологических препаратах контрольных об-
разцов (рис. 3, а) на месте извлеченного имплантата 
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Рис. 2. Гистологическая картина реакции соединительной ткани на имплантат: а – контрольный образец (отшлифо-
ванное нейтральное стекло): 1 – соединительная капсула; 2 – место извлеченного имплантата; 3 – кровеносные сосу-
ды; 4 – макрофаг; 5 – ГКИТ; б – образец ПД ПЛА: 1 – соединительная капсула; 2 – ПД ПЛА; 3 – ГКИТ; 4 – макрофаг; 
5 – кровеносные сосуды. Срок подкожной имплантации 14 суток. Окраска гематоксилином и эозином. 200

Fig. 2. Histological picture of connective tissue reaction to implant: а – control sample (polished neutral glass); 1 – connec-
ting capsule; 2 – place of explantation; 3 – blood vessels; 4 – neutrophil; 5 – macrophage; б – sample of PLA: 1– connective 
capsule; 2 – porous disk; 3 – foreign body giant cells; 4 – macrophage; 5 – blood vessels. Time of implantation – 2 weeks. 
Painted by hematoxyline and eosine. 200
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через 28 суток определяется сформированная плот-
ная соединительно-тканная капсула с превалирова-
нием межклеточного компонента и пенитрированная 
капиллярами. В окружающей капсулу ткани обнару-
живаются новообразованные кровеносные сосуды и 
немногочисленные макрофаги. Гигантские клетки 
инородных тел на данном сроке наблюдения не вы-
являются.

В препаратах образцов ПД ПЛА наблюдается 
дальнейшая активная макрофагальная резорбция 
полилактидной губки. Большая часть имплантиро-
ванного образца занята ГКИТ и компонентами соеди-
нительной ткани. В сохранивших первоначальную 
структуру участках ПД ПЛА выявляются макрофаги 
и фибробласты. Соединительно-тканная капсула вок-
руг имплантата неплотная, неодинаковой толщины, 
пенетрированная кровеносными сосудами и частич-
но разволокненная. В окружающей капсулу ткани 
обнаруживаются многочисленные новообразованные 
сосуды, макрофаги (примерно в том же количестве, 
что и на предыдущем сроке) и одиночные, что сви-
детельствует о продолжающейся воспалительной 
реакции. Выявляются перикапсулярные и субкапсу-
лярные кровоизлияния.

Из полученных результатов следует, что при под-
кожной имплантации образцов ПД ПЛА на 28-е сутки 
продолжается воспалительная реакция с образовани-
ем соединительно-тканной капсулы вокруг резор-
бирующегося имплантата. Интенсивная резорбция 
ПД ПЛА связана, с одной стороны, высокопористой 
структурой имплантата и снижением рН среды, обус-
ловленным продуктом гидролитической деструкции 

ПЛА – молочной кислотой [22], а с другой – сущест-
венным вкладом клеточной деструкции за счет появ-
ления в зоне воспаления макрофагов и ГКИТ. Столь 
активная воспалительная реакция в эксперименте 
in vivo на фоне отсутствия цитотоксичности in vitro 
и активной неоваскуляризации может быть следстви-
ем контактного травмирования прилежащих мягких 
тканей. При автоклавировании образцы нагревали 
до 121 °С в течение 20 минут, что привело к зна-
чительному повышению степени кристалличности 
ПД ПЛА, так как температура стеклования данного 
полилактида около 60о С. Учитывая изначально вы-
сокий модуль упругости ПД ПЛА – около 1,6 МПа, 
материал после стерилизации может значительно 
превышать модуль упругости прилежащих мягких 
тканей. Данное исследование показывает важность 
предварительного изучения биомеханических харак-
теристик имплантата с учетом конкретной области 
его применения.

При исследовании матриксных свойств ПД ПЛА 
относительно МСК ЖТч забор образцов из куль-
туральных ячеек биореактора проводили на 7-е и 
14-е сутки эксперимента, по два образца для каж-
дого интервала времени. При визуальном осмотре 
никаких изменений во внешнем виде и механической 
прочности образцов выявлено не было. Отсутствие 
макроскопических признаков деструкции ПД ПЛА 
в культуральных средах в проточном биореакторе 
на 14-е сутки эксперимента подтверждает опре-
деляющую роль клеточной деструкция образцов 
при их подкожной имплантации на ранних сроках 
(до 28-х суток).
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Рис. 3. Гистологическая картина реакции соединительной ткани на имплантат: а – контрольный образец (отшли-
фованное нейтральное стекло): 1 – соединительная капсула; 2 – место извлеченного имплантата; 3 – кровеносные 
сосуды; 4 – макрофаг; б – образец ПД ПЛА: 1 – соединительная капсула; 2 – ПД ПЛА; 3 – ГКИТ; 4 – макрофаг; 5 – 
кровеносные сосуды. Срок подкожной имплантации 28 суток. Окраска гематоксилином и эозином. 200

Fig. 3. Histological picture of connective tissue reaction to implant: а – control sample (polished neutral glass): 1 – connecting 
capsule; 2 – place of explantation; 3 – blood vessels; 4 – macrophage; б – sample of PLA: 1 – connective capsule; 2 – porous 
disk; 3 – foreign body giant cells; 4 – macrophage; 5 – blood vessels. Time of implantation – 4 weeks. Painted by hematoxy-
line and eosine. 200
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Рис. 4. Гистологическая картина клеточно-инженерной 
конструкции на основе ПЛА через 7 суток культивиро-
вания в условиях потока при скорости 0,2 мл/мин: 1 – 
скопления клеток; 2 – фрагменты диска. Окрашивание 
гематоксилином и эозином. 200

Fig. 4. Histological picture of tissue engineering construc-
tion based on PLA after 7 days of cultivation at fl ow rate 
0.2 ml/min: 1 – cell accumulation; 2 – disk fragments. Pain-
ted by hematoxyline and eosine. 200

1

Рис. 5. Гистологическая картина клеточно-инженерной 
конструкции на основе ПЛА через 7 суток культивирова-
ния в условиях потока при скорости 0,2 мл/мин: 1 – скоп-
ления клеток. Окрашивание гематоксилином и эозином. 
400

Fig. 5. Histological picture of tissue engineering construc-
tion based on PLA after 7 days of cultivation at fl ow rate 
0.2 ml/min: 1 – cell accumulation. Painted by hematoxyline 
and eosine. 400

На 7-е сут инкубирования в проточном биореакторе 
образца КИК, состоящего из ПД ПЛА и МСК ЖТч, в 
гистологической картине КИК наблюдали мелкояче-
истую структуру полилактидной губки, на периферии 
которого были выявлены многочисленные тяжи МСК 
ЖТч. Причем на некоторых участках ПД ПЛА из-за 
скоплений клеток элементы структуры образца выде-
лить невозможно (рис. 4). Морфология адгезированных 
на ПД ПЛА клеток фибробластоподобная, характерная 
для нормального роста культуры МСК ЖТч на поверх-
ности культурального пластика. Видна активная проли-
ферация клеток, о чем свидетельствует наличие мито-
зов в клетках в центральной части препарата (рис. 5). 
Отметим, что клетки распределены по всей толщине 
образца с максимальной плотностью на периферии 
диска. На 14-е сут наблюдали сформировавшиеся кле-
точные пласты на поверхности ПД ПЛА (рис. 6 и 7).

Для сравнения отметим, что авторы работы [14] 
проводили дифференцировку МСК костного мозга 
человека в гепатоцитарном направлении на сетках 
из поли-L-молочной кислоты со средним диаметром 
волокна 410 нм в стационарных условиях. О произо-
шедшей дифференцировке клеток свидетельство-
вала экспрессия гепатоцит-специфичных маркеров: 
α-фетопротеина, альбумина и цитокератина С18. Так-
же полученные гепатоцит-подобные клетки проявляли 
метаболическую и синтетическую активность, что 
выражалось в активности цитохрома Р450 и выра-
ботке альбумина на 28-е сутки эксперимента. Однако 
авторы отметили более низкий уровень лекарствен-
но-индуцированной активности цитохрома Р450 по 

сравнению со взрослыми гепатоцитами. Кроме того, 
в отличие от нашей проточной схемы описываемые 
гепатоцит-подобные клетки располагались только на 
поверхности матрикса, не проникая между волокнами.

Torok et al. [23] культивировали первичные гепа-
тоциты крыс на дисках из поли-L-молочной кислоты 
с размером пор от 200 до 400 мкм в проточном биоре-
акторе. Было показано, что в таких условиях гепато-
циты демонстрируют детоксикационную активность 
CYP3A4 при метаболизме лидокаина с образованием 
моноэтилглицинксилидида. Также была установлена 
способность обезвреживания аммиака клетками и 
сохранение в них запасов гликогена по окончании 
эксперимента. Однако срок культивирования живых 
гепатоцитов не превышал 6 суток.

Авторы [24] установили, что сокультивирование 
гепатоцитов с МСК костного мозга в динамических 
условиях позволило сохранить большинство функ-
ций клеток печени в течение 2 недель. Отметим, что 
проточный биореактор наиболее эффективно имити-
рует физиологические условия, обеспечив питание 
клеток, транспорт к ним газов и выведение продуктов 
обмена веществ за счет постоянной замены культу-
ральной среды.

Показанная в нашей работе активная пролиферация 
МСК ЖТч в условиях потока, происходящая как на по-
верхности, так и в объеме ПД ПЛА, указывает на перс-
пективность культивирования в проточном биореакторе 
клеточно-инженерной конструкции на основе ПД ПЛА.

Однако из полученных неудовлетворительных ре-
зультатов при оценке биосовместимости ПД ПЛА в 
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имплантационном тесте следует, что нельзя только по 
исследованиям биологической безопасности и мат-
риксных свойств имплантатов in vitro рекомендовать 
их для создания биомедицинских клеточно- и тканеин-
женерных конструкций. Также стоит отметить, что при 
разработке матриксов необходимо учитывать влияние 
методик стерилизации на свойства материала, а также 
возможность модифицировать матриксы природными 
соединениями или биологически активными вещест-
вами для снижения интенсивности воспалительной 
реакции, приводящей, как было показано, к драмати-
ческому ускорению процессов биодеструкции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В условиях проведенных экспериментов in vitro по-

лилактидные губки, полученные методом лиофильной 
сушки, соответствуют требованиям, предъявляемым к 
биосовместимым медицинским изделиям, по показа-
телям изменения рН и оптической плотности водного 
экстракта из ПД ПЛПА, а также по цитотоксичности 
образцов относительно фибробластов мыши NIH/3T3 
при культивировании в статических условиях и отно-
сительно МСК ЖТч, культивируемых в проточном 
биореакторе. При культивировании МСК ЖТч в ге-
патогенной среде в присутствии ПД ПЛА наблюда-
ется активная адгезия и пролиферация МСК ЖТч как 
на поверхности, так и в объеме пористого матрикса. 
Вместе с тем при подкожной имплантации образцов 
процесс резорбции ПД ПЛА сопровождается асеп-
тической воспалительной реакцией тканей, прилега-
ющих к имплантату. Столь активная воспалительная 

реакция в эксперименте in vivo на фоне отсутствия ци-
тотоксичности in vitro и активной неоваскуляризации 
может быть следствием контактного травмирования 
прилежащих мягких тканей. Данное исследование по-
казывает необходимость предварительного изучения 
биомеханических характеристик имплантата с учетом 
конкретной области его применения

В этой связи правомерно требование Федераль-
ного закона от 23 июня 2016 г. № 180-ФЗ «О биоме-
дицинских клеточных продуктах» использовать при 
разработке биомедицинского клеточного продукта 
только прошедшие государственную регистрацию, 
т. е. разрешенные к клиническому применению ме-
дицинские изделия.
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