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Экспериментально апробирован метод лазерной индуцированной флуоресценции на предмет его способности к
отражению состояния изолированного сердца крысы после глобальной ишемии и реперфузии. При помощи при(
бора ЛАКК(М зарегистрированы общеинтегральные сигналы флуоресценции. Отмечено, что пик поглощения
индуцированного излучения и интенсивность флуоресценции на реперфузии достоверно ниже, что говорит о
меньшей степени, скорости поглощения и отражения излучения. Данные характеристики говорят о сдвиге соот(
ношения НАД+/НАДН в левую сторону, что является одним из ключевых процессов при ишемических и реперфу(
зионных повреждениях. Метод лазерной индуцированной флуоресценции достаточно чувствителен к измене(
нию данного соотношения, позволяет фиксировать жизнеспособность миокарда в режиме online и может явить(
ся перспективным кандидатом диагностики состояния миокарда in situ.
Ключевые слова: изолированное сердце, кардиоплегический арест, ишемия и реперфузия, лазерная индуциро(
ванная флуоресценция.

The method of laser(induced fluorescence was tested in the model of global ischemia and reperfusion by using isolated rat
hearts. The device LAКK(M was used to register integral fluorescence signals. Induced radiation absorption peak and
fluorescence intensity were significantly lower in the reperfusion suggesting lower degree, absorption rate, and radiation
reflection. These characteristics imply the left shift of NAD+/NADH ratio which is one of key processes in ischemia and
reperfusion injury. The method of laser(induced fluorescence is significantly sensitive to changes in this ratio. It allows for
real(time registration of myocardial viability and may represent promising in situ diagnostic modality for myocardial
diseases.
Key words: isolated heart, cardioplegic arrest, ischemia and reperfusion, laser(induced fluorescence.

Введение

Согласно докладам ВОЗ, в структуре заболеваемости,
инвалидизации и смертности населения развитых стран
мира лидируют болезни системы кровообращения. Из их
числа наиболее распространенной патологией является
ишемическая болезнь сердца (ИБС) [1–5]. Классические
и новейшие медикаментозные схемы лечения в ряде слу(
чаев уступают по эффективности оперативному лечению
– хирургической реваскуляризации, в частности аорто(
коронарному шунтированию (АКШ) [6]. Несмотря на по(
стоянное усовершенствование оперативных методов ле(
чения в большинстве случаев АКШ проводится в услови(
ях искусственного кровообращения (ИК) [7]. Наиболее
ожидаемым ответом на гипоксию в условиях кардиопле(
гического ареста и ИК является “оглушение” миокарда
(станнинг) [8]. Данное состояние как следствие реперфу(
зионного синдрома является обратимым при условии
проведения своевременных защитных мероприятий, на(
правленных на восстановление функционирования ми(
окарда. Современный мониторинг состояния сердечной
мышцы при оперативных вмешательствах представлен
следующими методами: определением маркеров повреж(
дения миокарда из системного и коронарного кровото(

ков, рН(метрией миокарда, термометрией миокарда, элек(
трокардиограммой и прочими. Но все эти методы имеют
ряд общих недостатков: дискретность и изолированность
точек анализа, длительность получения результатов, низ(
кая чувствительность и специфичность. В свою очередь
методы оптической биопсии способны выступить в ка(
честве перспективной основы мониторинга, обладая сле(
дующими преимуществами: высокой чувствительностью
и специфичностью в оценке активности и баланса фер(
ментов дыхательного цикла. Все это в совокупности по(
зволит отслеживать ишемические и реперфузионные
изменения миокарда, провести адекватные восстанови(
тельные/защитные мероприятия и проверить их эффек(
тивность в режиме online [9–11].

Цель исследования: апробировать метод лазерно(ин(
дуцированной флуоресценции в экспериментах на изо(
лированных сердцах крыс в условиях глобальной ише(
мии и реперфузии и кардиоплегического ареста.

Материал и методы

Эксперименты проведены на половозрелых крысах(
самцах линии Wistar массой 300±50 г (n=7). Содержа(
ние, кормление, уход и выведение с последующей утили(
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зацией лабораторных животных проводили в соответ(
ствии с правилами Европейской конвенции (Страсбург,
1986). Препарат изолированного сердца (ex vivo) был
приготовлен по одному из классических подходов – ме(
тодике Langendorff с использованием оксигенированно(
го перфузионного раствора Кребса–Хензеляйта.

Протокол перфузии изолированных сердец (n=7): 20
мин перфузия; 8 мин гипоперфузия (20 мл/ч) охлажден(
ным (4 °С) кардиоплегическим раствором (“Кустодиол”,
Др. Франц Кёлер Хеми ГмбХ, Германия); 240(минутная гло(
бальная кардиоплегическая ишемия; 30(минутная репер(
фузия.

Регистрация динамики флуоресценции одного из ос(
новных участников окислительного метаболизма нико(
тинамидадениндинуклеотида (НАДН) осуществлена на
комплексе многофункциональной лазерной диагности(
ки “ЛАКК(М”, НПП “Лазма” (Россия).

Статистическую обработку полученных данных осу(
ществляли с помощью программы STATISTICA 10.0. Дос(
товерность различий определяли с помощью непарамет(
рического W критерия Уилкоксона. Уровень статистичес(
кой значимости учитывался при р<0,05.

Результаты и обсуждение

Через оптоволоконный зонд возбуждающее излуче(
ние длиной волны 365 нм поглощалось тканью миокар(
да. Cпектроанализатор обратно принимал рассеянное
флуоресцентное излучение. Общеинтегральный сигнал
флуоресценции ткани отражен в виде графиков зависи(
мости интенсивности испускаемого излучения (отн. ед.)
от его длины волны (л, нм). Наглядность графиков online

Рис. 1. Контрольный спектральный график

Рис. 2. Опытный спектральный график

Рис. 3. Динамика флюоресценции НАДН. *р<0,05 относитель(
но исходных значений

позволила установить следующее: рост поглощения воз(
буждающего излучения доходит до определенного пика
в зависимости от экспериментального этапа. Типичные
спектральные графики экспериментальных отрезков вре(
мени изображены на рисунках 1, 2. Из сравнительного
анализа данных графиков можно отметить, что опытный
график отражает более низкую степень и скорость на(
качки (поглощения энергии) по сравнению с контролем.
При статистическом анализе максимальных точек интен(
сивности поглощения индуцированного излучения – М
(25%; 75%) – выявлено достоверное отличие (р=0,002)
между контрольной 120 (70; 140) и опытной 260 (210;
270) группами.

Общеинтегральный сигнал флуоресценции включа(
ет некоторые эндогенные флуорофоры: коллаген, элас(
тин, кератин, НАДН, флавины и порфирины [9]. Прице(
лом для слежения за редокс(статусом миокарда явился
кофермент дыхательной цепи(НАДН, являющийся мак(
симально подходящим флюорофором.

Для исследования динамики флуоресценции кофер(
мента было выделено 3 временных точки: исходная (исх.,
время адаптационной перфузии изолированного серд(
ца), 10 и 30 мин реперфузионного периода (РП). По ин(
тегративным кривым поглощения и излучения энергии
программным обеспечением ЛАКК(М автоматически рас(
считывались коэффициенты флуоресценции (Kf) для
НАДН. Вследствие анализа полученных результатов, от(
раженных на графике (рис. 3), можно отметить, что ин(
тенсивность Ф достоверно снижается в РП по сравнению
с исходной точкой. Данный характер Ф свидетельствует
о меньшем количестве НАД+, который восстановился до
НАДН в условиях реперфузии после 240(минутного кар(
диоплегического ареста. Нарушение внутриклеточного
окислительно(восстановительного баланса является ес(
тественным процессом при ишемии и реперфузии. Дан(
ные события в полной мере отобразились при использо(
вании метода лазерно(индуцированной флуоресценции,
что говорит об избирательной чувствительности метода.

Выводы

Оптическая биопсия имеет перспективные диагнос(
тические возможности: в реальном масштабе времени
при малоинвазивном воздействии на ткань возможно
исследовать метаболические превращения. Метод лазер(
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но(индуцированной флуоресценции оказался эффектив(
ным инструментом в отношении изучения патологичес(
ких изменений в миокарде в условиях ишемии и репер(
фузии.
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Проведена оценка сроков деградации матриц, изготовленных из биодеградируемых полимеров, и морфологи(
ческих изменений структуры тканей, окружающих имплантат, путем имплантации лабораторным животным.
Исследование направлено на поиск полимерных композиций, пригодных для хирургии, с целью дальнейшего
применения их в конструкции биодеградируемых стентов, сердечно(сосудистых заплат и других имплантатов,
которые в итоге замещаются собственными тканями организма. Были исследованы следующие полимеры: сопо(
лимер полигидроксибутирата с оксивалератом (ПГБВ) с молекулярной массой 404 кД, и полимерные компози(


