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методами электронной и оптической микроскопии
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Методы микроскопии разного разрешения применены для регистрации динамики следующих процессов,

происходящих с системами доставки лекарственных соединений in vitro и ex vivo: изменение во времени

структуры систем доставки противоопухолевого антибиотика доксорубицина на базе пористых ватеритов

карбоната кальция, допированных полианионом декстрансульфатом, и гидроксиапатитов под влиянием

плазмы крови (оценивали при помощи сканирующего электронного микроскопа); увеличение в пять раз

размеров альгинатных гранул — потенциальных носителей ранозаживляющих препаратов — в среде

экссудата (раневой жидкости) (наблюдали в оптическом микроскопе); пространственное распределение

флуоресцентно-меченого белка по объему носителя — частиц пористого ватерита CaCO3 (представлено
в виде оптических срезов, полученных при помощи лазерного сканирующего конфокального микроскопа);
воздействие увеличивающейся до 2 µg/ml концентрации доксорубицина, инкапсулированного в частицы

пористого ватерита, на клетки дерматокарциномы A431, гибель клеток через четыре дня пребывания

в питательной среде с системами доставки (исследовали при помощи светового инвертированного

микроскопа); взаимодействие систем доставки с клетками макрофагов, полученных из линии моноцитарных

клеток лейкемии человека THP-1 МФ и захват ими систем доставки через 24 h совместной инкубации

(продемонстрирован при помощи оптического микроскопа с флуоресцентным детектированием).
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Введение

Методы микроскопии с разным разрешением ис-

пользуют для определения параметров систем достав-

ки (СД) лекарственных соединений (ЛC). Сканирую-

щая электронная микроскопия (СЭМ), трансмиссион-

ная электронная микроскопия (ТЭМ) и атомно-силовая

микроскопия (АСМ) могут характеризовать размеры,

морфологию, пористость, структуру поверхности объ-

ектов [1]. Лазерную сканирующую конфокальную мик-

роскопию (ЛСКМ) применяют для выявления наличия

и положения компонентов СД, меченых флуорохрома-

ми [2,3]. Получение информации о структурах различ-

ных систем доставки — необходимый шаг для понима-

ния их функционирования в организме. Использование

методов электронной и оптической микроскопии помо-

гает оценить эффективность действия систем доставки.

Основной объект, чье поведение in vitro и ex vivo

исследовано при помощи микроскопии разного разреше-

ния — системы доставки ЛС на базе карбоната кальция

(CaCO3) . Они широко используются в медицине [4,5].
Системы доставки защищают ЛС от воздействия среды

организма, пролонгируют их высвобождение и, таким

образом, позволяют вводить большие концентрация ЛС,

не опасаясь передозировки. Существуют три морфо-

логические модификации CaCO3, хорошо различимые

при помощи СЭМ — сферические пористые ватериты,

непористые кальциты и арагониты, трансформирующи-

еся друг в друга при различных условиях. Вариантов

включения ЛС в ватериты несколько: соосаждение, диф-

фузия, центрифугирование. Морфологическая однород-

ность систем доставки влияет на величину включения

биологически активных веществ. Например, включение

в СД белков методом соосаждения максимально при

100% содержании ватеритов, увеличение доли кальцитов

в носителях уменьшает включение [6]. Метод ЛСКМ

позволяет определить взаимное расположение компо-

нентов СД. Он демонстрирует наличие белков, меченых

флуорохромами, в СД из CaCO3 ватеритов, покрытых

многослойной полиэлектролитной оболочкой, также с

мечеными полимерами [3].

В процессе диффузионного включения противоопу-

холевого препарата доксорубицина (ДОКС) в форме

гидроксида происходит частичное разрушение структу-

ры носителей. При помощи СЭМ было показано, что

при включении ДОКС в ватериты CaCO3 последние
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растворяются с последующей перекристаллизацией в

форму непористых кальцитов из-за повышенной кис-

лотности среды, при этом количество включенного

ДОКС уменьшается. Для защиты структуры СД ватери-

ты CaCO3 были покрыты полианионом декстрансульфа-

том (CaCO3+ДекС) [7]. Другой вариант защиты частиц

ватеритов от воздействия окружающей среды, например,

кислотности желудка при пероральном введении СД

терапевтических пептидов, — включение ватеритов в

кальций-альгинатные гранулы [8].

Альгинат, как и декстрансульфат, — биоразлагаемый

нетоксичный полимер, используемый не только в каче-

стве компонентов СД, но и в процессах ранозаживления.

Процесс заживления ран содержит три основных стадии,

и в каждой из них возможно введение соответствующего

лекарственного средства. На первой стадии — воспали-

тельной — необходимо введение антисептика. Вторая и

третья стадии — регенерации и эпителизации — требу-

ют добавления биологически активных веществ (БАВ),
стимулирующих соответствующие процессы. Здесь боль-

шую роль играют терапевтические пептиды различной

структуры [9,10]. Их вводят в рану напрямую или в

микрочастицах полилактид-ко-гликолида или гиалуроно-

вой кислоты [11,12]. Ускорение заживления ран проис-

ходит при использовании насыщенных фактором роста

эмульсионных микросфер из полилактид-ко-гликолида

с добавлением альгината [13]. Широкими возможностя-

ми использования в медицине обладают гранулы из

альгината кальция [14], выпускаемые под названием

Мигран [15]. В последние годы расширяется исполь-

зование носителей БАВ в медикаментозных повязках

из гидрогелевых и альгинатных материалов, которые

обеспечивают подходящую влажную среду, обладают

хорошей биосовместимостью и высокой скоростью на-

бухания для поглощения экссудата [16–18]. Как видим,

включение терапевтических пептидов в альгинатные

носители повышает эффективность их действия в ранах.

Поэтому важно исследовать влияние экссудата — содер-

жимого ран — на альгинатные носители в процессе их

взаимодействия в течение времени.

Эксперименты ex vivo помогают оценить эффектив-

ность СД при их взаимодействии с клетками.

Влияние токсических соединений на клетки обычно

оценивают при помощи показателя
”
жизнеспособности“,

отражающего долю жизнеспособных клеток после воз-

действия определенной концентрации препарата. Для ко-

личественной оценки процесса используют метилтетра-

золиевый тест (МТТ) или систему xCELLigence. МТТ —

колориметрический тест, основанный на восстановле-

нии живыми клетками желтого тетразола в пурпурный

нерастворимый формазан. Оптическая плотность рас-

твора формазана в диметилсульфоксиде, определяемая

на 570 nm, характеризует количество живых клеток [19].
Использование системы xCELLigence, принцип действия

которой основан на изменении импеданса золотых сен-

соров при отсоединении от них погибающих клеток,

позволяет определять цитотоксичность в режиме ре-

ального времени [20]. Пример использования оптиче-

ской микроскопии для оценки влияния исследуемых

медицинских препаратов на морфологическое состояние

клеток органа, подвергающегося лечению, приведен в

работе [21].
Непосредственное взаимодействие СД с клетками,

или их поглощение, можно увидеть благодаря использо-

ванию лазерных конфокальных сканирующих микроско-

пов (ЛСКМ) [1,22]. Эти приборы были созданы для изу-

чения структуры объекта в трехмерном пространстве.

Получение изображения клетки под разными углами [23]
позволяет понять, включена ли СД в клетку или нахо-

дится на ее поверхности. Один из немногих недостатков

ЛСКМ — необходимость применять флуоресцентные

метки. Различные исследуемые объекты должны быть

помечены флуорохромами, детектируемыми в разных

диапазонах длин волн. Следует упомянуть и специфи-

ческую проблему — соединения (в частности белки)
с присоединенными флуоресцентными метками могут

изменять свою структуру, что может отражаться на их

взаимодействии с окружающими объектами [24].
Задача настоящей работы — представить изменение

структуры систем доставки лекарственных соединений в

процессе их существования. А именно от их создания

и загрузки ЛС через препятствия, создаваемые средами

организма, до включения в клетки и реализации активно-

сти инкапсулированного ЛС. Применение микроскопов с

разными способами детектирования и широким диапазо-

ном разрешающей способности позволяет контролиро-

вать размеры и структуру систем доставки на разных

стадиях их существования.

1. Результаты и обсуждение

1.1. Изменение во времени структур систем
доставки доксорубицина в плазме крови

Контроль с помощью СЭМ СД на базе частиц CaCO3,

которые были использованы в качестве носителей нук-

леиновых кислот, терапевтических белков, пептидов,

противоопухолевого препарата доксорубицина (ДОКС),
проявили свою эффективность как in vitro, так и in

vivo [1,2,8,25]. ДОКС включали также в пористые носи-

тели другого состава — гидроксиапатиты (ГА), форми-
руемые в процессе обработки CaCO3 солями фосфора.

Размеры этих носителей близки, пористость несколько

выше у ГА, а включение ДОКС в частицы ГА ниже

на 30%, чем в частицы CaCO3 [26]. Однако профи-

ли высвобождения ДОКС в кровь in vivo существен-

но отличаются. Метод высокоэффективной жидкостной

хроматографии не обнаружил ДОКС в плазме крови в

течение 25 суток после его внутрибрюшинного введения

при помощи ГА. При этом использование CaCO3+ДекС

обеспечивает пролонгированное (до 20 суток) высво-

бождение ДОКС в кровь крыс. Количество введенного

ДОКС одинаково в обоих случаях — 4mg на крысу.

Журнал технической физики, 2024, том 94, вып. 9



Исследование динамики систем доставки лекарственных соединений методами электронной... 1511

A B C D

Рис. 1. Исходные СД: A — CaCO3+ДекС; C — ГА. После 7 дней в плазме крови: B — CaCO3+ДекС; D — ГА. Маркер — 1 µm.

Напомним, что свободный ДОКС высвобождается в

кровь крысы за трое суток после внутрибрюшинного

введения. Причину различий помогли определить СЭМ

фото обеих структур, по-разному изменяющихся со

временем пребывания в крови. Рис. 1 демонстрирует

структуры CaCO3+ДекС и ГА — интактные (A и C)
и после их взаимодействия с плазмой крови в течение

недели in vitro (B и D). На рис. 1 видны различия

в интенсивности деструкции обеих СД, чем можно

объяснить различия в результатах in vivo экспериментов.

Частицы ватеритов разрушаются на мелкие фрагменты,

полиэлектролитная оболочка ДекС уже не покрывает

ядра CaCO3 полностью. Это позволяет высвобождаться

ДОХ в плазму крови. Частицы ГА практически не

увеличивают свои размеры за семь дней пребывания

в плазме крови. Пористость структуры повышается.

ДОХ не высвобождается из частиц ГА, что может быть

объяснено сорбцией.

1.2. Включение белков в CaCO3 ватериты.
Контроль с помощью ЛСКМ

Пространственная динамика расположения белка в

объеме носителя продемонстрирована на рис. 2. Вклю-

чение бычьего сывороточного альбумина (БСА), ме-

ченого флуоресцеин изотиоцианатом (FITC) в соотно-

шении (БСА : FITC= 1 : 15), в частицы CaCO3 ватери-

тов методом соосаждения контролировали с использо-

ванием методики оптических срезов на ЛСКМ. Шаг

среза 0.20 µm — больше разрешающей способности

микроскопа 0.16 µm (см. Приложение), что позволяет

получить наиболее информативные срезы [27].
На серии фото (рис. 2) видно, что белок наполняет

весь объем частиц ватеритов, иногда неравномерно.

В публикациях, где приведены ЛСКМ фото ЛС, инкап-

сулированных в CаCО3, их распределение выглядит по-

разному. В одном случае [2] siRNA (малые интерфе-

рирующие рибонуклеиновые кислоты) с флуоресцент-

ным маркером (PA-1630-FAM) распределены в части-

цах CaCO3 ватерита очень неравномерно. ЛСКМ фо-

то CaCO3 частиц с инкапсулированным сывороточным

альбумином человека, меченным FITC, демонстрирует

равномерное распределение белка [3]. В обоих случаях

включение меченых объектов происходило с использо-

ванием метода соосаждения. Увеличения в цитируемых

работах близки, что позволяет сравнивать приведенные

в них изображения.

1.3. Захват систем доставки CaCO3+ДекС
клетками

Противоопухолевый антибиотик доксорубицин прояв-

ляет цитотоксичность именно на стадии деления клеток.

ДОКС, включаясь между цепями дезоксирибонуклеино-

вой кислоты (ДНК), нарушает процессы репликации и

транскрипции и, таким образом, тормозит рост опухоли.

Захват клетками THP-1 МФ систем доставки ДОКС на

базе ватеритов CaCO3+ДекС продемонстрирован при

помощи прямого флуоресцентного микроскопа. Фото-

графии обработаны с помощью программного обеспече-

ния ZEN (blue edition). Сравнение фотографий на рис. 3

свидетельствует о включении СД на базе CaCO3+ДекС

в клетки в течение суток.

Для детектирования клеток и их взаимодействия с

системами доставки использовали различные флуорес-

центные красители. До добавления СД клетки были

обработаны флуоресцентным красителем Texas Red-

X, который контрастно окрашивает цитоскелет клет-

ки. Системы доставки окрашивали красителем PKH26.

Их использовали без добавления ДОКС, чтобы его

собственная флуоресценция не затрудняла трактовку

результатов. В течение 20min после добавления СД к

клеткам захвата еще не произошло, а СД распростране-

ны по всему объему (рис. 3B), тогда как через 24 h СД

проникли в клетки (рис. 3,C). Клетки после контакта

с СД в течение суток тщательно промывали. По от-

сутствию СД вокруг клеток можно предположить, что

все незакрепившиеся СД были удалены, остались только
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Рис. 2. ЛСКМ фото оптических срезов CaCO3 ватеритов с инкапсулированным БСА, меченым FITC. Маркер — 2 µm.

A B C

Рис. 3. Фото клеток THP-1 МФ до добавления СД (A) и после добавления СД и совместного их инкубирования в течение 20min

(B) и 24 h (C). Маркер — 50 µm.

те, что попали внутрь клеток. Таким образом, можно

считать, что совмещенные изображения клеток и СД

на рис. 3,C отражают включение СД в клетки.

В дальнейшем необходимо будет провести сравнение

захвата СД на базе CaCO3+ДекС не только макрофага-

ми, но и другими клетками — раковыми — MCF7 или

А431 и фибробластами. Подбор необходимых флуорофо-

ров поможет определить захват клетками СД с ДОКС.

1.4. Воздействие инкапсулированного

противоопухолевого антибиотика
доксорубицина на клетки

Взаимодействие клеток с СД, содержащими ДОКС,

приводит к нарушению их функционирования. В кле-

точной среде световой микроскоп позволяет оценить

концентрационную динамику токсичности ДОКС, ин-

капсулированного в системы доставки CaCO3+ДекС,

по отношению к клеткам эпидермоидной карциномы

A431 (рис. 4). Под воздействием все увеличивающейся

концентрации ДОКС меняется морфология клеток.

На рис. 4 приведены оптические фотографии раковых

клеток (эпидермоидной карциномы) A431 на третий

день их контакта с ДОКС, введенным при помощи

CaCO3+ДекС, при увеличении концентрации препарата

до 2.0 µg/ml . На рис. 4,А видны распластанные на по-

верхности субстрата исходные здоровые клетки, которые

образуют клеточный монослой. При увеличении концен-

трации ДОКС до 0.50 µg/ml (рис. 4,C) из-за уменьше-

ния количества жизнеспособных клеток увеличивается

расстояние между ними, клетки изменяют морфологию

(область
”
alive“ на рис. 4,C). Часть мертвых клеток

открепилась от поверхности и агрегировала (область

”
dead“ на рис. 4,C). При максимальной из использован-
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dead

dead

alive

A B C D

Рис. 4. Изменение морфологии клеток эпидермоидной карциномы A431 после их контакта с СД, содержащих ДОКС.

Концентрация ДОКС 0.05 (B), 0.50 (C) до 2.0 (D) µg/ml. A — клетки без СД. Маркер — 100 µm.

ных концентраций ДОКС (2.0 µg/ml) все клетки погибли,

открепились от поверхности, и слиплись (рис. 4,D).

1.5. Изменение структуры альгинатной

гранулы — потенциального носителя ЛС

в экссудате во времени

Добавление альгината повышает эффективность про-

цесса лечения ран при использовании носителей ЛС или

ранозаживляющих повязок. Если в гранулы из альгината

кальция включены ЛС, например пептиды, то их вы-

свобождение зависит от изменения структуры носителя

в окружающей раневой среде. Экссудат — жидкость,

накапливающаяся в ранах при воспалительном процес-

се. Ее состав может быть различным в зависимости

от стадии процесса воспаления. В настоящей работе

использовали образовавшийся после ожога экссудат,

величина рН которого около 7. Воздействие экссудата на

альгинат оценивали по набуханию альгинатных гранул

в течение двух суток на основании их фотографий,

полученных при помощи светового инвертированного

микроскопа (рис. 5). В гранулах не содержалось лекар-

ственных соединений. Высвобождение ЛС из кальций-

альгинатных гранул продемонстрировано в работе [28].

Из графика на рис. 5 видно, что за два дня происхо-

дит пятикратное увеличение размеров гранул. Помимо

высвобождения инкапсулированного ЛС при набухании

гранул происходит эффективное поглощение экссудата,

т. е. осушение мокнущей раны.

0 10 20 30 40 50

D
/D
0

5

1

2

3

4

6

5 15 25 35 45

Time, h

Рис. 5. Динамика увеличения размеров альгинатной гранулы

в экссудате.

Заключение

Микроскопия различного разрешения сопровождает

системы доставки ЛС in vitro от момента их формиро-

вания и включения в них лекарств до их разрушения

под действием различных сред организма, таких, как

плазма крови или среды желудочно-кишечного тракта.

Микроскопия также позволяет ex vivo контролировать

воздействие СД на клетки различной природы (как
здоровые, так и раковые) и учитывать длительность

взаимодействия клеток с СД и количество ЛС, высво-

бождающегося из СД. Совокупность такой информации

помогает оценить эффективность разрабатываемых си-

стем доставки.
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Приложение. Материалы и методы

Соли, использованные для синтеза пористых карбо-

натных ядер СаСl2·2H2O и Na2CO3, полианион декстран-

сульфат произведены Sigma-Aldrich (США). Синдрок-

социн производства Actavis (Hafnarfjordur, Исландия)
содержал 17% ДОКС в форме соли с протонированной

аминогруппой и 83% лактозы. Натриевая соль альгината

(для медицинского использования, ММ около 300 kDa)
произведена Архангельским водорослевым эксперимен-

тальным заводом (Россия). Экссудат, в котором опре-

деляли набухание альгинатных гранул в течение двух

суток, получен из НИИ скорой помощи им. И.И. Джане-

лидзе.

Альгинатные гранулы как наполнители ожоговых ран

производили методом ионной сшивки, а именно 4%

водный раствор альгината прикапыванием добавляли

в осадительную ванну с 5% хлористого кальция, по-

сле 30min перемешивания суспензию фильтровали на

воронке Бюхнера, промывали водой и сушили на возду-

хе.

Синтез CaCO3 пористых ватеритов осуществляли

согласно модифицированной методике [29], а именно

соосаждение 1M растворов СаСl2·2H2O и Na2CO3 про-

водили при перемешивании механической мешалкой

при 2000 rpm в течение 30 s, троекратно промывали

осадок с использованием центрифугирования и сушкой.

Декстрансульфат наносили на поверхность ватеритов в

процессе перемешивания суспензии CaCO3 в водном

растворе полимера с концентрацией 2mg/ml в тече-

ние 1 h. Далее следовали тщательная промывка и сушка.

Гидроксиапатиты, использованные в настоящей рабо-

те, изготавливали следующим образом.

Добавляли навеску 0.5M CaCO3 (в форме частиц ва-

теритов, изготовленных по вышеприведенной методике)
к 0.1M раствору Na2HPO4 в молярном соотношении

1 : 1. Суспензию обрабатывали 20 s ультразвуком, затем

перемешивали 24 h, центрифугировали в течение 5 min

при 8 · 103 rpm, осадок трижды промывали водой и

сушили до постоянного веса.

Включение ДОКС в СД проводили методом диф-

фузии при перемешивании в течение суток суспензии

CaCO3+DexS и раствора ДОКС. Соотношение компо-

нентов варьировали в зависимости от необходимого

количества ДОКС в СД. Количество включившегося

ДОКС определяли спектрофотометрически по разнице

исходного и не включенного в СД ДОКС на основании

калибровки при λ = 480 nm.

П1. Работа с клетками

Клетки эпидермоидной карциномы A431 и клетки

макрофагов, полученных из линии моноцитарных клеток

лейкемии человека THP-1 MФ, предоставлены Институ-

том цитологии РАН из Российской коллекции клеточных

культур позвоночных.

Динамику пролиферации клеток A431 оценивали при

их кондиционировании с носителями CaCO3+ДекС,

содержащими различное количество ДОКС. Клетки

культивировали в полной питательной среде ДMEM

(Панэко, Россия) с добавлением 1% L-глютамина

200mM, 10% бычьей эмбриональной сыворотки и

1% антибиотиков (100 units/ml пенициллин, 100 µg/ml
стрептомицин), 1% антимикотика (амфотерицин B

250 µg/ml) (все реактивы Thermo Fisher Scientific, США).
Культивирование проводили в CO2 инкубаторе (Thermo

Fisher Scientific, США) при температуре 37◦C, концен-

трации CO2 5% и повышенной влажности. В каждую

ячейку с питательной средой (объем 0.2ml) помещали

по 35 тыс. клеток A431. Через сутки добавляли в ячейки

пустые СД а также СД, содержащие разное количество

ДОКС, полученные на протяжении трех суток контакта

клеток A431 c разными вариантами СД. Взаимодействие

СД, содержащих разное количество ДОКС, с клетками

A431 отражают прижизненные микрофотографии, полу-

ченные при помощи светового инвертированного микро-

скопа Primo Vert (Carl Zeiss, Германия). Увеличение 100

х.

По фотографиям, полученным с помощью этого же

микроскопа в разные промежутки времени, определяли

увеличение размера альгинатных гранул под воздействи-

ем среды экссудата.

Флуоресцентное детектирование. До добавления СД

клетки THP-1MФ были окрашены флуоресцентным

красителем Texas Red-X (λ возбуждения= 561 nm,

эмиссии= 615 nm). СД метили красным флуоресцент-

ным красителем PKH 26 (λ возбуждения= 550 nm,

эмиссии= 567 nm) с использованием реактивов и ме-

тодики из набора для мечения (Sigma-Aldrich, США).
Захват клетками систем доставки происходил при сле-

дующих условиях. После культивирования клеток в ко-

личестве 35 тыс. на ячейку в полной питательной среде в

течение суток к ним добавляли CaCO3+ДекС в концен-

трации 10 µg/ml . Через сутки взаимодействия клеток с

СД их тщательно промывали от среды культивирования,

содержащей СД, и делали снимки при помощи светового

микроскопа ZEISS Axio Scope A1(Carl Zeiss, Германия)
с флуоресцентным детектированием.

П2. Микроскопия

Для определения изменения микроструктур си-

стем доставки разного состава, а именно пористых

карбонатно-кальциевых ватеритов и гидроксиапатитов,

контактировавших с плазмой крови человека, использо-

вали сканирующий электронный микроскоп СЭМ Supra

55VP (Carl Zeiss, Германия) в режиме вторичных элек-

тронов. Перед измерением на поверхность образца на-

носили тонкий слой платины.

Серия оптических срезов CaCO3, содержащих

БСА с меткой FITC (λ возбуждения= 495 nm,

эмиссии= 519 nm), получена на ЛСКМ LSM

5 PASCAL (Leica Microsystems, Германия) в
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режиме Z-stack с использованием аргонового

лазера. Толщина оптического среза равна 0.2µm.

Разрешение (d), согласно формуле Гельмгольца,

равно (0.61 · λ)/(n · sinα). При использованном лазере

(λ = 405 nm) и конструкции микроскопа (апертурный
угол α = π/2; масляная иммерсия n = 1.5) разрешение

равнялось 0.16 µm, что меньше толщины оптического

среза и составляет около 5% от среднего размера

частиц ватеритов CaCO3, равного 2−4µm.

П3. Работа с лабораторными животными

В экспериментах по внутрибрюшинному введению в

кровь животных различных систем доставки доксору-

бицина использованы здоровые крысы из питомника

лабораторных животных Рапполово. Все манипуляции

с крысами проводили под общей анестезией. Работа

с животными выполнена в соответствии с правилами

использования экспериментальных животных (согласно
принципам Хельсинской декларации Всемирной меди-

цинской ассоциации о гуманном обращении с животны-

ми, 1996 г.).
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