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ВВЕДЕНИЕ 

 Заместительная клеточная терапия – перспективное направление 

регенеративной медицины, в котором в настоящее время широко применяют 

культивируемые клетки для восстановления и лечения поврежденных органов и 

тканей, в том числе и кожных покровов. В мировой практике для замещения 

дефектов кожи созданы ее аналоги – так называемые дермальные эквиваленты 

(ДЭ) с использованием фибробластов и кератиноцитов человека для лечения 

ожоговых и трофических ран. К настоящему времени разработаны различные 

виды ДЭ, но главным и общим принципом для всех них является аналогия со 

структурой нормальной кожи: эквивалент состоит из двух слоев – дермального 

и эпидермального. В основе дермального слоя лежит трехмерный матрикс – 

чаще всего коллаген или фибрин, несущий фибробласты, а эпидермальный 

слой формируется на поверхности дермального за счет роста и пролиферации 

культивируемых кератиноцитов. 

 Сегодня среди биоматериалов, применяемых в медицине и активно 

изучаемых для конструктирования матриксов функционирующих клеток, 

выделяют альгинаты, коллаген, алифатические полиэфиры, полиамиды, 

сегментированные полиэфируретаны, силикон, полиэтилентерефталат, 

полимеры гликолевой и молочной кислот, а также новый класс природных 

полимеров, синтезируемых микроорганизмами, – полигидроксиалканоаты. 

Однако, несмотря на все многообразие используемых компонентов, еще не 

найдено уникального ДЭ, который полностью отвечал бы всем необходимым 

требованиям и мог использоваться повсеместно для лечения дефектов кожи. 

 Целью настоящей работы является конструирование тканеинженерного 

раневого покрытия на основе ультратонкого нетканого волокна  из 

полигидроксиалканоатов, коллагенового геля из коллагена I типа и культуры 

мультипотентных мезенхимных стволовых клеток (ММСК), выделенных из 

стромы костного мозга крысы. 

 Задачи:   

1. Выделение коллагена I типа из сухожилий хвостов крыс и создание на его 

основе коллагенового геля для внесения в состав раневого покрытия. 
2. Выделение ММСК костного мозга крыс линии «Вистар» и их 

последующее культивирование для внесения в состав раневого покрытия. 
3. Оценка биосовместимости полимерного матрикса in vitro, определение 

цитотоксичности матрикса. 
4. Конструирование трехмерного раневого покрытия на основе нетканого 

волокна из полигидроксиалканоатов, коллагенового геля и ММСК 

костного мозга крысы. 
5. Оценка эффективности сконструированных тканеинженерных раневых 

покрытий на заживление модельных дефектов кожи у белых крыс линии 

«Вистар». 
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ГЛАВА 1. ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР 

1.1.Тканевая инженерия 
 

 Регенеративная медицина является одним из наиболее перспективных 

направлений современной медицины. Она решает проблему улучшения 

продолжительности и качества жизни человека за счет реконструкции 

поврежденных и утраченных структур и функций органов и тканей. 

Восстановление дефектов тканей и органов в регенеративной медицине 

возможно тремя различными путями: трансплантация тканей и органов, 

стимуляция регенерации тканей различными биологически активными 

веществами, трансплантация отдельных клеток. Наиболее перспективным 

направлением регенеративной медицины является тканевая инженерия, 

призванная решить многие проблемы в этой области: например, проблему 

острой нехватки донорских органов или отторжения тканей в результате 

иммунного ответа организма-реципиента [1], [2],[3]. 

Тканевая инженерия – это междисциплинарная область знаний, 

включающая в себя биологию, медицину и технические науки, направленная на 

создание in vitro эквивалентов поврежденных тканей и органов для их 

терапевтической реконструкции, использующая принцип трансплантации 

клеточной культуры на биосовместимом носителе [4]. Тканевая инженерия 

открывает широкие перспективы для создания эффективных биомедицинских 

технологий, с помощью которых становится возможным восстановление 

поврежденных тканей и органов. Важно понимать, что при использовании 

тканеинженерного имплантата происходит регенерация ткани, а не простое ее 

замещение синтетическим материалом. 

 В настоящее время выделяют два основных подхода использования 

клеточных технологий в тканевой инженерии и медицине. Первый основан на 

использовании дифференцированных клеток, а во втором случае применяются 

недифференцированные стволовые клетки человека. Именно второй подход 

применения клеточных технологий в регенеративной медицине является 

наиболее перспективным; результаты по исследованию использования 

стволовых клеток свидетельствуют о том, что эти клетки способны участвовать 

в восстановлении органов и тканей при различных вариантах их поражения. 

Основными источниками клеток для регенерации дефектов тканей являются 

эмбриональные стволовые клетки и стволовые клетки взрослого организма, 

особенно мультипотентные мезенхимные стволовые клетки (ММСК). 

 Итак, целью тканевой инженерии является конструирование живых и 

функциональных тканей и органов вне организма и последующая имплантация 

полученной биоинженерной конструкции в организм с целью замены или 

стимуляции регенерации поврежденного органа или ткани. В любом случае, на 

месте дефекта непременно должна быть восстановлена трехмерная структура 

ткани, или так называемые скаффолды. 
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1.2. Скаффолд-технология в тканевой инженерии 
 

 В связи с интенсивным развитием тканевой инженерии активно 

развивается область науки, направленная на поиски, разработку и получение 

биополимеров, которые были бы пригодны к использованию в качестве 

матриксов для клеток в биоинженерной конструкции. Сегодня известно 

огромное количество биополимеров, активно изучаемых для конструирования 

матриксов для клеток  и используемых в тканевой инженерии и регенеративной 

медицине. Все их можно разделить на синтетические и природные полимеры. 

 К природным биополимерам относятся полисахариды и их производные 

(альгинаты, целлюлоза, хитозан, декстран, гепарин, гиалуроновая кислота и 

др.), белки (коллаген, эластин, фибрин, фибронектин, шелк и т.д.), 

полигидроксиалканоаты. К синтетическим полимерам относятся полиэтилен, 

полиамиды, полиуретаны, силиконы, полимеры молочной и гликолевой кислот 

и др. [5], [6], [7]. 

Клеточные каркасы необходимы для укладки клеток в тканеподобную 

структуру, что чрезвычайно важно для дальнейшей их имплантации в организм 

пациента. Такие трехмерные конструкции называются скаффолдами, а 

методика их получения получила название скаффолд-технологии.  

 Скаффолд-технология – это культивирование клеток на трехмерных 

матриксах-носителях природного или синтетического происхождения с целью 

формирования будущего тканеинженерного трансплантата [4]. 

 Скаффолды играют ключевую роль в культивировании клеток, их 

пролиферации и формировании трехмерного тканевого эквивалента [8]. Их 

необходимость обусловлена тем, что клеткам нужно закрепиться на какой-либо 

поверхности для адекватного роста и пролиферации. Также клеточные 

матриксы должны обеспечивать поступление питательных веществ к клеткам и 

выведение продуктов обмена, а также обладать должными физико-

механическими свойствами, необходимыми для поддержания целостности 

эквивалента. Перенос одного лишь пласта клеток может привести к 

повреждениям белковых молекул в составе клеточной мембраны. Частично 

поврежденные клетки при перенесении их в рану требуют времени для 

восстановления своих функций, и только после этого они будут способны 

включиться в процесс регенерации ткани. Это, в свою очередь, отрицательно 

сказывается на скорости и эффективности заживления раны с участием 

клеточного трансплантата.  Поэтому оптимальным решением явился перенос на 

тканевой дефект клеточного пласта вместе с подложкой, на которой и 

выращивались клетки. В дальнейшем матрикс должен деградировать, не 

причинив при этом ни малейшего вреда организму. Кроме того, во время своего 

нахождения в организме подложка не должна вызывать каких-либо иммунных 

реакций, то есть должна быть биологически совместимой [9]. 

 Итак, к клеточным матриксам предъявляют два основных требования: 

биосовместимость и биодеградируемость.  
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 Биосовместимость – это интегральная характеристика естественного или 

искусственного трансплантата, которая позволяет ему приживаться в организме 

реципиента, не вызывая при этом воспалительных и аллергических реакций.  

 Биоразрушаемость – разрушение трансплантата под действием 

биологически активных веществ, в частности, ферментов. Желательно, чтобы 

матрикс разлагался в организме со скоростью, сопоставимом со скоростью 

роста новых тканей, с образованием нетоксичных соединений, которые могли 

бы вовлекаться в процессы метаболизма или без труда выводились бы из 

организма. Биодеградация подложки необходима, так как постоянное 

нахождение ее в организме может повлечь за собой нежелательные эффекты, 

вплоть до воспалительных реакций и операции по удалению имплантата. 

Однако процесс биодеградации должен быть пролонгированным, так как 

быстрая деградация матрикса способствует вымыванию клеток из раны [6]. 

 Помимо всего вышеперечисленного, при выборе клеточного каркаса 

учитываются свойства его поверхности: гидрофильность/гидрофобность 

поверхности, шероховатость, заряд [5], [6]. От этих свойств зависит уровень 

адгезии и роста клеток в культуре. Конечно, нужно также учитывать и физико-

механические характеристики скаффолда – он должен обладать достаточной 

механической прочностью. Наконец, подложка не должна препятствовать 

нормальному восстановлению тканей [9]. 

 Известно, что клеточная культура гораздо лучше взаимодействует с 

гидрофильными поверхностями, обеспечивающими хорошую адгезию и 

пролиферацию клеток. Гидрофильная поверхность подложки много лучше 

обеспечивает приток питательных веществ к клеткам и удаление продуктов 

обмена, чем гидрофобная поверхность. Однако, у большинства полимеров, 

применяемых в создании клеточного каркаса, поверхность гидрофобная, что 

снижает уровень адгезии клеток. Для повышения гидрофильности поверхности 

полимера используют множество различным приемов: обработка плазмой 

различных газов; изменение химического состава полимера;  покрытие 

поверхности гидрофильным полимером, стеринами, акриламидом и другими 

веществами; обработка ферментами, например, липазой; модификация 

поверхности полимерами белками внеклеточного матрикса и биологически 

активными веществами. Выбор модификации поверхности полимера 

полностью зависит от требуемого результата [5], [9]. 

 Шероховатость поверхности также влияет на ее гидрофильность, что, в 

свою очередь, оказывает немалое влияние на прикрепление клеток и их 

пролиферацию, а также на протекание воспалительных процессов.  Выбор 

шероховатости поверхности материала целиком зависит от типа 

культивируемых клеток. Заряд поверхности полимера также оказывает немалое 

влияние на адгезию клеток в результате его взаимодействия с зарядом 

клеточных мембран [5]. 

 Всем этим требованиям может отвечать матрикс, полученный из 

полимеров бактериального происхождения – полигидроксиалканоатов. 
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1.3. Полигидроксиалканоаты 

1.3.1.Определение полигидроксиалканоатов 

 

 Полигидроксиалканоаты (ПГА) – это класс алифатических полиэфиров, 

гидроксипроизводных масляной кислоты и других алкановых кислот [10]. Это 

биосовместимые и биодеградируемые вещества, синтезируемые бактериями  в 

ответ на рост на питательной среде, богатой углеродом и обедненной другими 

важными питательными веществами [11], [12]. Это внутриклеточный механизм 

фиксации и хранения углерода как источника энергии в виде внутриклеточных 

гранул, используемый широким кругом почвенных микроорганизмов. Эти 

гранулы занимают около 90% всего объема клетки; выделение этих гранул 

связано с разрушением клетки с применением определенных растворителей 

(например, хлороформа, этанола), необходимых для разделения бактериальной 

биомассы и полимера [13]. На рисунке 1 изображены гранулы ПГА в клетке 

бактерии.  

 
 

                      Рисунок 1. Гранулы ПГА в цитозоле бактерии [14] 

1.3.2. Виды полигидроксиалканоатов 
 

ПГА обладают широким спектром физических и химических свойств, 

наличие которых зависит от структуры полимера. Различают гомополимеры, 

сополимеры и блоки сополимеров ПГА.   

 Гомополимеры – это такие полимеры, макромолекулы которых состоят из 

одинаковых по строению повторяющихся структурных единиц (мономеров).  

Мономером ПГА являются 3-гидроксибутират (3ГБ), 3-гидроксивалерат (3ГВ), 

4-гидрокисбутират (4ГБ) и другие.  Многие из них до сегодняшнего дня 

полностью не охарактеризованы. Мономеры ПГА могут включать в себя от 

четырех до десяти атомов углерода [14]. 

 Сополимерами называются полимеры, макромолекулы которых содержат 

мономерные звенья разных типов. Различают регулярные и нерегулярные 

сополимеры. В регулярных сополимерах структурные звенья расположены 

упорядоченно, а в нерегулярных – беспорядочно. 

 Блок-сополимеры состоят из макромолекул, содержащих чередующиеся 

блоки различных полимеров. 
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 В литературе описаны случаи получения нерегулярного ПГА из клеток 

Ralstonia eutropha, растущей на питательной среде, к которой периодически 

добавляли субстрат в виде фруктозы и валерьяновой кислоты; 30% общей 

массы этого нерегулярного сополимера представляли собой упорядоченный 

блок-сополимер с соответствующими характеристиками [15]. 

 К. Маккаличер и Ф. Сраенс доказали, что пленки, созданные из блок-

полимеров, обладают гораздо большей эластичностью, нежели пленки, отлитые 

из нерегулярных сополимеров такого же состава [16].  

 Биосинтез гомополимеров, нерегулярных сополимеров и блок-

сополимеров зависит от трех факторов: вида бактерий, природы источника 

углерода  и условий культивирования данного вида микроорганизмов.  

Комбинируя эти факторы, на выходе можно получить совершенно разные 

продукты, различающиеся как по строению, так и по свойствам. Однако, все 

виды ПГА характеризуются следующими параметрами: биосовместимость, 

биодеградируемость, гидрофобность, способность иметь в своем составе 

различные функциональные группы, термопластичность. Механические 

свойства различных ПГА варьируют от хрупкости до эластичности [11], [14]. 

В соответствии с длиной боковой цепи выделяют два типа ПГА: первый 

тип имеет в своем составе короткую боковую цепь (англ. – sclPHA), состоящую 

не более, чем из пяти атомов углерода, синтезируется бактерией Ralstonia 

eutropha, Alcaligenes latus, Bacilus cereus, Pseudomonas pseudoflava, Pseudomonas 

cepacia, Micrococcus halodentrificans. Источниками углерода для этих бактерий 

являются глюкоза и пропионовая кислота, а необходимым условием для 

биосинтеза ПГА – лимитированные источники азота. Типичными 

представителями этого типа ПГА являются ПГБ, ПГВ, и сополимер П3ГБ/3ГВ. 

Второй тип, соответственно, имеет в боковом алкиле от шести до двенадцати 

молекул углерода (англ. - mclPHА), и такие ПГА продуцируются бактерией 

Pseudomonas oleovorans и другими бактериями рода Pseudomonas. К типичным 

представителям относятся такие полимеры, как поли-3-гидроксиоктаноат 

(ПГО) и поли-3-гидроксинонаноат (ПГН), которые чаще всего встречаются в 

составе различным сополимеров [11], [12], [14]. Кроме того, существуют и 

такие полимеры, как поли-4-гидроксибутират (П4ГБ), поли-3-

гидроксигексоноат (ПГГ) и другие [17].  На рисунке 2 представлена общая 

формула ПГА. 

                     
               Рисунок 2. Общая структурная формула ПГА 

 

Отрицательная сторона ПГА с короткой боковой цепью состоит в том, 

что они слишком жесткие и хрупкие, и поэтому не пригодны к использованию 
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в медицинских целях. ПГА, имеющие в своем составе длинную боковую цепь, 

напротив, очень эластичны и непрочны. Очевидно, что для использования ПГА 

в различных областях, будь то тканевая инженерия и медицина или создание 

упаковочного материала, необходимо улучшить физические, в частности – 

механические, свойства полимеров [11]. 

1.3.3. Микроорганизмы 
 

К ферментативному биосинтезу ПГА в промышленных целях способны 

лишь немногие бактерии; к ним относятся Ralstonia eutropha, рекомбинатная 

Escherichia coli, Aeromonas caviae, Pseudomonas putida. Особая ценность этих 

бактерий состоит, во-первых, в том, что эти микроорганизмы способны 

усваивать углерод из огромного количества его источников. Во-вторых,  

несмотря на то, что многие виды микроорганизмов способны к биосинтезу 

ПГА, лишь некоторые из них могут быть использованы для промышленного 

производства, так как именно это малая часть поддается генетическим 

манипуляциям, которые и ведут к синтезу большого количества полимера.  

Именно в способности этих микроорганизмов синтезировать большое 

количество внутриклеточных гранул полимера и состоит их ценность. [12]. 

1.3.4. Механические и температурные свойства полигидроксиалканоатов 
 

 По ряду физико-химических свойств ПГА сходны с такими 

синтетическими полимерами, как полиэтилен и полипропилен. Например, 

гомополимер П3ГБ – является довольно жестким материалом; его предел 

прочности на разрыв схож с таковым у полипропилена. Если ввести в П3ГБ 

какой-либо сополимер, это четко отразится на характеристиках полученного 

полимера: значительно увеличится гибкость, прочность и удароустойчивость, 

но несколько уменьшится жесткость. Такое наблюдается в сополимерах 

П3ГБ/3ГВ и П3ГБ/4ГБ [13]. 

 Увеличение расстояния между эфирными группами в молекуле ПГА 

также влияет на механические свойства полимера [13]. 

 Температура плавления ПГА варьирует от 55
о
С у ПГО и ПГГ до почти 

180
о
С у П3ГБ, причем значение температуры плавления обратно 

пропорционально длине боковой цепи: чем длиннее цепь, тем ниже 

температура плавления.  Кристаллизоваться ПГА начинают также в широких 

пределах: от -55
о
С до 5

о
С [13]. 

 Механические и температурные характеристики некоторых ПГА 

представлены в таблице 1. 

 
Таблица 1- Механические и температурные характеристики некоторых ПГА 

[13] 

 

Характеристика ПГБ П3ГБ/3ГВ П4ГБ П3ГБ/4ГБ П3ГО/3ГГ 

Температура 

плавления, 
о
С 

177 145 53 152 61 
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Температура 

кристаллизации, 
о
С 

4 -1 -48 -8 -35 

Предел 

прочности на 

разрыв 

40 32 104 26 9 

Упругость при 

растяжении 
3,5 1,2 0,149 - 0,008 

Относительное 

удлинение при  

разрыве 

6 50 1000 444 380 

      

1.3.5. Биосовместимость полигидроксиалканоатов 
 

 ПГА является не только запасным веществом бактерий, это 

распространенный биополимер, выполняющий важные физиологические 

функции. П3ГБ был обнаружен в огромном количестве живых существ, от 

бактерий до высших млекопитающих. Благодаря своей гидрофобности, низкой 

молекулярной массе и способности связываться с макромолекулами, П3ГБ 

может находиться в цитоплазме клетки, во внеклеточном матриксе, в составе 

клеточной мембраны и липопротеинов низкой плотности. Мономер П3ГБ – 3-

гидроксибутират – является обычным соединением, которое обнаруживается в 

крови человека в низких концентрациях и принадлежит к группе кетоновых 

тел. Олигомеры П3ГБ были обнаружены в аорте человека, ассоциированные с 

фосфатами и формирующие ионные каналы в мембране клеток [12], [13], [17].  

Мономер П4ГБ – 4-гидроксибутират – обнаружен в тканях мозга, почек, 

сердца, печени, мышцах. Кроме того, 4-гидроксибутират и олигомеры П4ГБ 

используются в качестве терапевтического препарата, а также в качестве 

седативного и анестезирующего вещества [13],[17]. 

 Все вышесказанное доказывает, что ПГА не являются токсичными для 

организма, а также могут выступать в качестве лекарственных веществ. Проще 

говоря, ПГА являются биосовместимым полимером, то есть, их присутствие в 

организме в качестве имплантата не вызовет иммунных реакций. 

Поверхностные характеристики пленок из ПГА являются 

благоприятными для адгезии и пролиферации клеток. Фибробласты линии 

NIH/3Т3 показали хорошее прикрепление и рост на мембранах из ПГА.  МСК 

также продемонстрировали адгезию и пролиферацию на матриксах из ПГА, и 

самый лучший показатель был у сополимера П3ГБ/3ГВ/ГГ, у которого 

наблюдается высокая шероховатость поверхности, контактный краевой угол 

смачивания высокий; предполагается, что эти характеристики являются 

важными для адгезии и пролиферации клеток [12]. 

 Результаты испытаний имплантатов из ПГА in vivo показывают 

противоречивые результаты.  Например, чем выше в матриксе содержание 
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П3ГБ, тем ниже биоабсорбция имплантата  и тем больше тканевой ответ, что 

связано с высокой жесткостью П3ГБ [18].  

 Подкожная имплантация кроликам матриксов из полилактида, П3ГБ и 

сополимера П3ГБ/ГГ показала, что именно наиболее гидрофобный сополимер 

вызывает самую мягкую тканевую реакцию по сравнению с таковой при 

имплантации матрикса из П3ГБ и полилактида [19]. В другой работе показано, 

что чем выше содержание 4-гидроксибутирата в полимере, тем мягче будет 

тканевой ответ на имплантацию [18]. Культивирование фибробластов, клеток 

эндотелия и изолированных гепатоцитов на пленках из П3ГБ и сополимера 

П3ГБ/3ГВ показали высокие уровни клеточной адгезии. Данное исследование 

показало, что свойства П3ГБ и сополимера П3ГБ/3ГВ принципиально схожи 

[20].  

 В другой работе сравнивали биосовместимость П3ГБ, П3ГБ/4ГБ и 

гликолида в культуре фибробластов. Исследование продемонстрировало, что 

количество активно пролиферирующих клеток на поверхности сополимера 

гораздо больше, чем на поверхности гомополимера, но при этом сопоставимо с 

числом жизнеспособных клеток на гликолиде [21]. 

 Сургученко В.А. с коллегами исследовали адгезию и пролиферацию 

фибробластов мыши линии 3Т3 на пленках ПГА с различной шероховатостью 

поверхности. Использовали два образца П3ГБ/3ГВ с содержанием 

гидроксивалерата 12% и 26 % соответственно. Шероховатость изменяли 

добавлением полиэтиленгликоля на стадии растворения сополимера. 

Выяснилось, что введение полиэтиленгликоля в сополимер, содержащий 26 % 

3ГВ, снижает шероховатость поверхности, что способствует адгезии и 

пролиферации фибробластов. При концентрации 12 % 3ГВ присутствие 

полиэтиленгликоля в сополимере существенно увеличивало шероховатость 

поверхности, что привело к снижению процессов адгезии и пролиферации 

клеток. Таким образом, было доказано, что характер взаимодействия клеток и 

матрикса зависит от физико-химических свойств полимера [22]. 

 Очевидно, что однозначного ответа о биосовместимости и пригодности 

для тканевой инженерии того или иного вида ПГА нет. Биосовместимость 

полимера зависит от целого комплекса свойств – от чистоты полимера, его 

физико-химических свойств, структуры, характеристик поверхности и метода 

приготовления изделия для последующей имплантации. И поэтому на вопрос о 

том, какой из всех видов ПГА является наиболее перспективным, безопасным и 

приемлемым для создания тканеинженерной конструкции, предстоит только 

ответить.  

 Важно отметить и то, что полимер разлагается без образования 

токсичных для организма веществ, легко выводится из организма и, более того, 

продукты распада – мономерные звенья – используются организмом для 

собственных нужд. Основным компонентом ПГА является 3-гидроксимасляная 

кислота – естественный продукт обмена клеток и тканей, а конечные продукты 

распада – вода и  углекислый газ. Доподлинно установлено, что биодеградация 

ПГА протекает в биологических средах с низкими скоростями и реализуется по 

гуморальному и клеточному пути с активным участием макрофагов, которые 
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характеризуются высокой активностью кислой фосфатазы [6]. Все это 

характеризует ПГА как идеально подходящие для имплантации резорбируемые 

вещества. 

1.3.6. Наиболее изученные виды полигидроксиалканоатов 
 

 В состав ПГА могут входить около 150 различных мономеров, что 

зависит от особенностей микроорганизма-продуцента, условий, в которых 

микроорганизмы культивировались, источников углерода. В зависимости от 

мономерного состава физико-химические свойства, в частности, 

кристалличность, пластичность, термические свойства сильно варьирют. 

 Самым изученным представителем ПГА является гомополимер П3ГБ, 

обладающий высокой степенью биосовместимости, но вместе с тем довольно 

жесткий и хрупкий, что связано с большой кристалличностью данного 

полимера. Также П3ГБ характеризуется медленной скоростью деградации [5]. 

 Гораздо более перспективными по праву считаются сополимеры ПГА, 

свойства которых в зависимости от состава сильно варьируют. К таким 

перспективным сополимерам относятся те, что содержат в своем составе 

мономеры 3-гидроксивалерата, 4-гидроксибутирата, 3-гидроксигексоноата, чьи 

физико-химические свойства изучены достаточно хорошо, а биосовместимость 

зависит от содержания того или иного мономера в конечном полимере [5].  

 Если сравнить наиболее изученные сополимеры, в состав которых входит 

П3ГБ, с чистым гомополимером П3ГБ, то можно сказать следующее. 

Механические свойства таких сополимеров в зависимости от соотношения 

мономеров сильно варьируют, причем чем выше содержание 3ГБ, тем более 

кристаллическим становится полимер и менее эластичным. Температура 

плавления также изменяется: с увеличением содержания 3ГБ она увеличивается 

[5], [6], [7], [11], [12], [13], [14].  Трехкомпонентные сополимеры, содержащие 

ПГБ, также характеризуются пониженной температурой плавления и 

снижением кристалличности по сравнению с гомополимером П3ГБ. Однако 

стоит отметить, что все физико-химические характеристики сополимеров 

существенно зависят от соотношения мономеров в их составе [5], [6], [7], [13], 

[17]. 

1.3.7. Применение полигидроксиалканоатов в тканевой инженерии 
 

 Потенциально сферы применения ПГА очень широки и могут включать 

сельское хозяйство, радиоэлектронику, фармакологию [7]. Учитывая 

биосовместимость и биодеградируемость ПГА и возможность переработки 

ПГА в различные изделия, очевидно, что этот полиэфир можно использовать и 

в медицине для получения нетканых и одноразовых изделий, шовных и 

перевязочных материалов, контролируемых систем доставки лекарственных 

средств, клеточных матриксов для тканевой инженерии [5], [6], [7], [12]. 

Наиболее перспективными направлениями использования ПГА являются 

сердечно-сосудистая хирургия, создание матриц для биоискусственных органов 

и для регенерации мягких, костной и хрящевой тканей [6]. 
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 С использованием растворных технологий, контактного прессования, 

электростатического формования, микроинкапсулирования и т. д. получают 

пленки, нетканые волокна, мембраны, трехмерные каркасы, микро- и 

наночастицы из ПГА, которые активно используются в медицинских и 

фармакологических целях.  

Многими исследователями показано, что ПГА обладают всеми 

необходимыми свойствами для использования их в качестве матрикса для 

клеток в целях тканевой инженерии. Матриксы из ПГА обладают высокими 

адгезионными свойствами и не проявляют цитотоксического эффекта при 

контакте с клетками. Матриксы из ПГА можно использовать для выращивания 

фибробластов, остеоцитов, хондроцитов, гепатоцитов и клеток другого 

происхождения; кроме того, подложки из ПГА подходят для культивирования 

стволовых клеток и обеспечивают их дифференцировку в заданном 

направлении [7], [10]. Много внимания уделяется ПГА в применении к 

сердечно-сосудистой хирургии в качестве материала для сосудистых протезов, 

клапанов сердца, барьерных средств, сосудистых стентов и др. [5], [6],[7], [12], 

[13], [14], [17]. Благодаря своим физико-механическим свойствам и 

пролонгированной деградации in vivo ПГА перспективны для костной 

регенерации. Показано, что сополимер П3ГБ/3ГВ индуцирует остеогенез [7]. 

Выявлено, что трансплантация фибробластоподобных ММСК аутогенного и 

аллогенного костного мозга на ожоговую поверхность ускоряет процесс 

заживления кожных покровов гораздо интенсивнее, нежели трансплантация 

фетальных фибробластов [6]. А. Зонари и другие создали эквивалент кожи на 

основе сополимера П3ГБ/3ГВ и ММСК жировой ткани. В ходе эксперимента на 

крысах было показано, что скорость заживления ран при использовании 

эквивалента увеличилась по сравнению с контрольной группой животных, раны 

которых не покрывались кожным эквивалентом [23]. Кроме того, все указывает 

на то, что при использовании подобных эквивалентов не происходит 

рубцивание кожи во время ее заживления. В целом, ПГА является подходящим 

материалом для внедрения в скаффолд-технологию тканевой инженерии. 

1.4.Механизм заживления ран 
 

Заживление кожных ран представляет собой сложный механизм, 

включающий в себя три фазы: фазу воспаления, фазу пролиферации и фазу 

перестройки.  

 Фаза воспаления начинается сразу после ранения и в отсутствие 

осложнений продолжается в течение 5-7 суток. Характеризуется сужением 

сосудов (вазоконстрикцией). При повреждении эндотелиальных тканей 

активируется каскад реакций гемокоагуляции, что приводит к адгезии 

тромбоцитов и их агрегации в сгустки и тромбы. Активированные тромбоциты 

выделяют множество биологически активных веществ, включая 

простагландины, серотонин, гистамин, протезазы, влияющие на сосудистый 

тонус. Выделяются цитокины, тромбоцитарный фактор роста, эпидермальный 

фактор роста, инсулиноподобный фактор роста, фибробластный фактор роста, 
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действующие на клетки-мишени и активирующие их. После вазоконстрикции 

следует обратный процесс – расширение сосудов (вазодилатация). Происходит 

экссудация с выходом плазменных белков, выпадение фибрина, наблюдается 

оттек и инфильтрация окружающих тканей. Цитокины, выделенные 

тромбоцитами, привлекают в зону поражения лейкоцитов и фибробластов, а 

также стимулируют пролиферацию клеток и синтез коллагена. Вскоре после 

повреждения появляются гранулоциты и моноциты, а также макрофаги, 

которые являются важнейшими составляющими всего процесса. Помимо 

фагоцитоза, эти клетки выделяют факторы хемотаксиса и роста, что вызывает 

активную пролиферацию фибробластов и клеток эндотелия, что, в свою 

очередь, приводит к образованию гранулярной ткани. 

 Вторая фаза – фаза пролиферации – длится в среднем около четырех 

недель. Процессы регенерации ткани начинаются уже с первых суток после 

ранения, а их продолжительность зависит от величины раневого дефекта. Эта 

фаза включает в себя регенерацию эпителия, фиброплазию и синтез коллагена 

III типа, который позже замещается коллагеном I типа, сокращение раны, 

ангиогенез, продолжается образование гранулярной ткани в месте дефекта. 

Эпителизация начинается с краев раны, в то же время формируется 

гранулярная ткань. Поэтому в конце этой стадии на месте раны формируется 

рубец, хорошо заметный из-за большого количества пронизывающих его 

капилляров; он имеет ярко-красный цвет. 

 Фаза перестройки длится от нескольких месяцев до года. Рубец на этой 

стадии приобретает прочность, уменьшается в размерах, становится более 

мягким и менее выпуклым, окраска бледнеет. Как отмечалось выше, коллаген 

III типа постепенно замещается коллагеном I типа; резорбция воды вокруг 

рубца способствует дальнейшей организации коллагеновых волокон. Эти 

волокна сперва ориентированы произвольно, но затем постепенно 

выстраиваются в одном направлении, повышая прочность на разрыв и улучшая 

внешний вид рубца. Постепенно тормозится образование новых сосудов.  К 

концу этой фазы рубец приобретает около 80% прочности на разрыв по 

отношению к нормальной, неповрежденной коже [24], [25],[26]. 

1.5. Необходимость дермальных эквивалентов 
 

 Проблема регенерации дефекта кожи или полностью утраченного 

кожного покрова при заболеваниях и различных повреждениях является одной 

из самой актуальных во всем мире.  Особое место по праву принадлежит 

термическим поражениям кожи – ожогам. Ежеминутно в мире один человек 

становится жертвой ожога разной степени тяжести. В России ожоговые 

пациенты составляют 20% от всех травматологических больных, и около 30% 

из них нуждаются в госпитализации. Летальный исход составляет 5-11%. По 

количеству летальных исходов ожоги уступают только травмам, полученным в 

автомобильных авариях. Иными словами, термические поражения кожного 

покрова представляют собой серьезную медицинскую проблему [1]. 
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 Одной из важнейших задач лечения больных с термическими 

поражениями кожи является наиболее быстрое восстановление кожного 

покрова. 

 Восстановление кожных покровов при поверхностных ожогах I и II 

степени происходит за счет сохранившихся стволовых клеток базального слоя 

эпидермиса. При ожогах степени IIIА, когда базальный слой эпидермиса 

разрушен, регенерация кожи происходит за счет стволовых клеток и клеток-

предшественников в ране. Функционирование этих клеток способствует 

восстановлению эпидермиса, дермы, взаимодействие компонентов которой 

определяет процесс рубцевания во вновь восстанавливающейся коже. 

Разработан ряд перевязочных средств, позволяющих снизить риск развития 

тяжелых осложнений, потерю жидкости и жизненно необходимых веществ. 

Однако при обширных и глубоких ожогах такие биологические повязки 

оказываются бесполезными. При глубоких ожогах IIIБ и IV степеней для 

восстановления кожных покровов возникает необходимость 

аутодермопластики (пересадки на пострадавшие участки лоскутов кожи, взятых 

с неповрежденных участков тела), которая имеет огромный недостаток – либо 

дополнительная кожная рана у пациента в месте забора лоскута для проведения 

операции, либо дефицит донорских ресурсов, что существенно затрудняет 

возможность одномоментной пластики всех ожоговых ран. Поэтому в 

настоящее время активно ведется поиск функциональных ДЭ, которые смогли 

бы заменить аутотрансплантат кожи [1], [3].  

 Помимо лечения ожоговых повреждений кожных покровов значительное 

внимание уделяется лечению трофических язв и длительно незаживающих ран, 

высокая распространенность которых приходится на экономически развитые 

страны. Это не менее серьезная медицинская проблема, чем ожоги. 

 В России и странах Западной Европы этим заболеваниям подвержены 1-

4% населения, большая часть которых страдают от трофических язв нижних 

конечностей. Трофическая язва или длительно незаживающая рана часто 

возникает у больных с нарушениями кровоснабжения и иннервации кожи, 

которые обусловлены различными патологическими процессами, например, 

сахарным диабетом, при котором происходит нарушение микроциркуляции 

крови, или варикозной болезнью, при которой наблюдается хронический 

венозный застой. К длительно незаживающим ранам можно отнести 

термические и химические ожоги, а также обморожения и глубокие 

механические повреждения кожи [27].  

 В России более 10% общего количества пациентов гнойных отделений 

составляют больные с трофическими язвами нижних конечностей, 70% из них 

страдают варикозной болезнью. Атеросклероз является причиной 

возникновения трофических язв нижних конечностей в 8% случаев 

заболевания. Диабет и дистальная нейропатия лежат в основе появления 

трофических язв у 3% больных. Различные травмы также приводят к 

образованию трофических язв в 6% случаев. Частота выявления трофических 

язв уже многие годы остается постоянной; кроме того, прослеживается явная 

тенденция к омоложению таких больных. К лечению трофических язв и 
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длительно незаживающих ран различного происхождения также показана 

аутодермопластика. Однако, как и в случае с обширными ожогами, результаты 

применения этого метода далеки от удовлетворительных из-за увеличения 

раневой поверхности за счет донорского участка кожных покровов и риска 

отторжения трансплантата [27]. 

  Ожоговые ранения, трофические язвы, длительно незаживающие 

раны могут ограничить свободу движений, создают косметический дефект, 

сопровождаются болевыми ощущениями, жжением, зудом – и все то 

значительно ухудшает качество жизни человека. А длительное лечение, 

которое может исчисляться годами и даже десятилетиями, приводит к большим 

финансовым затратам, которые превращают проблему нарушения кожных 

покровов, помимо медицинской, в социально-экономическую. 

1.5.Коммерческие препараты 
 

В настоящее время ДЭ активно разрабатываются и внедряются на рынок 

биотехнологических материалов. Здесь будут рассмотрены наиболее 

примечательные коммерческие ДЭ, получившие свою известность благодаря 

своей эффективности. Создание ДЭ для применения в дерматологии занимает 

всего 7% от всей коммерческой продукции тканевой инженерии (Диаграмма 1). 

             
Диаграмма 1. Распределение коммерческих продуктов по областям применения 

[27] 

 

Американская компания Cytori Therapeutics, Inc. занимается разработкой 

технологии «клеточная реконструкция» (Cell-Enhanced Reconstruction 

procedure) для целей эстетической медицины на основе комбинирования 

аутогенных клеток мягких тканей и стволовых клеток, выделенных из жировой 

ткани [28]. 
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Intercytex, базирующаяся в Манчестере, Великобритания, занималась 

разработкой коммерческого продукта Cyzact®, представляющего собой 

аллогенные дермальные фибробласты человека на фибриновом геле. 

Разрабатывался этот продукт для заживления трофических язв нижних 

конечностей, однако исследования были прекращены на III фазе FDA из-за 

отсутствия должного клинического эффекта. В данный момент разрабатывается 

продукт ICX-SKIN – кожный эквивалент, состоящий из слоя кератиноцитов 

человека, расположенных на слое аллогенных дермальных фибробластов; 

матриксом является коллагеновый гель. Данный продукт разрабатывается с 

целью лечения ожогов и длительно незаживающих ран [28].  

Продукт Dermagraft® от американской компании Advance1d BioHealing, 

Inc. представляет собой трехмерный сетчатый матрикс из полиглактина с 

аллогенными фибробластами для лечения ожогов и длительно незаживающих 

ран диабетической стопы. Эта же компания запатентовала еще один продукт – 

TransCyte
TM

 – силиконовую сетку с аутогенными фибробластами для лечения 

ожоговых ран [28]. 

Компания Isolagen, Inc (США) представила на рынке продукт Isolagen 

TherapyТМ, разработанный для коррекции дефектов кожи и основанный на 

применении аутогенных дермальных фибробластов [28]. 
 Integra

®
- это бесклеточная матрица для лечения ожогов. Состоит из двух 

слоев – верхний слой, силиконовая пленка, выполняет функции эпидермиса 

кожи, предотвращая потерю тепла и влаги, нижний слой – нетканое волокно, 

которое является подложкой, обеспечивающей непосредственно рост 

дермальных клеток пациента, в будущем формирующих слой дермы. 

Разрабатывается американской компанией Integra Lifesciences Corporation [29].  

 В компании Genzyme Buosurgery (США) разработан продукт Epicel
® 

, в 

основу которого положено использование аутогенных фибробластов пациента 

[30]. 

 Продукт австралийской компании Avita Medical Ltd. под названием 

ReCell
® успешно используется в ряде стран для восстановления кожных 

покровов при ожогах низкой степени тяжести. Уникальность и особый интерес 

представляет то, что данный продукт используется только в виде спрея с 

применением аутогенных фибробластов [28]. 

 Alloderm
® компании Lifecell Corporation (США) представляет собой 

бесклеточный матрикс и успешно применяется на базе клиники [31]. 

 Американская компания Organogenesis, Inc является создателем довольно 

широко известного продукта под маркой Apligraf
®
, который представляет из 

себя аллофибробласты на матриксе из коллагенового геля и кератиноциты, 

культивируемые на предварительно сформированном дермальном слое [3], [28]. 

 Немецкой компанией EuroDerm Gmbh создан продукт под маркой 

EpiDex
®
. Представляет собой кератиноциты на силиконовой мембране [28]. 

 OrCel
®
 компании Forticell Bioscience, Inc. представляет собой 

двухслойную матрицу из коллагена I типа с культивированными отдельно по 

слоям эпидермальными кератиноцитами и дермальнами фибробластами [32]. 
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 Итальянская компания Fidia Advanced Bopolymers s.r.l. предлагает свой 

продукт Laserskin
TM

, состоящий из гиалуроновой мембраны с выращенными на 

ней кератиноцитами человека [28]. 

Наконец, Myskin
TM 

от английской компании CellTran Ltd основан на 

использовании аутогенных кератиноцитов человека и подложки из хитозана 

для лечения ожогов, длительно незаживающих ран, поражений кожи при 

диабете [28]. 

Все рассмотренные выше коммерческие продукты так или иначе 

доказывают свою эффективность в доклинических и клинических тестах. 

Однако, несмотря на все их разнообразие и эффективность, все еще ведутся 

поиски такого ДЭ, который смог бы стать универсальным при любых 

поражениях кожного покрова. Его применение должно сводить к минимуму 

любой риск развития у пациентов побочных эффектов разной степени тяжести, 

а разработка должна быть относительно простой и легко быть поставленной в 

масштабы промышленного производства.  

1.6.Композиты 
 

В литературе часты упоминания об эквивалентах, в основу которых 

положен только гель (чаще всего коллагеновый или фибриновый) и 

фибробласты и/или кератиноциты [1], [2], [3], [5], [27], [33], [34], [35], [36], [37]. 

К плюсам таких гелевых эквивалентов можно отнести следующее:  

 большая гидратированность геля и, как следствие, - свободная 

диффузия питательных веществ, продуктов жизнедеятельности и 

газов по всему объему матрикса; 

 доказанная биосовместимость; 

 гели подвергаются полимеризации непосредственно in situ под 

действием различных факторов и потому могут заполнить раны 

сложной формы. 

Но у гелевых матриксов есть весомый недостаток – несопоставимые с 

живыми тканями механические характеристики [5]. Полимерные пленки в 

качестве матриксов для клеток имеют прекрасные механические свойства, 

однако, являются слишком плотными и практически негидратированными – как 

следствие, обмен газами и метаболитами протекает вяло. Наиболее 

перспективными считаются ультратонкие волокна, которые наиболее точно 

имитируют межклеточный матрикс живых тканей. Однако, совместимость с 

живыми тканями у матриксов, созданных на основе полимерных изделий, ниже 

по сравнению с гелями. Компенсировать недостатки одного типа матрикса 

преимуществами другого позволяет использование композитов. 

 Итак, наиболее перспективным вариантом создания раневого покрытия 

является конструирование комбинированного эквивалента – так называемого 

композита – неоднородного материала, состоящего из двух и более 

компонентов. В нашем случае в состав композита входят волокно из П3ГБ, 

коллагеновый гель и ММСК костного мозга крысы. 
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 Коллаген – это сложный белок, относящийся к группе гликопротеинов. 

Имеет четвертичную структуру, представляющую собой тройную спираль из 

трех аминокислотных цепей. Молекулярная масса составляет 300 кДа. 

Составляет около 30% от общего количества белка в организме человека. 

Нерастворим в воде, водных растворах солей, в слабых растворах кислот и 

щелочей, что связано со строением первичной структуры коллагена – 70% 

аминокислот в его составе являются гидрофобными. В теле человека 

встречается 19 типов коллагена, но наиболее распространенными являются 

типы I, II, III. Эти типы способны формировать агрегаты друг с другом путем 

образования ковалентных связей и образовывать микрофибриллы, которые 

могут формировать еще более сложные структуры. В коже, костной ткани и 

сухожилиях большей частью представлен коллаген типа I, в хрящах – коллаген 

II типа, а кровеносные сосуды главным образом состоят из коллагена типа 

III.Коллаген является основным структурным элементом дермального слоя 

кожи и базальной мембраны, на которой располагаются кератиноциты [9], [34].  

 Коллаген подается различным видам обработки, из него можно 

формировать твердые матриксы и гели [34]. Коллагеновый гель успешно 

используется в качестве матрикса для различных типов клеток, будь то 

фибробласты, кератиноциты или стволовые клетки, и уже доказал свою 

эффективность как агент для нормальной жизнедеятельности клеток, их 

адгезии и пролиферации [1], [2], [3], [5], [27], [33] , [34], [35], [36], [37], 

[38],[39], [40]. Коллаген использовался для создания гидрогеля с высеянными 

на его поверхность фибробластами [41], для создания волокон для 

кератиноцитов и фибробластов [42]. В другой работе путем электрического 

формования был получен сополимер коллагена, молочной и гликолевой кислот, 

в качестве клеточного компонента служили ММСК костного мозга человека 

[43]. Опыты на крысах продемонстрировали, что полученный эквивалент 

способствует синтезу коллагена и эпителизации раны. М. Ананта и другие в 

качестве подложки использовали такой же сополимер; клеточным компонентом 

заменителя кожи являлись дермальные фибробласты и кератиноциты кролика. 

Эксперимент in vivo, поставленный на кроликах, показал, что применение такой 

биоинженерной конструкции ускоряет заживление ран [44].  

 Р.Г. Васильев со своими коллегами культивировали ММСК нервного 

гребня на трехмерных гидрогелях из фибрина и коллагена. Показано, что оба 

матрикса способствуют клеточной адгезии и распространению клеток, 

поддерживают высокую жизнеспособность клеток и способствуют 

формированию сети взаимосвязанных клеток [45]. Ян Чен и другие 

культивировали эпидермальные стволовые клетки  на хитиновой мембране, 

модифицированной коллагеном I типа. Трансплантацию полученного 

эквивалента проводили лабораторным мышам. Результаты эксперимента 

показали, что регенерация кожных покровов ускорилась в ходе применения 

матрикса с клетками, а новая, восстановленная кожа была достаточно толстой и 

упругой. Кроме того, показана пролиферация клеток волосяных фолликулов. 

Таким образом, использование такого эквивалента кожи ведет к успешной 

регенерации раны с восстановлением функций кожи и ее придатков[46].  
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Кроме того, коллагеновый гель активно используется и в качестве одного 

из компонентов композитного материала для целей тканевой инженерии; 

нанесение коллагенового геля является одним из возможных способов 

модификации поверхности полимера для повышения гидрофильности. 

  Известно, что популяция клеток стромы костного мозга очень 

гетерогенна. Наряду с фибробластами, адипоцитами, эндотелиальными и 

стромальными клетками, она содержит популяцию клеток, которые находятся в 

недифференцированном состоянии и обладают способность к самообновлению 

и дифференцировке. Эти клетки являются предшественниками для клеток 

негемопоэтического ряда и называются мультипотентными мезенхимными 

стволовыми клетками (ММСК) [47], [48]. Это стволовые клетки взрослого 

организма, способные к дифференцировке в нескольких направлениях; 

показано, что эти клетки могут дифференцироваться in vitro в направлении 

остеоцитов, адипоцитов, хондроцитов, миоцитов, фиброцитов, гепатоцитов, 

клеток стромы костного мозга, кардиомиоцитов, эндотелиоцитов и клеток 

эпителия [48]. Также ММСК костного мозга обладают уникальными 

иммуномодулирующими характеристиками: они способны подавлять 

пролиферацию лимфоцитов in vitro. Иными словами снижается экспрессия 

антигенов гистосовместимости и проявляются иммуносупрессивные свойства, 

которые могут быть использованы для лечения иммунологических нарушений 

и снижают риск отторжения трансплантата[49], [50].  

 Показано, что ММСК костного мозга продуцируют in vitro 

макрофагальный колониестимулирующий фактор, фактор роста эндотелия 

сосудов, фактор роста фибробластов, фактор роста нервных клеток, фактор 

роста гепатоцитов, а также несколько видов интерлейкинов [48]. Благодаря 

своей способности продуцировать цитокины и факторы роста, стимулирующие 

регенерацию тканей, ММСК костного мозга являются перспективным 

материалом для клеточной терапии [51]. 

 Ефименко и другие показали на примере экспериментов in vitro и in vivo, 

что инкубация ММСК костного мозга в условиях гипоксии повышает их 

способность продуцировать факторы роста эндотелиальных клеток и тем 

самым стимулировать процесс ангиогенеза [51]. В другой статье указано, что 

ММСК костного мозга при раневых повреждениях кожи и ожогах стимулируют 

регенерацию кожных покровов и предотвращают формирование рубцов [48]. В 

следующей работе авторы ссылаются на работу В.И. Шумакова, который был 

первым ученым, использовавшим ММСК костного мозга в лечении ожоговых 

ран и сравнившим их с эмбриональными фибробластами. Его эксперимент 

продемонстрировал, что клеточная инфильтрация снизилась, а образование 

сосудов и гранулярной ткани, напротив, ускорилось по сравнению с 

эмбриональными фибробластами и контрольной группой животных без 

имплантированных клеток. Также авторы статьи ссылались на работу М.Ф. 

Расулова, который вместе с коллегами впервые испытал ММСК костного мозга 

на человеке – это была женщина с ожогами IIIВ степени тяжести. Применение 

ММСК значительно увеличило скорость заживления ожоговых ран и процесс 

ангиогенеза [52]. 
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 Поистине прорывная работа японских докторов, показала, какой 

эффективный лечащий эффект оказывает пористый матрикс из коллагена с 

высеянными на его поверхность ММСК костного мозга. Участие в столь 

масштабном эксперименте принимало двадцать пациентов с кожными ранами 

различной этиологии: ожоги, глубокие раны, инфекции и пролежни. Всем 

пациентам трансплантировали кожный эквивалент. Макроскопические и 

гистологические исследования показали формирование эпидермиса, дермы и 

гиподермального слоя. В конце эксперимента все раны полностью или 

частично зажили, терапевтический эффект эквивалента был доказан [53]. 

   Д. Леонарди и другие использовали ММСК костного мозга и клетки 

костного мозга, культивируемые на метилцеллюлозе [54], Б. Лавердет с 

коллегами использовали ММСК костного мозга для восстановления кожных 

покровов  и показали, что данные ММСК являются отличной альтернативой 

дермальным фибробластам [55]. Доказано, что различные ММСК усиливают 

рост эпидермиса, ангиогенез, синтез коллагена и ускоряет заживление ран. 

Также стоит отметить, что живые эквиваленты кожи, как на основе ММСК, так 

и на основе фибробластов и кератиноцитов, поддерживают прикрепление, рост, 

дифференциацию клеток [56]. 
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ГЛАВА II. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. Материалы 
 

 Для получения тканеинженерного раневого покрытия использовались 

следующие материалы: 

 нетканое волокно из П3ГБ; 

 коллагеновый гель, сделанный на основе коллагена I типа, 

выделенного из сухожилий хвостов крыс; 

 ММСК костного мозга крысы. 

2.2. Характеристика используемых образцов поли-3-гидроксибутирата и 

получение ультратонкого нетканого волокна 
 

Ультратонкие нетканые волокна были получены в лаборатории 

хемоавтотрофного биосинтеза Института биофизики СО РАН методом 

электростатического формования на установке Nanon 01A (MECC Inc., 

Япония). Для их получения были использованы образцы гомополимера поли-3-

гидроксибутирата Химическую структуру образцов П3ГБ определяли после 

предварительного метанолиза проб по метиловым эфирам жирных кислот на 

хромато-масс-спектрометре GCD plus (Hewlett Packard, США); степени 

кристалличности – на рентгеноспектрометре D8 ADVANCE «Bruker» 

(Германия) (графитовый монохроматор на отраженном пучке). Молекулярную 

массу и молекулярно-массовое распределение ПГА исследовали с 

использованием хроматографа для гель-проникающей хроматографии Breeze 

System (Waters, США) относительно полистироловых стандартов (Fluka, 

Швейцария, Германия). 

2.3. Выделение коллагена I типа из сухожилий хвостов крыс 
 

 Сухожилия из хвостов крыс выделили следующим образом: делали 

продольный разрез хвоста крысы, снимали кожу и вытягивали сухожилия, 

которые обрабатывали в 70% растворе спирта.  Хвосты также предварительно 

дезинфицировали в 70% растворе этанола. 

[Изъят 1 абзац] 

Полученный коллаген хранили в стерильной посуде при температуре 4
о
С. 

2.4. Приготовление коллагенового геля 
 

 Для начала сделали слабый раствор уксусной кислоты: 70% уксусную 

кислоту смешали с деионизированной водой в отношении 1:116 – 0,085 мл 

уксусной кислоты развели в 9,915 мл воды. В 8 мл полученного слабого 

раствора уксусной кислоты растворили 0,040 г коллагена I типа. Так как для 

внесения коллагенового геля непосредственно на кожный дефект необходимо, 

чтобы pH геля был нейтральным, к полученному раствору постепенно 

добавляли раствор 1 М NaOH, измеряя величину водородного показателя на 
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pH-метре. После раствор закрывали фольгой и убирали в темное место для 

загустения геля на 48 часов. 

2.5. Получение и культивирование культуры мультипотентных 

мезенхимных стромальных клеток костного мозга крысы 
 

 В качестве клеточного компонента раневого покрытия были 

использованы ММСК костного мозга крысы третьего пассажа. 

[Изъят 1 абзац] 

2.6. Оценка цитотоксичности полимерного матрикса in vitro и сравнение 

интенсивности роста на матриксах у ММСК костного мозга крысы и 

фибробластов дермы крысы 
 

Для определения цитотоксичности ультратонкого нетканого волокна и 

оценки пролиферативной активности клеток проводили МТТ-тест, который 

является индикатором активности клеточного метаболизма, и окрашивали 

клетки флуоресцентными красителями DAPI (4,6-диамидино-2-фенилиндол 

дигидрохлорид) и FITC (флуоресцеин изотиоцианат). В рамках данного 

эксперимента также было проведено сравнение интенсивности роста и 

пролиферации ММСК костного мозга крысы и фибробластов дермы крысы, 

чтобы показать, что ММСК костного мозга крысы являются более 

эффективными для использования их в качестве компонента раневого 

покрытия, чем фибробласты дермы крысы. 

Матрикс нарезали на диски диаметром 10 мм и поместили в 24-луночный 

планшет (TPP, Швейцария), а затем стерилизовали в 70% этаноле в течение 10 

минут. На половину дисков добавляли по 1 мл коллагенового геля и 

стерилизовали под ультрафиолетовой лампой (экспозиция 2 часа). В 

контрольных образцах рассев клеток производили на полистирол 

культурального планшета. Рассев клеток проводили из расчета 50 000 клеток на 

лунку по три повторности на каждую контрольную точку.  Подсчет клеток 

проводили с использованием камеры Горяева, для определения наличия 

мертвых клеток клеточные суспензии окрашивали трипановым синим (Gibco 

Invitrogen).  

Культивирование проводили в среде DMEM/F-12 (1:1) с добавлением 10 

% фетальной телячьей сыворотки и раствора антибиотиков в течение 7 суток, 

питательную среду меняли каждые три дня. МТТ-тест проводили на первые, 

четвертые, седьмые сутки. Окрашивание флуоресцентными красителями FITC 

(Sigma-Aldrich, США) и DAPI (Sigma-Aldrich, США) также проводили на 

седьмые сутки культивирования клеток. 

Для проведения МТТ-теста делали следующее: сперва отбирали из 

нужных лунок старую питательную среду, затем добавляли 950 мкл новой 

питательной среды и 50 мкл МТТ-бромида (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-

дифенилтетразол бромид) (Sigma-Aldrich, США) и инкубировали в термостате в 

5% атмосфере СО2, при температуре 37°С в течение 4 часов. После окончания 

инкубации содержимое лунок тщательно отбирали автоматическими 
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пипетками, добавляли в каждую лунку 150 мкл раствора диметилсульфоксида 

(MP Biomedicals, США) для растворения кристаллов МТТ-формазана, отбирали 

из каждой лунки по 100 мкл и переносили в 96-луночный планшет (TPP, 

Швейцария) для измерения оптической плотности. Оптическую плотность 

измеряли при длине волны 540 нм на микропланшетном фотометре Bio-Rad 680 

(Bio-Rad LABORATORIES Inc, США). Для определения количества клеток 

использовали предварительно подготовленный калибровочный график. 

Окрашивание клеток флуоресцентными красителями проводили 

следующим образом. Из лунок удаляли среду, промывали фосфатно-буферным 

раствором (Gibco Invitrogen), фиксировали в 4% растворе формальдегида на 1 

час.  

2.7. Проведение операций на опытных белых крысах 
 

 Для эксперимента были выбраны десять самцов белых крыс линии 

«Вистар» примерно одинакового возраста (7 месяцев) и состояния здоровья. 

Эксперимент проводили согласно Правилам проведения работ с 

использованием экспериментальных животных [57] и Международным 

рекомендациям (этическому кодексу) по проведению медико-биологических 

исследований с использованием животных. Все животные питались 

стандартным кормом и имели свободный доступ к воде и корму, содержались в 

отдельных клетках с нормальным световым и температурным режимом. Во 

время проведения эксперимента все животные сохраняли хороший аппетит и 

подвижность. Всех животных случайным образом поделили на две группы: 

опытную и контрольную. Опытным животным в месте дефекта 

имплантировали коллагеновый гель с высеянными на него ММСК костного 

мозга крысы, нетканое волокно из П3ГБ аккуратно накладывалось поверх геля 

и закреплялось 4 швами.  

Операция по нанесению дефекта тканей и последующей имплантации 

матриксов проходила в стерильных условиях; использовались стерильные 

хирургические инструменты, стерильные шовные материалы; в качестве 

антисептика использовался препарат «Мирамистин» (ООО «ИНФАМЕД», 

Россия), обладающий противомикробным, противовоспалительным, местным 

иммуностимулирующим действием. 

 На время операции опытные крысы находились под наркозом, который 

обеспечивал препарат «Золетил» (Virbac, Франция), введенный крысам 

внутримышечно в объеме 0,2 мл; кожный дефект наносился в области лопаток; 

место нанесения дефекта тщательно подготавливалось к проведению операции 

– крысы были обриты, кожа тщательно обрабатывалась спиртом и 

«Мирамистином» во избежание воспаления и инфицирования раны. Крысам 

полностью удаляли эпидермальный и дермальный слои кожи диаметром около 

1,5-2 см вплоть до мышечной фасции. Ниже представлены фотографии 

проведения операции на примере опытной крысы (Рисунок 4-6). 

 Выводили животных из эксперимента путем эвтаназии хлороформом на 

1, 3, 6 и 9 сутки и после полного заживления раны у опытной крысы (20 сутки). 
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Сразу после эвтаназии для оценки динамики заживления модельных дефектов 

производилась планиметрия ран и забирались образцы тканей – биопсия вместе 

с модельной раной и окружающими ее тканями. Образцы хранились в 4% 

растворе формальдегида, и по завершению эксперимента был проведен 

гистологический анализ тканей. 

 

 
 

  

 

 

 

 

 

2.8. Планиметрия 
 

 Планиметрические исследования по динамике заживления модельных ран 

проводили по методу Поповой Л.Н. [58]. В ходе выведения опытных крыс из 

эксперимента обводили контур каждой модельной раны на пленке. После 

завершения эксперимента in vivo из этой пленки по данным контурам делались 

вырезки; также из этой же пленки вырезали квадрат с длиной стороны 10 мм, 

относительно которого и высчитывалась площадь модельных ран у крыс. Все 

образцы взвешивали на аналитических весах (OHAUS, США), а затем с 

использованием полученных данных по весу высчитывали площадь каждого 

образца с помощью составления пропорции. 

2.9. Гистологический анализ 
 

 После фиксации образцов ткани в 4% растворе формальдегида образцы 

промывали под проточной водой в течение двух часов и высушивали на 

фильтровальной бумаге. Затем образцы подвергали обезвоживанию с 

использованием 70%, 80% и 96% растворов этанола. В каждом из растворов 

образцы находились по 24 часа. В 96% этаноле образцы обезвоживали трижды 

– каждый раз по 24 часа, и каждые сутки этанол меняли на новый. После 

обезвоживания проводили заливку образцов в парафин (Sigmа- Aldrich, США). 

Сперва из обезвоженного материала удаляли спирт путем обработки образцов 

промежуточной средой –  смесью спирта и ксилола (1:1) в течение двух часов. 

Рисунок 4. 

Выстриженное место 

для нанесения 

модельной раны на 

спине опытного 

животного 

Рисунок 5. 

Модельная рана на 

спине опытного 

животного 

Рисунок 6. 

Наложение швов 

для закрепления 

волокна из П3ГБ на 

модельной ране 
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После этого образцы перемещали в чистый ксилол на три часа, каждый час 

ксилол меняли на новый. После этого образцы помещали в раствор парафина в 

ксилоле (1:1) на 24 часа и держали в термостате при 58
о
С. И только затем 

образцы помещали в парафин и в течение трех часов держали в термостате при 

58
о
С, меняя парафин каждый час на новый. По окончании всех манипуляций 

осуществлялась непосредственная заливка образов парафином. Сперва образцы 

помещали в специальные кассеты, затем заливали парафином и давали 

парафину затвердеть [59]. 

 Предметные и покровные стекла для гистологического анализа 

подготавливали следующим образом. Отобранные стекла тщательно 

промывали в мыльном растворе, а затем помещали в 96% этанол для 

обезжиривания. По истечению часа стекла высушивали на фильтровальной 

бумаге, а затем в стерильных условиях ламинара на каждое предметное стекло 

наносили 15% раствор L-лизина (Sigma-Aldrich, США), чтобы повысить 

адгезивные свойства стекол [59]. 

 После предварительной подготовки стекол и затвердевания парафина 

переходили непосредственно к изготовлению срезов. Для этого использовали 

микротом с ручным приводом Leica RM2235 (Leica, Германия). Срезы с ножа 

собирались в деионизированную воду, подогретую на водяной бане Leica HI 

1210 (Leica, Германия) до 40
о
С, чтобы срезы расправились, а затем срезы 

вылавливали на предметные стекла и помещали на ночь в термостат при 37
о
С 

[59]. 

 Перед окрашиванием срезов удаляли парафин в ходе депарафинирования 

и регидратации. Для депарафинирования последовательно использовали ксилол 

и промежуточный раствор ксилола и 96% этанола в равном отношении, для 

регидтратации последовательно использовали 96%, 80% и 70% растворы 

этанола. Жидкости находились в высоких цилиндрических стаканах с 

притертыми крышками, депарафинирование и регидратация проводились под 

вытяжкой. В каждом из растворов образцы выдерживались по 3 минуты. После 

70% этанола образцы переносили в деионизированную воду на 5 минут [59]. 

  Для окрашивания срезов использовали гематоксилин Эрлиха и эозин. 

Окрашивание происходило согласно протоколу: после удаления парафина и 

регидратации срезы окрашивали в гематоксилине Эрлиха в течение 1-2 минут, 

затем промывали срезы в дистиллированной воде также 1-2 минуты. 

Следующим шагом было помещение срезов в подсиняющий раствор на 1 

минуту. Подсиняющий раствор готовили так: в 100 мл дистиллированной воды 

добавляли 1 каплю 10% раствора аммиака. После этого срезы помещали в 

дистиллированную воду и промывали в течение 5 минут. Дальше срезы 

помещали в водный раствор эозина на 2 минуты и быстро промывали в 

дистиллированной воде. Далее производили дегидратацию срезов с 

использованием спирта восходящей крепости – 70%, 80%. 96% этанолах и 

смеси этанола и ксилола в отношении 1:1. Выдерживали по 2 минуты. Затем 

срезы просветляли в двух порциях орто-ксилола в течение 2 минут. После всех 

манипуляций срезы заключали в канадский бальзам и микроскопировали [59].  
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2.10. Статистическая обработка полученных результатов 
 

 Статистическую обработку результатов проводили с использованием 

стандартного пакета программ Microsoft Excel общепринятыми методами. Для 

получения данных рассчитывали среднее арифметическое, среднеквадратичное 

отклонение, ошибку средней арифметической. Достоверность отличия средних 

значений проверяли по U-критерию Манна-Уитни (уровень значимости 0,05). 
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ГЛАВА III. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

3.1.  Оценка биосовместимости полученного клеточного матрикса in vitro.  
 

 Исследованный клеточный матрикс показал хорошую биосовместимость 

in vitro. Согласно результатам МТТ-теста, нетканое волокно из П3ГБ, как само 

по себе, так и с нанесением коллагенового геля на его поверхность, обладает 

хорошими адгезивными свойствами, поддерживает жизнеспособность обоих 

типов клеток, цитотоксические свойства матрикса не выявлены. По 

перечисленным свойствам оба типа матриксов превосходят полистирол 

культурального планшета. На волокне с коллагеновым гелем клетки 

пролиферируют значительно лучше. Это обусловлено тем, что внесение 

коллагенового геля на поверхность волокна способствовало улучшению 

гидрофильности поверхности всего матрикса, что, в свою очередь, благотворно 

повлияло на его адгезивные и пролиферативные свойства. По результатам 

экспериментов in vitro можно заключить следующее – трехмерный матрикс, 

состоящий из нетканого волокна и коллагенового геля не обладает 

цитотоксическими свойствами, клетки на нем активно пролиферируют. 

Выявлено, что численность клеток на таком матриксе превосходила 

численность клеток, рассеянных на волокно без коллагенового геля. Также 

было показано, что ММСК костного мозга крысы являются наиболее 

перспективными клетками для использования в дальнейшем эксперименте in 

vivo, так как их адгезивные и пролиферативные способности превосходят 

таковые у фибробластов дермы крысы. 

 

[Изъято 8 страниц] 
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ВЫВОДЫ 

По результатам проделанной работы можно сделать следующие выводы: 

1. Выделен коллаген I типа из сухожилий хвостов крыс и получен 

коллагеновый гель на его основе. 

2. Выделены ММСК костного мозга белых крыс линии «Вистар». Их 

последующее культивирование показало высокую способность к 

адгезии и пролиферации у данных клеток на полистироле 

культуральной посуды. 

3. Согласно результатам, полученным в эксперименте in vitro, матрикс 

характеризуется положительной биосовместимостью, 

обусловленной адгезией и пролиферацией клеток на его 

поверхности, и не проявляет цитотоксичных свойств. Выявлено, 

что на матриксе с добавлением коллагенового геля клетки активнее 

пролиферируют, чем без него, а также показано, что ММСК 

костного мозга крысы являются более эффективными и 

перспективными для их дальнейшего использования в качестве 

одного из компонентов раневого покрытия, чем фибробласты 

дермы крысы.  

4. Сконструировано трехмерное тканеинженерное раневое покрытие 

на основе ультратонкого нетканого волокна из П3ГБ, коллагенового 

геля из коллагена I типа, выделенного из сухожилий хвостов крыс, 

и ММСК костного мозга крысы. 

5. По результатам эксперимента по восстановлению кожных покровов 

in vivo с использованием белых крыс линии «Вистар» отмечается 

положительная динамика заживления ран у опытной группы 

животных при использовании сконструированного 

тканеинженерного раневого покрытия. При его использовании 

длительность воспалительных процессов снизилась, ускорились 

процессы эпителизации раны и образования новых 

функционирующих волосяных фолликулов.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 В ходе проведенной работы были изучены и отработаны методы 

выделения и культивирования клеток разных типов, методы получения 

коллагена I типа из сухожилий хвостов крыс, методы получения коллагенового 

геля, методы проведения МТТ-теста, методы окрашивания флуоресцентными 

красителями, методы планиметрии и гистологического анализа. Кроме того, 

была исследована цитотоксичность полимерного нетканого волокна и 

коллагенового геля в культуре ММСК костного мозга крысы и культуре 

фибробластов дермы крысы. Было получено раневое покрытие, 

представляющее собой трехмерный матрикс, состоящий из нетканого волокна и 

нанесенного на его поверхность коллагенового геля, и ММСК костного мозга 

крысы, и была показана эффективность его использования. Для выявления 

эффективности сконструированного раневого покрытия был проведен 

эксперимент по восстановлению модельных кожных дефектов у белых крыс 

линии «Вистар». В конце работы были сделаны все необходимые выводы. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 В настоящей работе приняты следующие сокращения: 

3ГБ – 3-гидроксибутират 

3ГВ – 3-гидроксивалерат 

4ГБ – 4-гидросибутират 

ДЭ – дермальный эквивалент 

ММСК –  мультипотентные мезенхимные стволовые клетки 

П3ГБ – поли-3-гидроксибутират 

П4ГБ – поли-4-гидроксибутират 

ПАВ – поверхностно активное вещество 

ПГА – полигидроксиалканоаты 

ПГВ – поли-3-гидроксивалерат 

ПГГ – поли-3-гидроксигексоноат 

ПГН – поли-3-гидроксинонаноат 

ПГО – поли-3-гидроксиоктаноат 

FDA – Food and Drug Administation – Управление по санитарному надзору 

за качеством пищевых продуктов и медикаментов в США 

  mslPHA – medium chain length PHA 

  sclPHA – short chain length PHA 
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