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EVALUATION OF CYTOTOXICITY OF COLLAGEN-CONTAINING  
GELS ON EXPERIMENTAL SAMPLES OF BIOMATERIALS
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Проведена оценка цитотоксичности, пролиферативной активности и динамики численности клеточных культур 
при использовании опытных образцов геля из перикарда крупного рогатого скота и подслизистой тонкого кишечни-
ка свиньи. Образцы не обладают цитотоксичностью, не препятствуют митотической активности и приросту количе-
ства мезенхимальных стромальных клеток костного мозга человека. Полученные данные дают основание проводить 
исследования эффективности и безопасности изделий в экспериментах in vivo на лабораторных животных.

Ключевые слова: коллагеновый гель, внеклеточный матрикс, имплантация

Cytotoxicity, proliferative activity and the dynamics of the number of cell cultures were evaluated using experimental 
gel samples from the pericardium of cattle and the submucosa of the small intestine of pigs. The samples do not have cyto-
toxicity, do not interfere with mitotic activity and the increase in the number of human bone marrow mesenchymal stromal 
cells. The obtained data provide a basis for conducting in vivo studies of the products effectiveness and safety on laboratory 
animals.
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ВКМ	–	внеклеточный матрикс
КРС	–	крупный рогатый скот

МСК-КМ	–	мезенхимальные стромальные клетки костного 	
	 	 мозга человека

ПТК	 –	подслизистая тонкого кишечника 
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Согласно современным представлениям, кол-
лаген является важнейшим компонентом 
экстрацеллюлярного (внеклеточного) ма-

трикса (ВКМ), который играет важнейшую роль в 
обеспечении механической прочности, упругости 
соединительных тканей, а также поддерживает 
рост и дифференцировку клеток [1, 2]. Активное 
развитие различных направлений регенерации 
костно-хрящевой ткани способствовало появле-
нию новых коллагеновых продуктов, среди кото-
рых особое место занимают гидрогели [3]. 

Возможным источником сырья для изготовле-
ния ВКМ являются перикард крупного рогатого ско-
та (КРС) и подслизистая тонкого кишечника (ПТК) 
свиньи. Оба материала являются соединительной 
тканью и состоят в основном из коллагена, однако 
имеют отличное друг от друга строение и биохими-
ческий состав. Перикард обладает более утолщённой 
структурой, нежели подслизистая, и дольше замеща-
ется тканями реципиента. Изделия из них обладают 
высокой степенью биосовместимости и предрас-
положенности к адгезии, пролиферации, миграции 
и связыванию клеток. В сухом виде ВКМ имеет вид 
порошкообразного вещества, способного впитывать 
и удерживать влагу, масса которой в 20 раз больше 
массы исходного материала, что позволяет придать 
гелю нужное консистентное состояние. 

Цель исследования  – изучение цитотоксично-
сти экспериментальных образцов биоматериалов с 
оценкой пролиферативной активности клеток, куль-
тивируемых на образцах биоматериалов in vitro. 

Материал и методы. Объектами исследования 
явились следующие материалы для направленной 
тканевой регенерации: 1-й опытный образец – ВКМ-
гель из перикарда КРС; 2-й опытный образец – ВКМ-
гель из ПТК свиньи. Контролем служила чистая посу-
да из культурального пластика.

По результатам тестов оценивалась цитотоксич-
ность материалов по параметрам: жизнеспособно-
сти, пролиферативной активности клеточных культур 
через 24 часа и 96 часов после начала культивирова-
ния клеток на экспериментальных образцах, а также 
динамики их численности каждые 24 часа в течение 
недели с помощью методик, ранее описанных при 
проведении исследования с бесклеточными много-
слойными лиофилизированными мембранами [4].

В работе использовали мезенхимальные стро-
мальные клетки костного мозга человека (МСК-КМ). 
Клетки культивировали в среде «alfa MEM» (Sigma-Al-
drich, США) с 10  % эмбриональной телячьей сыво-
роткой (Gibco, США), 40 мкг/мл сульфата гентамици-
на (Sigma-Aldrich, США), при 37 °С и 5 % СО2. Смену 
питательной среды осуществляли каждые 2–3  дня. 
Клетки культивировали до достижения 70–80 % кон-
флюента. В экспериментах использовали клетки 
1–4 пассажей. 

Результаты и обсуждение. Анализ жизнеспо-
собности (определение количества живых и погиб-
ших клеток) с использованием проточного цитоме-
тра «Accuri C6» (BD Bioscience, USA), окрашивания 
флуоресцентными красителями кальцеином АМ и 
йодидом пропидия (Sigma-Aldrich, США) показал, что 
количество погибших клеток на опытных образцах 
достоверно не отличалось от количества погибших 
клеток при культивировании на культуральной посуде 
(спонтанная клеточная гибель). Через 24 часа культи-
вирования доля погибших клеток составила 2 %, 4 % 
и 6 % в контроле, при использовании перикарда КРС 
и ПТК свиньи соответственно. Через 96 часов таких 
клеток было соответственно 2 %, 1 % и 1 %. Получен-

ные данные свидетельствуют об отсутствии негатив-
ного влияния исследуемых материалов на жизнеспо-
собность МСК-КМ.

При определении митотической активности кле-
ток с использованием прижизненного окрашива-
ния флуоресцентным ядерным красителем «Hoechst 
33342» (Sigma-Aldrich, США) митотические клетки 
выявляли по распределению хроматина, характер-
ному для профазы, метафазы, анафазы и телофазы 
с помощью флуоресцентного микроскопа «DM 6000» 
(Leica, Германия). Для анализа подсчитывали не ме-
нее 500 клеток. Митотический индекс (MI) вычисляли 
по формуле MI=(P+M+A+T)/N×100 %, где (P+M+A+T) – 
сумма клеток, находящихся на стадии профазы, ме-
тафазы, анафазы и телофазы, N – общее число про-
анализированных клеток. Митотическая активность 
МСК-КМ, культивируемых на опытных образцах, 
практически не отличалась от контрольных значений: 
MI через 24 часа роста клеточной культуры в контроле 
составил 5,2, для перикарда КРС и ПТК свиньи – 4,0 и 
4,1 соответственно. Через 96 часов MI составил 2,4, 
2,0 и 2,16, что свидетельствует об отсутствии значи-
мого влияния исследуемых ВКМ-гелей на пролифе-
рацию клеток. 

При оценке динамики численности клеток, куль-
тивируемых на образцах, и подсчете их числа с 
помощью автоматического счетчика «Countess» 
(Invitrogen, США) после открепления с помощью кок-
тейля «Accutase» (Sigma-Aldrich, США) и окрашивания 
0,4 % раствором трипанового синего была показана 
более низкая, в сравнении с контролем, численность 
МСК-КМ, культивированных на опытных образцах 
ВКМ-гелей. Тем не менее log-фаза роста культуры 
была однотипной во всех группах и завершалась к 
96  часам культивирования. Число клеток на четвёр-
тые сутки составило 6,4х104/см2 в контроле, 3,8х104/
см2 при культивировании на ВКМ-геле из перикарда 
КРС и 3,9х104/см2 – из ПТК свиньи. С учётом описан-
ного выше отсутствия влияния гелей на жизнеспо-
собность и митотическую активность клеток можно 
предположить, что уменьшение числа МСК-КМ свя-
зано не с негативным эффектом экспериментально-
го материала, но с более высокой адгезией клеток 
к нему в сравнении с культуральным пластиком, что 
затруднило открепление клеток с поверхности иссле-
дуемых образцов.

Заключение. По результатам исследования по-
казано, что опытные образцы геля из перикарда КРС 
и ПТК свиньи не обладают цитотоксичностью  – не 
влияют на жизнеспособность, не препятствуют мито-
тической активности и приросту количества МСК-КМ. 
Полученные данные дают основание проводить ис-
следования эффективности и безопасности изделий 
в экспериментах in vivo на лабораторных животных. 

Финансирование. Научно-исследовательская ра- 
бота выполнена в рамках Государственного задания 
Министерства здравоохранения Российской Фе-
дерации на научные исследования и разработки по 
теме «Разработка материала на основе внеклеточ-
ного коллагенового матрикса, содержащего экзо-
сомы, для индукции процессов регенерации кост-
но-хрящевых структур млекопитающих», НИОКТР 
№ 121031700342-8.

Информированное согласие. Клетки костного 
мозга были получены путем пункционной аспирации 
в ходе стернальной пункции от здоровых доноров с их 
добровольного согласия. Забор проводился в МОНИ-
КИ им. М. Ф. Владимирского. 

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов. 
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ КОНФОКАЛЬНОЙ МИКРОСКОПИИ РОГОВИЦЫ 
ГЛАЗА КАК РАННЕГО МАРКЕРА СЕНСОРНОЙ НЕЙРОПАТИИ  
У БОЛЬНЫХ С МЕТАБОЛИЧЕСКИМ СИНДРОМОМ
В. Г.  Осепьянц 1, С. М.  Карпов 2, Г. А. Санеева 2, Н. Л. Чередниченко 2
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USE OF CONFOCAL MICROSCOPY OF THE CORNEA  
AS AN EARLY MARKER OF SENSORY NEUROPATHY  
IN PATIENTS WITH METABOLIC SYNDROME
Osepyants V. G. 1, Karpov S. M. 2, Saneeva G. A. 2, Cherednichenko N. L. 2
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С использованием конфокальной микроскопии роговицы глаза (КМРГ) исследована распространенность дис-
тальной полинейропатии и проведена оценка связи между выраженностью ее проявлений и степенью нарушения 
углеводного обмена у 41 пациента с ожирением, преддиабетическими дисгликемиями и сахарным диабетом (СД) 
2  типа. Достоверно часто установлены отклонения от нормы коэффициентов анизометропии и асимметрии, пря-
мо коррелирующие с показателями гликемии. Сопоставимые значения коэффициента асимметрии у больных с СД 
2 типа и преддиабетом позволяют рассматривать его в качестве предиктора возникновения или раннего маркера 
дисметаболической полинейропатии.

Ключевые слова: нейропатия, метаболический синдром, конфокальная микроскопия роговицы глаза


