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Ñòàáèëüíîñòü ãåëåé íà îñíîâå êîëëàãåíà I òèïà è ãèàëóðîíîâîé êèñëîòû

Ðàçðàáîòêà áèîìàòåðèàëîâ äëÿ ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ãèàëóðîíîâîé êèñëîòû
(ÃÊ) îñëîæíÿåòñÿ ëåãêîé ðàñòâîðèìîñòüþ ÃÊ â âîäíûõ ðàñòâîðàõ. Ýòî âëå÷åò çà ñîáîé íèçêóþ óñòîé÷è-
âîñòü ñêàôôîëäîâ íà åå îñíîâå è ïîèñê ñøèâîê, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ ìîæíî åå ïîâûñèòü. Â íàñòîÿùåé
ðàáîòå èçó÷åíà ñïîñîáíîñòü ôèáðîíåêòèíà è ôèáðîáëàñòîâ êîæè ÷åëîâåêà ñòàáèëèçèðîâàòü ãåëè, ñîñòî-
ÿùèå èç êîëëàãåíà I òèïà è íàòèâíîé âûñîêîìîëåêóëÿðíîé ÃÊ. Ñòàáèëüíîñòü ãåëåé îöåíèâàëè ïî ñòåïå-
íè äèôôóçèè ÃÊ èç ãåëåé â áóôåðíûå ðàñòâîðû. Êðîìå òîãî, àíàëèçèðîâàëè óñòîé÷èâîñòü ÃÊ è ÃÊ-ñî-
äåðæàùèõ ãåëåé ê äåéñòâèþ ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (FSC) è ïîêàçàëè, ÷òî ãèàëóðîíèäàçà
ñûâîðîòêè íå ðàçðóøàåò ÃÊ â óñëîâèÿõ ýêñïåðèìåíòà. Ïîêàçàíî, ÷òî ÃÊ äèôôóíäèðóåò â áóôåðíûé ðàñ-
òâîð èç êîëëàãåíîâîãî ãåëÿ â òå÷åíèå 1—3 ñóò. Èíêóáàöèÿ â ïèòàòåëüíîé ñðåäå ãåëåé íà îñíîâå êîëëàãå-
íà è ÃÊ, ñîäåðæàùèõ ôèáðîíåêòèí èëè ôèáðîáëàñòû, íå ïðèâîäèò ê ñîõðàíåíèþ áoëüøåãî êîëè÷åñòâà
ÃÊ â òàêèõ ãåëÿõ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûì ãåëåì áåç äîáàâîê. Îäíàêî ãåëè, ñîäåðæàùèå îäíîâðå-
ìåííî è ôèáðîíåêòèí, è ôèáðîáëàñòû, ïîñëå èíêóáàöèè â ïèòàòåëüíîé ñðåäå ñîõðàíÿþò áîëüøå ÃÊ (ïî
îöåíêå ñ ïîìîùüþ îêðàñêè àëüöèàíîâûì ñèíèì). Êðîìå òîãî, ñ ïîìîùüþ àãàðîçíîãî ýëåêòðîôîðåçà ïî-
êàçàíî, ÷òî ñðåäû, êîíäèöèîíèðîâàííûå ôèáðîáëàñòàìè, çàêëþ÷åííûìè â êîëëàãåíîâûé ãåëü ñ ÃÊ è
ôèáðîíåêòèíîì, ñîäåðæàò ÃÊ, îòëè÷àþùóþñÿ îò èñõîäíî âíåñåííîé â ãåëü íàëè÷èåì äîïîëíèòåëüíîé
áîëåå âûñîêîìîëåêóëÿðíîé ôðàêöèè. Ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî êîëëàãåíîâûå ãåëè, ñîäåðæàùèå ÃÊ, íå-
ñòàáèëüíû â áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ, îäíàêî ôèáðîáëàñòû êîæè ÷åëîâåêà, âíåñåííûå â ãåëü âìåñòå ñ ôèá-
ðîíåêòèíîì, ñèíòåçèðóþò ïîâûøåííîå êîëè÷åñòâî ÃÊ è îò÷àñòè âîñïîëíÿþò óáûëü ÃÊ èç ãåëÿ â ðåçóëü-
òàòå åå äèôôóçèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òêàíåâàÿ èíæåíåðèÿ, ñêàôôîëä, êîëëàãåí I òèïà, ãèàëóðîíîâàÿ êèñëîòà, ôèá-
ðîíåêòèí, ôèáðîáëàñòû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÂÊÌ — âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, ÃÊ — ãèàëóðîíîâàÿ êèñëîòà, ñìåñü
ÔÑÓ — ñìåñü ôîðìàëèíà, ñïèðòà è óêñóñíîé êèñëîòû, ÏÔÀ — ïàðàôîðìàëüäåãèä, FCS — ýìáðèîíàëü-
íàÿ òåëÿ÷üÿ ñûâîðîòêà, PBS — ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåðíûé ðàñòâîð.

Íà áàçå Îòäåëà êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòî-
ëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) ðàçðàáîòàíû ýêâèâàëåíòû
êîæè ÷åëîâåêà íà îñíîâå êîëëàãåíà I òèïà èç ñóõîæèëèé
êðûñèíûõ õâîñòîâ, êîòîðûå èñïîëüçóþòñÿ äëÿ ëå÷åíèÿ
îæîãîâûõ ðàí è òðîôè÷åñêèõ ÿçâ (Þäèíöåâà è äð., 1999;
Àíäðååâ è äð., 2013). Ìîäèôèêàöèÿ òàêèõ ãåëåé ñ ïîìî-
ùüþ ãèàëóðîíîâîé êèñëîòû (ÃÊ) ïîçâîëèëà áû óëó÷øèòü
èõ ýôôåêòèâíîñòü â îòíîøåíèè ñêîðîñòè çàæèâëåíèÿ ðàí
è ñíèçèòü ðèñê îáðàçîâàíèÿ ïàòîëîãè÷åñêèõ ðóáöîâ.

ÃÊ — ýòî íåîòúåìëåìûé êîìïîíåíò âíåêëåòî÷íîãî
ìàòðèêñà ëþáîé òêàíè (Evanko et al., 2007; Dicker et al.,
2014). Ìîëåêóëû ÃÊ ñîñòîÿò èç ïîâòîðÿþùèõñÿ äèñàõà-
ðèäíûõ çâåíüåâ N-àöåòèë-D-ãëþêîçàìèíà è D-ãëþêóðî-
íîâîé êèñëîòû. ÃÊ óäåðæèâàåò âëàãó â òêàíè, ïðèäàåò åé
óïðóãîñòü, îáëàäàåò àíòèàäãåçèâíûìè ñâîéñòâàìè, ñòè-
ìóëèðóåò ïðîëèôåðàöèþ è ìèãðàöèþ êëåòîê (Docherty
et al., 1989; Evanko et al., 1999, 2007; D’Agostino et al.,
2015). Ðàáîòû ïî èññëåäîâàíèþ ðîëè ÃÊ â ðåãåíåðàöèè
òêàíè âåäóòñÿ äàâíî, è èíòåðåñ ê ýòîé òåìå íå óãàñàåò
(Iocono et al., 1998; Hu et al., 2003; Tang et al., 2008; Aya,
Stern, 2014). Äîêàçàíî, ÷òî ÃÊ ñïîñîáñòâóåò çàìåäëåíèþ

ðàçâèòèÿ àðòðîçà (Tang et al., 2008). Â ýêñïåðèìåíòàõ íà
ìûøàõ ïîêàçàíà ýôôåêòèâíîñòü ÃÊ â ëå÷åíèè êîæíûõ
ðàí: íèòè ñøèòîé ÃÊ çíà÷èòåëüíî óñêîðÿþò çàæèâëåíèå
ðàíû, îñëàáëÿþò ôèáðîç â îáëàñòè ïîâðåæäåíèÿ (Hu
et al., 2003). Ïîêàçàíî, ÷òî ÃÊ âëèÿåò íà ôèáðèëëîãåíåç
êîëëàãåíà êàê in vivo, òàê è in vitro, ÷òî ìîæåò áûòü âàæíî
â êîíòåêñòå áåçðóáöîâîãî çàæèâëåíèÿ ðàí. Òàê, ïðè ââå-
äåíèè ÃÊ â ðàíó îáðàçóåòñÿ òîíêàÿ êðóæåâîïîäîáíàÿ
ñòðóêòóðà êîëëàãåíîâûõ âîëîêîí âìåñòî òîëñòûõ êîëëà-
ãåíîâûõ ïó÷êîâ, êîòîðûå îáðàçóþòñÿ â ïðèñóòñòâèè ãèà-
ëóðîíèäàçû, ðàñùåïëÿþùåé ÃÊ (Iocono et al., 1998). Â ýê-
ñïåðèìåíòàõ in vitro (Docherty et al., 1989) ïîêàçàíî, ÷òî
êîëëàãåíîâûå ãåëè, ñîäåðæàùèå ÃÊ, ñîñòîÿò èç áîëåå
óïîðÿäî÷åííûõ ôèáðèëë ïî ñðàâíåíèþ ñ ãåëÿìè áåç ÃÊ,
ïðè ýòîì ìèãðàöèÿ ôèáðîáëàñòîâ â òàêèå ãåëè çíà÷èòåëü-
íî ïîâûøàåòñÿ.

Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàíèå ÃÊ â ðåãåíåðàòèâíîé
ìåäèöèíå èìååò áîëüøîé ïîòåíöèàë, â ÷àñòíîñòè ïðè ñî-
÷åòàíèè ñ êîëëàãåíîì (Kreger, Voytik-Harbin, 2009; Van
der Smissen et al., 2011; Hempel et al., 2012; Mathews et al.,
2014, 2015). Ñêàôôîëä, ïîëó÷åííûé èç êîëëàãåíà I òèïà â
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ðåçóëüòàòå ïåðåâîäà êèñëîãî ðàñòâîðà ýòîãî áåëêà â íåé-
òðàëüíûé ðàñòâîð ñ ôèçèîëîãè÷åñêîé èîííîé ñèëîé,
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îòíîñèòåëüíî ñòàáèëüíûé ãåëü, êîòî-
ðûé òåðÿåò íåçíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî êîëëàãåíà ïðè èí-
êóáàöèè òàêèõ ãåëåé â ðàñòâîðå PBS (Hempel et al., 2012).
Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ÃÊ õîðîøî ðàñòâîðèìà â âîäå è, ñëå-
äîâàòåëüíî, ìîæåò äèôôóíäèðîâàòü èç êîëëàãåíîâîãî
ãåëÿ êàê â ïðîöåññå èíêóáàöèè ãåëåé â áóôåðíûõ ðàñòâî-
ðàõ, òàê è íåïîñðåäñòâåííî â ðàíå. Ìîæíî óäåðæàòü ÃÊ â
ñîñòàâå êîëëàãåíîâîãî ãåëÿ ñ ïîìîùüþ êîâàëåíòíîé
ñøèâêè, îäíàêî òàêèå ñøèâêè çà÷àñòóþ îêàçûâàþòñÿ
òîêñè÷íûìè äëÿ êëåòîê (Ibusuki et al., 2007; Yang et al.,
2014). Êðîìå òîãî, áèîäîñòóïíîñòü õèìè÷åñêè ñøèòîé è
íàòèâíîé ÃÊ ìîæåò ðàçëè÷àòüñÿ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè âîçìîæíîñòü óäåð-
æàòü ÃÊ â ãåëå íå çà ñ÷åò êîâàëåíòíûõ ñøèâîê, à ñ ïî-
ìîùüþ ñïåöèôè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ÃÊ ñ áåëêàìè.
Òàê, íàïðèìåð, èçâåñòíî, ÷òî ÃÊ âçàèìîäåéñòâóåò ñ ãåïà-
ðèí- è ôèáðèíñâÿçûâàþùèì äîìåíîì íà N-êîíöåâîì
ó÷àñòêå ôèáðîíåêòèíà (Nakamura et al., 1994). Ñ äðóãîé
ñòîðîíû, ôèáðîíåêòèí — êàê ïëàçìåííûé, òàê è êëåòî÷-
íûé — ñâÿçûâàåòñÿ ñ êîëëàãåíîì I òèïà (Engvall, Ruoslah-
ti, 1977). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ôèáðîíåêòèí áóäåò
ñëóæèòü ëèíêåðîì ìåæäó ÃÊ è êîëëàãåíîì è ñìîæåò ñòà-
áèëèçèðîâàòü ãåëü, ñîäåðæàùèé ýòè êîìïîíåíòû ÂÊÌ.
Ôèáðîáëàñòû êîæè ÷åëîâåêà âçàèìîäåéñòâóþò ñ ÃÊ ïî-
ñðåäñòâîì ðåöåïòîðîâ CD44 è RHAMM (Croce et al.,
2003; Tolg et al., 2006; Dicker et al., 2014), áëàãîäàðÿ êîòî-
ðûì ýòè êëåòêè òåîðåòè÷åñêè ìîãëè áû ñâÿçàòü è óäåð-
æàòü ÃÊ â êîëëàãåíîâîì ãåëå.

Òàêèì îáðàçîì, öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — èçó÷èòü
ýôôåêòèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ôèáðîíåêòèíà è ôèáðî-
áëàñòîâ êîæè ÷åëîâåêà äëÿ ñòàáèëèçàöèè ÃÊ-ñîäåðæàùèõ
êîëëàãåíîâûõ ãåëåé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ð à á î ò å è ñ ï î ë ü ç î â à ë è êîëëàãåí I òèïà, âûäå-
ëåííûé èç ñóõîæèëèé êðûñèíûõ õâîñòîâ (Chandrakasan
et al., 1967); ôèáðîíåêòèí, âûäåëåííûé èç ïëàçìû êðîâè
÷åëîâåêà (Ruoslahti et al., 1982); íàòðèåâóþ ñîëü ãèàëóðî-
íîâîé êèñëîòû áàêòåðèé Streptococcus equi ñ ìîë. ìàññîé
(1.5—1.8)�106 Äà (Fluka, 53747, ×åõèÿ); ýìáðèîíàëüíóþ
òåëÿ÷üþ ñûâîðîòêó (FCS), êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó DMEM,
ðàñòâîðû òðèïñèíà è ÝÄÒÀ, ðàñòâîð PBS (Áèîëîò, Ðîñ-
ñèÿ); ôëàêîíû äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ (Sarstedt, Ãåðìàíèÿ);
ãèàëóðîíèäàçó ñåìåííîé æèäêîñòè, ãèàëóðîíèäàçó áàêòå-
ðèé Streptomyces hyalurolyticus, ÏÔÀ, Stains-All è àëüöèà-
íîâûé ñèíèé (Sigma-Aldrich, ÑØÀ).

Ô è á ð î á ë à ñ ò û äåðìû ÷åëîâåêà áûëè ëþáåçíî ïðå-
äîñòàâëåíû ñîòðóäíèêîì Ëàáîðàòîðèè áèîëîãèè êëåòêè â
êóëüòóðå Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ Í. Ì. Þäèíöåâîé.
Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â ñðåäå DMEM, ñîäåð-
æàùåé 10 % FCS, âî ôëàêîíàõ ïëîùàäüþ 75 ñì2 â àòìî-
ñôåðå 5 % ÑÎ2.

Î á ù à ÿ ñ õ å ì à è ç ó ÷ å í è ÿ ñ ò à á è ë ü í î ñ ò è ã å -
ë å é í à î ñ í î â å ê î ë ë à ã å í à è Ã Ê. Ðàñòâîðû 10-êðàò-
íîãî PBS, 1 Ì NaOH, 5 ìã/ìë êîëëàãåíà â 0.0017 Ì
ÑÍ3ÑÎÎÍ è 5 ìã/ìë ÃÊ â PBS ïîñëåäîâàòåëüíî ñìåøèâà-
ëè íà ëüäó, ñ òåì ÷òîáû ïîëó÷èòü íåéòðàëüíûé ðàñòâîð
äëÿ ïîëèìåðèçàöèè, ñîäåðæàùèé 2 ìã/ìë êîëëàãåíà è 1
èëè 2 ìã/ìë ÃÊ. Êðîìå òîãî, â ðÿäå ñëó÷àåâ ê óêàçàííûì
ðàñòâîðàì äîáàâëÿëè ôèáðîíåêòèí è äåðìàëüíûå ôèá-
ðîáëàñòû. Ãîòîâûå äëÿ ïîëèìåðèçàöèè îõëàæäåííûå ðàñ-

òâîðû ïåðåíîñèëè â 48-ëóíî÷íûé (300 ìêë íà ëóíêó) èëè
96-ëóíî÷íûé (150 ìêë íà ëóíêó) ïëàíøåò, êîòîðûé âû-
äåðæèâàëè ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷. Ïîñëå ïîëèìåðèçàöèè
ãåëè ïåðåíîñèëè èç 48-ëóíî÷íîãî â 24-ëóíî÷íûé ïëàíøåò
è äîáàâëÿëè ðàñòâîð PBS; ê ãåëÿì â 96-ëóíî÷íîì ïëàí-
øåòå ïîñëå ïîëèìåðèçàöèè äîáàâëÿëè ðàñòâîð PBS èëè
êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó DMEM. ×åðåç íåñêîëüêî ñóòîê
ðàñòâîð èëè ñðåäó íàä ãåëÿìè ñîáèðàëè, à ãåëè ôèêñèðî-
âàëè 4%-íûì ðàñòâîðîì ÏÔÀ â òå÷åíèå 2 ÷ ñ ïîñëå-
äóþùåé îòìûâêîé îò ôèêñàòîðà. Ñîäåðæàíèå ÃÊ â ãåëÿõ
îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ îêðàñêè àëüöèàíîâûì ñèíèì, ñïå-
öèôè÷íûì â îòíîøåíèè êèñëûõ ïîëèñàõàðèäîâ, ñ ïîñëå-
äóþùèì àíàëèçîì îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè îêðàøåííûõ
ãåëåé. Àíàëèç ÃÊ, êîòîðàÿ äèôôóíäèðîâàëà èç ãåëåé â
ðàñòâîð èëè ñðåäó íàä ãåëÿìè, ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìî-
äèôèöèðîâàííîãî ïðîòîêîëà îïðåäåëåíèÿ óðîíîâûõ êèñ-
ëîò ïî Äèøå (Bitter, Muir, 1962) èëè ñ ïîìîùüþ àãàðîçíî-
ãî ýëåêòðîôîðåçà (Lee, Cowman, 1994).

Ä è ô ô ó ç è ÿ Ã Ê è ç ê î ë ë à ã å í î â û õ ã å ë å é. Êîë-
ëàãåíîâûå ãåëè îáúåìîì 300 ìêë, ñîäåðæàùèå ÃÊ, èíêó-
áèðîâàëè â PBS â òå÷åíèå 4 ñóò. ×åðåç 1 ÷, 1, 2, 3 è 4 ñóò
èç ðàñòâîðà íàä ãåëÿìè áðàëè ïðîáû ðàâíîãî îáúåìà äëÿ
àíàëèçà êîíöåíòðàöèè ÃÊ (Bitter, Muir, 1962). Äëÿ êàæäîé
âðåìåíí*îé òî÷êè ãîòîâèëè ïî íåñêîëüêî ãåëåé (â 2—3 ïî-
âòîðíîñòÿõ). Ïðîáû äëÿ àíàëèçà îòáèðàëè êàæäûé ðàç èç
íîâîé ëóíêè.

Êîëëàãåíîâûå ãåëè îáúåìîì 150 ìêë, ñîäåðæàùèå ÃÊ
è ôèáðîíåêòèí, èíêóáèðîâàëè â PBS â òå÷åíèå 2 ñóò, çà-
ìåíÿÿ ðàñòâîð PBS íà ñâåæèé ÷åðåç 1 ñóò. Çàòåì PBS óäà-
ëÿëè, à ñîäåðæàíèå ÃÊ â ãåëÿõ îöåíèâàëè ïî èíòåíñèâíî-
ñòè îêðàñêè ãåëåé àëüöèàíîâûì ñèíèì.

Ó ñ ò î é ÷ è â î ñ ò ü Ã Ê ê F C S. Ïðîáû îáúåìîì
12—16 ìêë, ñîäåðæàùèå 0.6—1.25 ìã/ìë ÃÊ, èíêóáèðî-
âàëè ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå ðàçíûõ ïðîìåæóòêîâ âðåìåíè â
ïðèñóòñòâèè FCS (â ïèòàòåëüíîé ñðåäå DMEM), ãèàëóðî-
íèäàçû áàêòåðèé Streptomyces hyalurolyticus (â áóôåðå
ÒÀÅ, ðÍ 7.6) èëè ãèàëóðîíèäàçû ñåìåííîé æèäêîñòè
(â áóôåðå ÒBS, ðÍ 7.4). Ôåðìåíòû èñïîëüçîâàëè â êà÷åñò-
âå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ ôåðìåíòàòèâíîãî ãèäðîëè-
çà. Ïðîáû, ñîäåðæàùèå ÃÊ, ïîñëå îáðàáîòêè ôåðìåíòàìè
èëè FCS àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â àãà-
ðîçíîì ãåëå.

Êîëëàãåíîâûå ãåëè îáúåìîì 150 ìêë, ñîäåðæàùèå
1 ìã/ìë ÃÊ, èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 3 ñóò â PBS èëè â
PBS ñ äîáàâëåíèåì 10 % FCS. Ñîäåðæàíèå ÃÊ, îñòàâøåé-
ñÿ â ãåëÿõ, îöåíèâàëè ïî èíòåíñèâíîñòè îêðàñêè ãåëåé
àëüöèàíîâûì ñèíèì.

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ä å ð ì à ë ü í û õ ô è á ð î á ë à -
ñ ò î â â ã å ë ÿ õ, ñ î ä å ð æ à ù è õ ê î ë ë à ã å í, Ã Ê è
ô è á ð î í å ê ò è í. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ãåëåé ñ êëåòêàìè
âìåñòî 10-êðàòíîãî PBS èñïîëüçîâàëè 10-êðàòíóþ ñðåäó
Ì199. Ñóñïåíçèþ äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ â ñðåäå
Ì199 âíîñèëè â ãîòîâûå äëÿ ïîëèìåðèçàöèè ðàñòâîðû,
òàê ÷òîáû êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê â ãåëå áûëà ðàâ-
íà 30 òûñ. êë./ìë. Áûëè ïðèãîòîâëåíû ãåëè îáúåìîì
150 ìêë íà îñíîâå 2 ìã/ìë êîëëàãåíà è ñîäåðæàùèå
1 ìã/ìë ÃÊ è 20 ìêã/ìë ôèáðîíåêòèíà. Ïîñëå ïîëèìåðè-
çàöèè ÷àñòü ãåëåé ôèêñèðîâàëè è îêðàøèâàëè, äðóãóþ
÷àñòü ãåëåé èíêóáèðîâàëè â 150 ìêë DMEM, ñîäåðæàùåé
èëè íå ñîäåðæàùåé 2 % FCS, â òå÷åíèå 4 ñóò. Çàòåì êîí-
äèöèîíèðîâàííûå ñðåäû íàä ãåëÿìè ñîáèðàëè, à ãåëè
îêðàøèâàëè. Êîíäèöèîíèðîâàííûå ñðåäû îáðàáàòûâàëè
ýòàíîëîì (â ñîîòíîøåíèè 1 : 3) íà õîëîäå â òå÷åíèå 1 ÷
äëÿ îñàæäåíèÿ ÃÊ, öåíòðèôóãèðîâàëè 30 ìèí ïðè
12 000 g è 4 °Ñ, îñàäîê ðàñòâîðÿëè â áóôåðå äëÿ ïðîá è
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ïðîâîäèëè àãàðîçíûé ýëåêòðîôîðåç. Äëÿ ñðàâíåíèÿ ÃÊ
êîíäèöèîíèðîâàííûõ ñðåä ñ èñõîäíîé ÃÊ íà îäíó èç äî-
ðîæåê àãàðîçíîãî ãåëÿ íàíîñèëè 40 ìêã ÃÊ, ìàòî÷íûé
ðàñòâîð êîòîðîé (5 ìã/ìë) èñïîëüçîâàëè äëÿ ïðèãîòîâëå-
íèÿ êîëëàãåíîâûõ ãåëåé.

Î ï ð å ä å ë å í è å ñ î ä å ð æ à í è ÿ Ã Ê â ê î ë ë à ã å -
í î â û õ ã å ë ÿ õ ñ ï î ì î ù ü þ à ë ü ö è à í î â î ã î ñ è í å -
ãî. Ïîñëå îòìûâêè îò ôèêñàòîðà ãåëè îêðàøèâàëè
0.25%-íûì àëüöèàíîâûì ñèíèì â 3%-íîé ëåäÿíîé óêñóñ-
íîé êèñëîòå â òå÷åíèå íî÷è ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
(Kreger, Voytik-Harbin, 2009). Ïîñëå îêðàñêè ãåëè îòìû-
âàëè 3%-íîé ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñëîòîé â òå÷åíèå íåñêî-
ëüêèõ ñóòîê íà øåéêåðå, ïåðèîäè÷åñêè ìåíÿÿ îòìûâî÷-
íûé ðàñòâîð, äî òåõ ïîð ïîêà êîíòðîëüíûå ãåëè, ñîäåðæà-
ùèå òîëüêî êîëëàãåí, íå ñòàíîâèëèñü áåñöâåòíûìè. Çàòåì
îòìûâî÷íûé ðàñòâîð óäàëÿëè è èçìåðÿëè îïòè÷åñêóþ
ïëîòíîñòü ãåëåé ïðè 570 íì.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç â à ã à ð î ç í î ì ã å ë å. Ê ðàñòâî-
ðàì, ñîäåðæàùèì ÃÊ, äîáàâëÿëè 6-êðàòíûé áóôåð äëÿ
ïðîá (Fermentas, R0611, Ëèòâà); îñàæäåííóþ ýòàíîëîì
ÃÊ ðàñòâîðÿëè â òîì æå áóôåðå, ðàçâåäåííîì â 6 ðàç.
Ýëåêòðîôîðåç ÃÊ ïðîâîäèëè ñîãëàñíî îïèñàííîìó ïðîòî-
êîëó (Lee, Cowman, 1994). Êîíöåíòðàöèÿ àãàðîçû â ãåëå
ñîñòàâëÿëà 0.5 %. Ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè â òå÷åíèå
íî÷è ïðè 25 ìÀ è 4 °Ñ. Çàòåì àãàðîçíûé ãåëü îêðàøèâàëè
àëüöèàíîâûì ñèíèì (0.5 % â 2%-íîé óêñóñíîé êèñëîòå â
òå÷åíèå 30 ìèí è îòìûâàëè 2%-íîé óêñóñíîé êèñëîòîé â
òå÷åíèå 1 ñóò) èëè Stains-All (0.005 % â 50%-íîì ýòàíîëå
â òå÷åíèå 6 ÷ è îòìûâàëè â òå÷åíèå 1 ñóò âîäîé).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç äàííûõ ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ ïðîãðàììû Excel 2010 (MS Corporation, ÑØÀ).
Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé è ñòàí-
äàðòíûõ îøèáîê ñðåäíèõ. Ñòàòèñòè÷åñêóþ äîñòîâåð-
íîñòü ðàçëè÷èé ìåæäó ïðîáàìè (îò 2 äî 5 â îäíîì ýêñïå-
ðèìåíòå) îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà.
Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè âåðîÿòíîñòè íóëå-
âîé ãèïîòåçû P < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Ñ ò à á è ë ü í î ñ ò ü ã å ë å é è ç ê î ë ë à ã å í à è Ã Ê â
P B S. Êîëëàãåíîâûå ãåëè, ñîäåðæàùèå ÃÊ â ôèçèîëîãè-
÷åñêîé êîíöåíòðàöèè (1—2 ìã/ìë), èíêóáèðîâàëè â PBS
ðàçíîãî îáúåìà â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ñóòîê, ìîäåëèðóÿ
òåì ñàìûì êîíòàêò òðàíñïëàíòàòà, ïðèãîòîâëåííîãî èç
òàêèõ ãåëåé, ñ ðàíåâîé æèäêîñòüþ â óñëîâèÿõ in vivo. Ìû
ïîêàçàëè, ÷òî ÃÊ äèôôóíäèðóåò èç êîëëàãåíîâûõ ãåëåé,
ïðè ýòîì ñêîðîñòü äèôôóçèè ðàñòåò ñ óâåëè÷åíèåì îáúå-
ìà ðàñòâîðà PBS (ðèñ. 1, à—â). Òàê, êîíöåíòðàöèÿ ÃÊ â
PBS ïî÷òè äîñòèãàåò ðàâíîâåñíîé óæå ÷åðåç 1 ñóò â ñëó-
÷àå 2 ìë PBS äëÿ ãåëÿ, ñîäåðæàùåãî 1 ìã/ìë ÃÊ (ðèñ. 1,
à), â òî âðåìÿ êàê â ñëó÷àå âäâîå ìåíüøåãî îáúåìà PBS ñ
òîé æå êîíöåíòðàöèåé ÃÊ ðàâíîâåñèå íàñòóïàåò ÷åðåç
3 ñóò (ðèñ. 1, á). Êîíöåíòðàöèÿ ÃÊ âûðàâíèâàåòñÿ â ãåëå è
â PBS ÷åðåç 2 ñóò, åñëè âçÿòü 2 ìë PBS è ãåëü, ñîäåðæà-
ùèé 2 ìã/ìë ÃÊ (ðèñ. 1, â).

Èçâåñòíî, ÷òî ôèáðîíåêòèí ñâÿçûâàåòñÿ ñïåöèôè÷íî
êàê ñ ÃÊ, òàê è ñ êîëëàãåíîì (Engvall, Ruoslahti, 1977; Na-
kamura et al., 1994). Ìû ïðåäïðèíÿëè ïîïûòêó èñïîëüçî-
âàòü ôèáðîíåêòèí, äëÿ òîãî ÷òîáû óäåðæàòü ÃÊ â ñîñòàâå
êîëëàãåíîâîãî ãåëÿ è ñíèçèòü òåì ñàìûì äèôôóçèþ ÃÊ
èç ãåëÿ â îêðóæàþùèé ðàñòâîð. Ãåëè íà îñíîâå êîëëàãåíà
è ÃÊ, ñîäåðæàùèå ðàçíûå êîíöåíòðàöèè ôèáðîíåêòèíà,
èíêóáèðîâàëè â PBS â òå÷åíèå 2 ñóò, ïîñëå ÷åãî ñîäåðæà-

íèå ÃÊ â ãåëÿõ îöåíèâàëè ïî èíòåíñèâíîñòè îêðàñêè ãåëåé
àëüöèàíîâûì ñèíèì (ðèñ. 2). ×òîáû ñíèçèòü âåðîÿòíîñòü
ðàçðóøåíèÿ ãåëåé â ïðîöåññå îêðàñêè è îòìûâêè, ãåëè
ôèêñèðîâàëè ïåðåä îêðàøèâàíèåì. Ïðåäâàðèòåëüíî áûë
ïîäîáðàí ôèêñàòîð — 4%-íûé ÏÔÀ, êîòîðûé äàë ëó÷-
øèå ðåçóëüòàòû, ÷åì ñìåñü ÔÑÓ, èñïîëüçóåìàÿ äëÿ ôèê-
ñàöèè ÄÍÊ è ïîëèñàõàðèäîâ. Ãåëè, ôèêñèðîâàííûå â
4%-íîì ÏÔÀ è îêðàøåííûå àëüöèàíîâûì ñèíèì, âèçó-
àëüíî áûëè áîëåå ÿðêèìè ïî ñðàâíåíèþ ñ ãåëÿìè, ôèêñè-
ðîâàííûìè ÔÑÓ. Ïîêàçàíî, ÷òî äîáàâëåíèå ôèáðîíåêòèíà
ê ãåëÿì íà îñíîâå êîëëàãåíà è ÃÊ íå âëèÿåò íà ñïîñîá-
íîñòü ãåëåé óäåðæèâàòü ÃÊ (ðèñ. 2, à). Òàê, èíòåíñèâíîñòü
îêðàñêè ãåëåé ñ ôèáðîíåêòèíîì ðàçíûõ êîíöåíòðàöèé
ïîñëå èíêóáàöèè â PBS íå îòëè÷àëàñü îò èíòåíñèâíîñòè
îêðàñêè ãåëåé áåç ôèáðîíåêòèíà (ðèñ. 2, á). Â ïðîòèâíîì
ñëó÷àå ãåëè ñ ôèáðîíåêòèíîì ñîõðàíèëè áû áîëüøå ÃÊ è
áûëè áû îêðàøåíû èíòåíñèâíåå.

Ä å é ñ ò â è å F C S í à Ã Ê è ã å ë è, ñ î ñ ò î ÿ ù è å è ç
ê î ë ë à ã å í à è Ã Ê. Ïðåæäå ÷åì ïðèñòóïàòü ê ýêñïåðè-
ìåíòàì ñ ôèáðîáëàñòàìè, ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè äåéñòâèå
ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè íà ÃÊ. Èçâåñòíî, ÷òî â ñûâî-
ðîòêå êðîâè ñîäåðæèòñÿ ãèàëóðîíèäàçà, êîòîðàÿ ìîæåò
ðàçðóøàòü ÃÊ (Fiszer-Szafarz, 1984), ñëåäîâàòåëüíî, êóëü-
òèâèðîâàíèå ôèáðîáëàñòîâ â êîëëàãåíîâûõ ãåëÿõ, ñîäåð-
æàùèõ ÃÊ, íåñåò óãðîçó ðàçðóøåíèÿ ãåëåé èç-çà íàëè÷èÿ
FCS â ïèòàòåëüíîé ñðåäå äëÿ êëåòîê.

Öåëîñòíîñòü ÃÊ ïîñëå îáðàáîòêè FCS àíàëèçèðîâàëè
ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â àãàðîçíîì ãåëå ñ ïîñëåäóþ-
ùåé îêðàñêîé ãåëåé àëüöèàíîâûì ñèíèì èëè Stains-All
(ðèñ. 3). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èíòàêòíàÿ ÃÊ äèôôóçíî ðàñ-
ïðåäåëÿåòñÿ âäîëü äîðîæêè àãàðîçíîãî ãåëÿ è îáðàçó-
åò äëèííûé øëåéô (èç-çà íåîäíîðîäíîñòè ìàññû è çàðÿäà
ìîëåêóë). Îáðàáîòêà ÃÊ áàêòåðèàëüíîé ãèàëóðîíèäàçîé

Ñòàáèëüíîñòü ãåëåé íà îñíîâå êîëëàãåíà I òèïà è ãèàëóðîíîâîé êèñëîòû 469

Ðèñ. 1. Äèôôóçèÿ ãèàëóðîíîâîé êèñëîòû (ÃÊ) èç êîëëàãåíîâî-
ãî ãåëÿ â ðàñòâîð PBS.

Êîíöåíòðàöèÿ ÃÊ è îáúåì PBS íàä ãåëåì: à — 1 ìã/ìë ÃÊ, 2 ìë PBS; á —
1 ìã/ìë ÃÊ, 1 ìë PBS; â — 2 ìã/ìë ÃÊ, 2 ìë PBS. Êîíöåíòðàöèÿ êîëëàãåíà
I òèïà 2 ìã/ìë. Øòðèõîâàÿ ëèíèÿ — ðàññ÷èòàííàÿ ðàâíîâåñíàÿ êîíöåíò-

ðàöèÿ ÃÊ. ×èñëî ïîâòîðíîñòåé (n) = 2—3.
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Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ôèáðîíåêòèíà íà ñòàáèëüíîñòü êîëëàãåíîâûõ ãåëåé, ñîäåðæàùèõ ÃÊ.

à — êîëëàãåíîâûå ãåëè ðàçíîãî ñîñòàâà, ïîìåùåííûå â ðàñòâîð PBS íà 2 ñóò ñ îäíîé ñìåíîé ðàñòâîðà; îêðàñêà àëüöèàíîâûì ñèíèì; á — îïòè÷åñêàÿ
ïëîòíîñòü D ýòèõ æå ãåëåé. Ñîñòàâ ãåëåé: Ê — 2 ìã/ìë êîëëàãåíà; Ê+ÃÊ — 2 ìã/ìë Ê + 1 ìã/ìë ÃÊ; Ê+ÃÊ+Ôí20 — 2 ìã/ìë Ê + 1 ìã/ìë ÃÊ + 20 ìêã/ìë

ôèáðîíåêòèíà; Ê+ÃÊ+Ôí100 — 2 ìã/ìë Ê + 1 ìã/ìë ÃÊ + 100 ìêã/ìë Ôí. n = 4.

Ðèñ. 3. Ýëåêòðîôîðåç â àãàðîçíîì ãåëå ïðîá ÃÊ ïîñëå îáðàáîòêè ãèàëóðîíèäàçîé áàêòåðèàëüíîé (Ã-Á) èëè ñåìåííîé æèäêîñòè
(Ã-ÑÆ), èëè ñûâîðîòêîé (FCS).

à, á — ôåðìåíòàòèâíûé ãèäðîëèç â òå÷åíèå 1 ÷; â — ôåðìåíòàòèâíûé ãèäðîëèç è îáðàáîòêà ñûâîðîòêîé â òå÷åíèå 1 ñóò; ã — äåíñèòîìåòðèÿ ýëåêòðî-
ôîðåãðàììû íà ðèñ. 3, â. Îêðàñêà àëüöèàíîâûì ñèíèì (à, á) èëè Stains-All (â). Îáúåì ïðîáû íà 1 äîðîæêó — 12 (à) èëè 16 (á, â) ìêë. Öèôðû íàä äîðîæ-

êàìè ýëåêòðîôîðåãðàìì îáîçíà÷àþò êîìïîíåíòû ñìåñè è èõ êîíöåíòðàöèè.



(ðèñ. 3, à) èëè ãèàëóðîíèäàçîé ñåìåííîé æèäêîñòè
(ðèñ. 3, á) â òå÷åíèå êîðîòêîãî ïðîìåæóòêà âðåìåíè (1 ÷)
ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ôðàãìåí-
òîâ ÃÊ, êîòîðûå îêðàøèâàþòñÿ â âèäå ïÿòåí, ðàñïîëî-
æåííûõ íèæå øëåéôà èíòàêòíîé ÃÊ (ðèñ. 3, à, äîðîæ-
êè 3, 4; ðèñ. 3, á, äîðîæêè 2, 3). Áîëåå äëèòåëüíàÿ îáðà-
áîòêà ÃÊ (â òå÷åíèå 1 ñóò) áàêòåðèàëüíîé ãèàëóðî-
íèäàçîé áîëåå âûñîêîé êîíöåíòðàöèè, âèäèìî, ïðèâîäèò
ê ïîëíîìó ðàñùåïëåíèþ ÃÊ, â ðåçóëüòàòå ÷åãî äîðîæêà â
ãåëå íå îêðàøèâàåòñÿ (ðèñ. 3, â, äîðîæêà 1). Òàêèì îáðà-
çîì, ïîñëå îáðàáîòêè ÃÊ ãèàëóðîíèäàçàìè è ðàçäåëå-
íèÿ ïðîäóêòîâ ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíèÿ â àãàðîç-
íîì ãåëå ìû ëèáî âèäèì íèçêîìîëåêóëÿðíûå ôðàãìåíòû,
ëèáî íå âèäèì íè÷åãî. Â òî æå âðåìÿ ñûâîðîòêà ïî÷òè
íå âëèÿåò íà õàðàêòåð îêðàñêè ÃÊ: èíòåíñèâíîñòü îêðàñ-
êè è äëèíà øëåéôà ÃÊ ïî÷òè íå ìåíÿþòñÿ â ïðèñóòñò-
âèè FCS (ðèñ. 3, â, äîðîæêè 5, 6) ïî ñðàâíåíèþ ñ áóôåðîì
áåç ñûâîðîòêè (ðèñ. 3, â, äîðîæêà 4). Ýòî óêàçûâàåò íà
òî, ÷òî ÃÊ íå ðàçðóøàåòñÿ ïîä äåéñòâèåì FCS â óñëîâèÿõ
ýêñïåðèìåíòà. Îäíàêî õàðàêòåð îêðàñêè ÃÊ â îáðàç-
öàõ, îáðàáîòàííûõ ñûâîðîòêîé, âñå æå íåçíà÷èòåëüíî ìå-
íÿåòñÿ: â öåíòðàëüíîé ÷àñòè øëåéôà ÃÊ ïîÿâëÿåòñÿ ñëà-
áîîêðàøåííàÿ çîíà (ðèñ. 3, â, äîðîæêè 5, 6). Äåíñè-
òîìåòðèÿ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ ïîëîñ ÃÊ ïîäòâåðæäàåò
âèçóàëüíûå íàáëþäåíèÿ (ðèñ. 3, ã): ñûâîðîòêà íå âëèÿ-
åò íà øèðèíó è ïîëîæåíèå êðèâûõ, îïèñûâàþùèõ ïðî-
ôèëü ïîëîñ ÃÊ, îäíàêî íà ìåñòå ïèêà ÃÊ ïîÿâëÿåòñÿ ïðî-
âàë, êîòîðûé äàåò äâà íîâûõ ïèêà. Ýòî ÿâëåíèå âûðàæåíî
òåì ñèëüíåå, ÷åì áîëüøå êîíöåíòðàöèÿ ñûâîðîòêè
(ðèñ. 3, ã).

Ìû èçó÷èëè òàêæå óñòîé÷èâîñòü êîëëàãåíîâûõ ãåëåé,
ñîäåðæàùèõ ÃÊ, ê äåéñòâèþ FCS è ïîëó÷èëè ðàçëè÷èå â
èíòåíñèâíîñòè îêðàñêè àëüöèàíîâûì ñèíèì (ðèñ. 4):
ãåëè, îáðàáîòàííûå áóôåðîì ñ FCS, îêðàøèâàëèñü ìåíåå
èíòåíñèâíî ïî ñðàâíåíèþ ñ ãåëÿìè, îáðàáîòàííûìè áó-
ôåðîì áåç ñûâîðîòêè (P < 0.01). Ýòî ìîæåò óêàçûâàòü
ëèáî íà òî, ÷òî â ãåëÿõ îñòàåòñÿ ìåíüøå ÃÊ â ïðèñóòñòâèè
FCS, ëèáî íà òî, ÷òî êîìïîíåíòû ñûâîðîòêè ïðåïÿòñòâó-
þò âçàèìîäåéñòâèþ êðàñèòåëÿ ñ ÃÊ. Ïîñêîëüêó ýêñïåðè-
ìåíòû ñ ñûâîðîòêîé äàëè íåîäíîçíà÷íûå ðåçóëüòàòû, â
ýêñïåðèìåíòàõ ñ ôèáðîáëàñòàìè ìû ïîíèçèëè êîíöåíòðà-
öèþ ñûâîðîòêè â ïèòàòåëüíûé ñðåäå äëÿ êëåòîê äî 2 %,
÷òîáû óìåíüøèòü ïîòåíöèàëüíóþ óãðîçó ðàçðóøåíèÿ ÃÊ
ïîä äåéñòâèåì FCS.

Â ë è ÿ í è å ä å ð ì à ë ü í û õ ô è á ð î á ë à ñ ò î â í à
ñ ò à á è ë ü í î ñ ò ü ê î ë ë à ã å í î â û õ ã å ë å é, ñ î ä å ð æ à -
ù è õ Ã Ê. Èñïîëüçîâàíèå êóëüòóðàëüíîé ñðåäû, íåîáõî-
äèìîé äëÿ ïîääåðæàíèÿ íîðìàëüíîé æèçíåäåÿòåëüíîñòè
êëåòîê, âìåñòî PBS ñäåëàëî íåâîçìîæíûì èçìåðåíèå
êîíöåíòðàöèè ÃÊ, äèôôóíäèðóþùåé â ðàñòâîð äëÿ èíêó-
áàöèè, ñ ïîìîùüþ ðåàêöèè Äèøå èç-çà ãëþêîçû, âõîäÿ-
ùåé â ñîñòàâ ñðåä äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê è òàêæå
âñòóïàþùåé â ðåàêöèþ Äèøå (Bitter, Muir, 1962). Ïîýòî-
ìó ìû îãðàíè÷èëèñü îêðàñêîé ãåëåé è ýëåêòðîôîðåçîì
êîíäèöèîíèðîâàííûõ ñðåä. Íà ðèñ. 5, à ïðåäñòàâëåíà îï-
òè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ãåëåé, îêðàøåííûõ àëüöèàíîâûì ñè-
íèì ñðàçó ïîñëå ïðèãîòîâëåíèÿ ãåëåé, äî èíêóáàöèè â ïè-
òàòåëüíîé ñðåäå, à íà ðèñ. 5, á — ïîñëå èíêóáàöèè â ïèòà-
òåëüíîé ñðåäå. Ïîêàçàíî, ÷òî ñîäåðæàíèå ÃÊ â ãåëÿõ
ïîñëå èíêóáàöèè â ñðåäå ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûìè ãå-
ëÿìè ïàäàåò ïðèìåðíî â 2 ðàçà èç-çà äèôôóçèè ÃÊ â ñðåäó
(ðèñ. 5, à, á). Ïðè ýòîì íàëè÷èå êëåòîê â ñîñòàâå ãåëåé íå
ïðåïÿòñòâóåò äèôôóçèè ÃÊ: ãåëè, ñîäåðæàùèå êîëëàãåí è

ÃÊ, íå ðàçëè÷àþòñÿ ïî èíòåíñèâíîñòè îêðàñêè â ïðèñóò-
ñòâèè êëåòîê è áåç íèõ (ðèñ. 5, á, Ê + ÃÊ). Îäíàêî ïðè äî-
áàâëåíèè ôèáðîíåêòèíà ãåëè, ñîäåðæàùèå êëåòêè,
îêðàøèâàþòñÿ èíòåíñèâíåå (P < 0.01) ïî ñðàâíåíèþ ñ ãå-
ëÿìè áåç êëåòîê (ðèñ. 5, á, Ê + ÃÊ + Ôí). Ýòî ìîæåò ñâè-
äåòåëüñòâîâàòü ëèáî î òîì, ÷òî ñîâìåñòíîå èñïîëüçîâà-
íèå ôèáðîáëàñòîâ è ôèáðîíåêòèíà ïîçâîëÿåò ýôôåêòèâ-
íåå óäåðæèâàòü ÃÊ â êîëëàãåíîâûõ ãåëÿõ, ëèáî î òîì, ÷òî
ôèáðîíåêòèí ñòèìóëèðóåò ñèíòåç ÃÊ ôèáðîáëàñòàìè.
Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèé àíàëèç ÃÊ (ðèñ. 5, â), îñàæäåííîé
èç ñðåä íàä ãåëÿìè, óêàçûâàåò íà âòîðîé âàðèàíò. Òàê, âñå
ïîëîñû ÃÊ íà ýëåêòðîôîðåãðàììå ïðèìåðíî îäèíàêîâû
ïî ïîëîæåíèþ, èíòåíñèâíîñòè è ïëîùàäè è ñðàâíèìû ñ
êîíòðîëüíîé ÃÊ. È òîëüêî äâå ïîñëåäíèå äîðîæêè, ñîîò-
âåòñòâóþùèå ãåëÿì, ñîäåðæàùèì è ôèáðîíåêòèí, è êëåò-
êè, ðàçëè÷àþòñÿ: îíè ñîäåðæàò âûñîêîìîëåêóëÿðíóþ
ôðàêöèþ ÃÊ, êîòîðîé íåò â îñòàëüíûõ ïðîáàõ (ðèñ. 5, â,
ñòðåëêè). Î÷åâèäíî, ÷òî ýòîé ôðàêöèè ÃÊ èçíà÷àëüíî íå
áûëî — îíà ïîÿâèëàñü áëàãîäàðÿ êëåòêàì. Äåíñèòîìåò-
ðèÿ îïèñàííîé âûøå ýëåêòðîôîðåãðàììû ïðåäñòàâëåíà
ãðàôè÷åñêè (ðèñ. 5, ã): ãåëè ñ êëåòêàìè è áåç íèõ îáúåäè-
íåíû ïîïàðíî è äîïîëíåíû êðèâîé, îòîáðàæàþùåé êîíò-
ðîëüíóþ ÃÊ. Êðèâûå, ñîîòâåòñòâóþùèå äâóì ïîñëåä-
íèì äîðîæêàì ýëåêòðîôîðåãðàììû (ãåëè ñ êëåòêàìè è ñ
ôèáðîíåêòèíîì), îòëè÷àþòñÿ îò âñåõ îñòàëüíûõ êðèâûõ
íàëè÷èåì ïëå÷à â âûñîêîìîëåêóëÿðíîé îáëàñòè, êîòî-
ðîå óêàçûâàåò íà ïðèìåñü åùå îäíîé ôðàêöèè ÃÊ (ðèñ. 5,
ã, ñòðåëêè). Êðèâûå, ñîîòâåòñòâóþùèå ãåëÿì ñ êëåòêà-
ìè, íî áåç ôèáðîíåêòèíà, òàêîãî ïëå÷à íå îáðàçóþò,
ñëåäîâàòåëüíî, ôèáðîíåêòèí ñòèìóëèðóåò ñèíòåç ÃÊ ñà-
ìèìè ôèáðîáëàñòàìè. Ñûâîðîòêà, âõîäÿùàÿ â ñîñòàâ ïè-
òàòåëüíîé ñðåäû â êîëè÷åñòâå 2 %, íå îáëàäàåò ïîäîáíûì
ñòèìóëèðóþùèì ýôôåêòîì íà ñèíòåç ÃÊ ôèáðîáëàñòàìè,
ïîñêîëüêó ñîäåðæàíèå ÃÊ â ñðåäå íàä ãåëÿìè íå ìåíÿåòñÿ
(ðèñ. 5, â). Áîëåå òîãî, ñîäåðæàíèå ÃÊ â êîëëàãåíîâûõ ãå-
ëÿõ ïàäàåò ïîä äåéñòâèåì 2 % FCS, ïîñêîëüêó ïàäàåò èí-
òåíñèâíîñòü îêðàñêè ãåëåé àëüöèàíîâûì ñèíèì (ðèñ. 5, á,
Ê + ÃÊ, Ê + ÃÊ + Ôí). Ýòî ÿâëåíèå ïîâòîðÿåò ðàíåå îáíà-
ðóæåííûé ýôôåêò 10 % FCS â îòíîøåíèè èíòåíñèâíîñòè
îêðàñêè êîëëàãåíîâûõ ãåëåé, ñîäåðæàùèõ ÃÊ (ðèñ. 4).
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Ðèñ. 4. Âëèÿíèå ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (FCS) íà
ñòàáèëüíîñòü ãåëåé èç êîëëàãåíà è ÃÊ.

Îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü D ãåëåé, îêðàøåííûõ àëüöèàíîâûì ñèíèì ïîñëå
èíêóáàöèè â PBS è â PBS, ñîäåðæàùåì 10 % FCS, â òå÷åíèå 3 ñóò; çâåç-

äî÷êîé ïîêàçàíà äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ ïðè Ð < 0.01 (n = 4).



Îáñóæäåíèå

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ äåðìàëüíûõ ýêâèâàëåíòîâ êîæè
ìû èñïîëüçîâàëè îòðàáîòàííûé â íàøåé ëàáîðàòîðèè
ïðîòîêîë, ñîãëàñíî êîòîðîìó êîíöåíòðàöèÿ êîëëàãåíà
I òèïà â ãåëå ñîñòàâëÿåò 2 ìã/ìë (Àíäðååâ è äð., 2013). Ñî-

äåðæàíèå ÃÊ â êîëëàãåíîâûõ ãåëÿõ ìû âûáðàëè ïî ðå-
çóëüòàòàì àíàëèçà äàííûõ èç ëèòåðàòóðû (Docherty et al.,
1989; Freund et al., 1993; Fraser et al., 1997). Êîíöåíòðàöèÿ
ÃÊ â äåðìå âçðîñëîãî ÷åëîâåêà ñîñòàâëÿåò 0.2 ìã/ìë (Fra-
ser et al., 1997), ïðè ýòîì â ôåòàëüíîé êîæå ñîäåðæèòñÿ
ïîâûøåííîå êîëè÷åñòâî ÃÊ, ÷òî êîððåëèðóåò ñ áåçðóáöî-
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Ðèñ. 5. Âëèÿíèå ôèáðîáëàñòîâ è ôèáðîíåêòèíà íà ñòàáèëüíîñòü êîëëàãåíîâûõ ãåëåé, ñîäåðæàùèõ ÃÊ.

à, á — îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü D ãåëåé, îêðàøåííûõ àëüöèàíîâûì ñèíèì, äî (à) è ïîñëå (á) èíêóáàöèè â ñðåäå DMEM. Òåìíûå ñòîëáöû — ãåëè áåç ôèá-
ðîáëàñòîâ, ñâåòëûå ñòîëáöû — ãåëè, ñîäåðæàùèå ôèáðîáëàñòû. Íàä ñòîëáöàìè (á) óêàçàí ñîñòàâ ñðåäû íàä ãåëÿìè; ïîäïèñè ïîä ñòîëáöàìè (à, á)
óêàçûâàþò ñîñòàâ ãåëåé (Ê — êîëëàãåí, ÃÊ — ãèàëóðîíîâàÿ êèñëîòà, Ôí — ôèáðîíåêòèí). â — ýëåêòðîôîðåç â àãàðîçíîì ãåëå ïðîá ÃÊ, îñàæäåííûõ
ýòàíîëîì èç ñðåäû íàä ãåëÿìè; îêðàñêà Stains-All. ã — äåíñèòîìåòðèÿ ýëåêòðîôîðåãðàììû. Ñòðåëêàìè (â, ã) óêàçàíà âûñîêîìîëåêóëÿðíàÿ ôðàêöèÿ

ÃÊ, ñèíòåçèðîâàííîé êëåòêàìè. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ïîêàçàíà îäíîé çâåçäî÷êîé (ïðè Ð < 0.01, n = 5) èëè äâóìÿ (ïðè Ð < 0.001, n = 5).



âûì çàæèâëåíèåì ðàí (Freund et al., 1993). Èññëåäîâàíèå
âëèÿíèÿ ðàçíûõ êîíöåíòðàöèé ÃÊ (îò 0 äî 2 ìã/ìë) íà èí-
âàçèþ ôèáðîáëàñòîâ â êîëëàãåíîâûé ãåëü ïîêàçàëî, ÷òî
ôèáðîáëàñòû ðàçâèâàþò íàèáîëüøóþ ïîäâèæíîñòü â ãåëå
â ïðèñóòñòâèè 1 ìã/ìë ÃÊ, ïðè ýòîì áîëåå âûðàæåííûé
ýôôåêò íàáëþäàëñÿ â ñëó÷àå áîëåå âûñîêîìîëåêóëÿðíîé
ÃÊ (Docherty et al., 1989). Ðóêîâîäñòâóÿñü ïåðå÷èñëåííû-
ìè äàííûìè, â áîëüøèíñòâå ýêñïåðèìåíòîâ ìû èñïîëüçî-
âàëè 1 ìã/ìë âûñîêîìîëåêóëÿðíîé ÃÊ.

Èçó÷åíèå ñòàáèëüíîñòè êîëëàãåíîâûõ ãåëåé, ñîäåð-
æàùèõ ÃÊ, â áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ ïîêàçàëî, ÷òî ÃÊ äèô-
ôóíäèðóåò èç êîëëàãåíîâîãî ãåëÿ äî òåõ ïîð, ïîêà íå
óñòàíîâèòñÿ ðàâíîâåñèå êîíöåíòðàöèé â ãåëå è â ðàñòâî-
ðå. Ýòî ïðîèñõîäèò ÷åðåç 1—3 ñóò â çàâèñèìîñòè îò êîí-
öåíòðàöèè ÃÊ â ãåëå è îáúåìà ðàñòâîðà. Â ëèòåðàòóðå
åñòü äàííûå, óêàçûâàþùèå íà íåñòàáèëüíîñòü ÃÊ-ñîäåð-
æàùèõ êîëëàãåíîâûõ ãåëåé. Òàê, áûëî ïîêàçàíî (Hempel
et al., 2012), ÷òî èíêóáàöèÿ êîëëàãåíîâûõ ãåëåé, ñîäåðæà-
ùèõ ñóëüôàòèðîâàííûå ïðîèçâîäíûå ÃÊ, â ðàñòâîðå PBS
ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ êîíöåíòðàöèè ÃÊ â ãåëå äî ðàâíî-
âåñíîãî çíà÷åíèÿ â òå÷åíèå 1 ÷. Óñêîðåíèå âûìûâàíèÿ
ÃÊ èç ãåëåé ïî ñðàâíåíèþ ñ íàøèìè ðåçóëüòàòàìè ìîæíî
îáúÿñíèòü çíà÷èòåëüíî ìåíüøåé ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé
ïðîèçâîäíûõ ÃÊ è ìåíüøåé êîíöåíòðàöèåé êàê êîëëàãå-
íà I òèïà, òàê è ÃÊ. Â äðóãîé ðàáîòå ïî ñðàâíåíèþ âëèÿ-
íèé ýêçîãåííîé è ýíäîãåííîé ÃÊ íà ñïîñîáíîñòü ãëàäêî-
ìûøå÷íûõ êëåòîê ñîêðàùàòü êîëëàãåíîâûé ãåëü (Allison
et al., 2009) ýêçîãåííóþ ÃÊ âíîñèëè íå òîëüêî â ãåëü, íî è
â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó, âèäèìî äëÿ òîãî, ÷òîáû èçáåæàòü
óìåíüøåíèÿ êîíöåíòðàöèè ÃÊ â ãåëå â ðåçóëüòàòå äèôôó-
çèè. Äåéñòâèòåëüíî, ýòèì ñïîñîáîì ìîæíî ðåøèòü ïðîá-
ëåìó äèôôóçèè ÃÊ in vitro, îäíàêî in vivo òðàíñïëàíòàò,
ñîäåðæàùèé ÃÊ, áóäåò áûñòðî èñòîùàòüñÿ.

Ìû èññëåäîâàëè âîçìîæíîñòü óäåðæàòü ÃÊ â ãåëå ñ
ïîìîùüþ ôèáðîíåêòèíà ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà. Ýòà
èäåÿ îñíîâàíà íà ðàáîòå, â êîòîðîé ïîêàçàíî, ÷òî ÃÊ óñè-
ëèâàåò àäãåçèþ êëåòîê ýïèòåëèÿ ðîãîâèöû ê ôèáðîíåêòè-
íó ïëàçìû êðîâè è íå âëèÿåò íà àäãåçèþ ýòèõ êëåòîê ê
äðóãèì áåëêàì ÂÊÌ (Nakamura et al., 1994). Ñ ïîìîùüþ
àíòèòåë è àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè áûëî íàéäåíî, ÷òî
ÃÊ âçàèìîäåéñòâóåò ñ ãåïàðèí- è ôèáðèíñâÿçûâàþùèì
äîìåíîì íà N-êîíöåâîì ó÷àñòêå ôèáðîíåêòèíà (Nakamu-
ra et al., 1994). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, èçâåñòíî, ÷òî ôèáðî-
íåêòèí ñâÿçûâàåòñÿ ñ êîëëàãåíîì I òèïà (Engvall, Ruos-
lahti, 1977). Òàêèì îáðàçîì, ñóùåñòâóåò âåðîÿòíîñòü
ñòàáèëèçèðîâàòü ãåëü, ñîäåðæàùèé ÃÊ, ñ ïîìîùüþ ôèá-
ðîíåêòèíà, ñâÿçûâàþùåãî è ÃÊ, è êîëëàãåí. Îäíàêî ìû
ïîêàçàëè, ÷òî äëÿ óäåðæàíèÿ ÃÊ â êîëëàãåíîâîì ãåëå, ïî-
ìåùåííîì â ðàñòâîð PBS â òå÷åíèå 2 ñóò, ôèáðîíåêòèí
íåýôôåêòèâåí. Âîçìîæíî, ýôôåêòèâíîñòü âçàèìîäåéñò-
âèÿ ýòèõ áèîìîëåêóë çàâèñèò îò óñëîâèé ïðèãîòîâëåíèÿ è
èíêóáàöèè ãåëåé. Òàê, íàïðèìåð, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ
âçàèìîäåéñòâèÿ ôèáðîíåêòèíà ïëàçìû êðîâè ñ ÃÊ íåîá-
õîäèìû äâóõâàëåíòíûå êàòèîíû (Turley et al., 1985). Ìû
ó÷ëè ýòó îñîáåííîñòü è ïðè ïðîâåäåíèè ýêñïåðèìåíòîâ ñ
ôèáðîáëàñòàìè âî âñå ãåëè äîáàâëÿëè îäèíàêîâîå êîëè-
÷åñòâî ñðåäû M199, ñîäåðæàùåé èîíû êàëüöèÿ è ìàãíèÿ,
ïðè ýòîì ãåëè èíêóáèðîâàëè â ñðåäå DMEM, òàêæå ñî-
äåðæàùåé ýòè êàòèîíû. Òåì íå ìåíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî è
â ýòîì ñëó÷àå ÃÊ íå óäåðæèâàåòñÿ ôèáðîíåêòèíîì â êîë-
ëàãåíîâîì ãåëå.

Äîáàâëåíèå ôèáðîáëàñòîâ â êîëëàãåíîâûé ãåëü áåç
ôèáðîíåêòèíà òàêæå íå ñòàáèëèçèðóåò ãåëè ñ ÃÊ. Îäíàêî
â ïðèñóòñòâèè êàê êëåòîê, òàê è ôèáðîíåêòèíà íàáëþäà-
þòñÿ óñèëåíèå îêðàñêè ãåëåé àëüöèàíîâûì ñèíèì è ïîÿâ-

ëåíèå íà ýëåêòðîôîðåãðàììå áîëåå âûñîêîìîëåêóëÿðíîé
ÃÊ. Ýòà âûñîêîìîëåêóëÿðíàÿ ôðàêöèÿ ÃÊ, îòñóòñòâóþ-
ùàÿ â ýêçîãåííîé ÃÊ, èñõîäíî âíåñåííîé â êîëëàãåíîâûé
ãåëü, ìîæåò èìåòü òîëüêî êëåòî÷íîå ïðîèñõîæäåíèå, ÷òî
îçíà÷àåò ñòèìóëÿöèþ ôèáðîíåêòèíîì ñèíòåçà ÃÊ ôèáðî-
áëàñòàìè, çàêëþ÷åííûìè â ãåëü. Â ëèòåðàòóðå åñòü äàí-
íûå î òîì, ÷òî ôèáðîíåêòèí âëèÿåò íà ïðîäóêöèþ ÃÊ.
Òàê, ïîêàçàíî, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå ìåçàíãèàëüíûõ êëå-
òîê â ñîñòàâå êîðà ïî÷å÷íûõ êëóáî÷êîâ â ïðèñóòñòâèè
ôèáðîíåêòèíà ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà âûçûâàåò óâåëè÷å-
íèå â íåñêîëüêî ðàç ñîäåðæàíèÿ ÃÊ â êîíäèöèîíèðîâàí-
íîé ñðåäå (Dunlop et al., 1996). Íàøè äàííûå âïåðâûå ïî-
êàçàëè, ÷òî ôèáðîáëàñòû êîæè ÷åëîâåêà â ñîñòàâå êîëëà-
ãåíîâîãî ãåëÿ ïðîèçâîäÿò ïîâûøåííîå êîëè÷åñòâî ÃÊ
ïîä äåéñòâèåì ôèáðîíåêòèíà. Ýòîò ýôôåêò ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàí äëÿ ïðîëîíãèðîâàíèÿ òåðàïåâòè÷åñêîãî äåé-
ñòâèÿ ÃÊ-ñîäåðæàùåãî òðàíñïëàíòàòà.

Ïðè ïðîâåäåíèè ýêñïåðèìåíòîâ ñ êëåòêàìè ãåëè íà
îñíîâå êîëëàãåíà I òèïà è ÃÊ èíêóáèðîâàëè íå â PBS, à â
ïèòàòåëüíîé ñðåäå DMEM. Êàæäûé ðàç, êîãäà â ïèòàòåëü-
íóþ ñðåäó äîáàâëÿëè FCS, ãåëè ïîëó÷àëèñü ñ áîëåå íèç-
êèìè çíà÷åíèÿìè èíòåíñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ àëüöèàíî-
âûì ñèíèì, ñïåöèôè÷íûì â îòíîøåíèè ÃÊ. Ìû ïðåäïî-
ëîæèëè, ÷òî ñûâîðîòêà ìîæåò îêàçûâàòü òàêîå äåéñòâèå
çà ñ÷åò ãèàëóðîíèäàçû, êîòîðàÿ ðàçðóøàåò ÃÊ â êîëëàãå-
íîâûõ ãåëÿõ. Òàê, åñëè êîëëàãåíîâûå ãåëè, ñîäåðæàùèå
ÃÊ, îáðàáîòàòü ãèàëóðîíèäàçîé ñåìåííîé æèäêîñòè â òå-
÷åíèå 2 ÷ ïðè 37 °Ñ, òî òàêèå ãåëè ïåðåñòàþò îêðàøèâàòü-
ñÿ àëüöèàíîâûì ñèíèì (Kreger, Voytik-Harbin, 2009). Ãèà-
ëóðîíèäàçà ñûâîðîòêè êðîâè èçâåñòíà äàâíî (Fiszer-Sza-
farz, 1984). Îíà àêòèâíà â óçêîì äèàïàçîíå çíà÷åíèé
ðÍ (â îáëàñòè 3.5) â îòëè÷èå îò ãèàëóðîíèäàçû áàêòåðèé
è ñåìåííèêîâ, àêòèâíîñòü êîòîðûõ ëåæèò â øèðîêîì äèà-
ïàçîíå çíà÷åíèé ðÍ ñ îïòèìóìîì ïðè ðÍ 6.0 (Fiszer-Sza-
farz, 1984; Ikegami-Kawai et al., 2004). Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî
óðîâåíü ðÍ êóëüòóðàëüíîé ñðåäû â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ
ïîääåðæèâàëñÿ íåéòðàëüíûì, íåîáõîäèìî áûëî ïðîâå-
ðèòü, ÷òî ãèàëóðîíèäàçà ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè íå
ðàçðóøàåò ÃÊ â óñëîâèÿõ ýêñïåðèìåíòà. Â ðåçóëüòàòå
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýëåêòðîôîðåòè÷åñêàÿ ïîäâèæíîñòü
ÃÊ íå ìåíÿåòñÿ ïîñëå äåéñòâèÿ FCS, è íîâûå ïîëîñû, âû-
çâàííûå ðàñïàäîì ÃÊ, íå ïîÿâëÿþòñÿ, êàê â ñëó÷àå äåéñò-
âèÿ ãèàëóðîíèäàç ñåìåííèêîâ è áàêòåðèé. Òîò ôàêò, ÷òî
îáðàáîòêà ñûâîðîòêîé êîëëàãåíîâûõ ãåëåé, ñîäåðæàùèõ
ÃÊ, ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ èíòåíñèâíîñòè îêðàñêè òàêèõ
ãåëåé, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ àðòåôàêòîì, êàê è ëîêàëü-
íîå ñíèæåíèå èíòåíñèâíîñòè îêðàñêè ïîëîñ ÃÊ, ïîëó÷åí-
íûõ â ðåçóëüòàòå îáðàáîòêè îáðàçöîâ ÃÊ ñûâîðîòêîé è èõ
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ â àãàðîçíîì ãåëå.

Ïîõîæèå àðòåôàêòû îêðàñêè ÃÊ áûëè îïèñàíû ðàíåå
(Lee, Cowman, 1994). Àâòîðû óêàçàííîé ðàáîòû àíàëèçè-
ðîâàëè ÃÊ ñèíîâèàëüíîé æèäêîñòè è ñòåêëîâèäíîãî òåëà
ñ ïîìîùüþ àãàðîçíîãî ýëåêòðîôîðåçà è îáíàðóæèëè òåì-
íûå èëè, íàîáîðîò, ñâåòëûå ïÿòíà âäîëü ïîëîñ ÃÊ, îêðà-
øåííûõ àëüöèàíîâûì ñèíèì. Åñëè ïðîáû ïðåäâàðèòåëü-
íî îáðàáàòûâàëè ïðîíàçîé, òî ýòè àðòåôàêòû íå ïðîÿâëÿ-
ëèñü, ñëåäîâàòåëüíî, èõ ïîÿâëåíèå âûçûâàëà áåëêîâàÿ
ñîñòàâëÿþùàÿ îáðàçöà. Ëîãè÷íî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â íà-
øåì ñëó÷àå àðòåôàêòû îêðàñêè òàêæå áûëè âûçâàíû áåë-
êàìè, êîòîðûìè áîãàòà FCS. Èçâåñòíî, íàïðèìåð, ÷òî áû-
÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí îáðàçóåò êîìïëåêñû ñ ÃÊ
(Xu et al., 2000), ÷òî ìîæåò ñòàòü ïðåïÿòñòâèåì äëÿ âçàè-
ìîäåéñòâèÿ êðàñèòåëÿ, ñïåöèôè÷íîãî â îòíîøåíèè ÃÊ, ñ
ýòèì ïîëèñàõàðèäîì. Òàêèì îáðàçîì, ñíèæåíèå èíòåí-
ñèâíîñòè îêðàñêè êîëëàãåíîâûõ ãåëåé, ñîäåðæàùèõ ÃÊ,
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èëè îêðàñêè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ ïîëîñ ÃÊ íå ÿâëÿåòñÿ
ñëåäñòâèåì ðàçðóøåíèÿ ÃÊ ãèàëóðîíèäàçîé ñûâîðîòêè, à,
ïî âñåé âåðîÿòíîñòè, ïðîèñõîäèò èç-çà êîìïëåêñîîáðàçî-
âàíèÿ ìåæäó ÃÊ è àëüáóìèíîì ñûâîðîòêè, ïðåïÿòñòâóþ-
ùèì âçàèìîäåéñòâèþ ýòîãî àíèîííîãî áèîïîëèìåðà ñ êà-
òèîííûìè êðàñèòåëÿìè, òàêèìè êàê àëüöèàíîâûé ñèíèé
èëè Stains-All.
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STABILITY OF THE GELS BASED ON TYPE I COLLAGEN AND HYALURONIC ACID
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Development of hyaluronic acid (HA) supplemented biomaterials for regenerative medicine is complicated
with easy water solubility of HA. It results in decreased stability of HA-based scaffolds that, consequently, ini-
tiated search for crosslinking techniques intended to retain HA within a scaffold. In this study, gels composed
of type I collagen and native high molecular weight HA were prepared and their stability in buffer solutions has
been evaluated. Fibronectin and human dermal fibroblasts were incorporated into gels as biological linkages for
HA instead of chemical agents. Gel stability was estimated based on HA diffusion toward a buffer solution. In
addition, HA and HA-supplemented gels resistance to fetal calf serum (FSC) as a part of cultural media for fib-
roblasts has been studied and no degradation of HA by serum hyaluronidase has been detected under the experi-
mental conditions. The results showed that HA diffuses from collagen gels within 1—3 days. Neither fibronec-
tin nor fibroblasts added separately prevent HA diffusion. But if gels were inoculated with fibroblasts together
with fibronectin, more HA was left in the gels according to alcian blue staining. Agarose gel electrophoresis has
shown that conditioned media collected from such gels are enriched with HA that differs from the initial one in
that it contains a new portion of HA with higher molecular weight. It is concluded that HA-supplemented colla-
gen gels are not stable in buffer solutions but fibroblasts incorporated into such gels synthesize significant amo-
unt of HA under the influence of fibronectin and partly compensate the loss of HA due to diffusion.

K e y w o r d s: tissue engineering, scaffold, type I collagen, hyaluronic acid, fibronectin, fibroblasts.
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