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Приемами криоструктурирования получен новый биосовместимый широкопористый желатин-ги-
алуронатный материал, успешно протестированный в качестве носителя белково-пептидного био-
регулятора. Определены физико-химические параметры синтезированного носителя: его общая во-
доудерживающая способность, степень набухания полимера стенок макропор губчатого материала
и компрессионный модуль упругости. Показано наличие в материале системы сообщающихся мак-
ропор сечением от 20 до 210 мкм. Полученный носитель был нагружен выделенным из склеры быка
белково-пептидным биорегулятором и использован в экспериментах по органному культивирова-
нию биологической модели – заднего отдела глаза тритона. В результате экспериментов выявлено
значительное протективное влияние биорегулятора склеры, включенного в губчатый носитель, на
жизнеспособность тканей и клеток биологической модели и показана перспективность нового био-
совместимого криогенно-структурированного материала для дозированного высвобождения из не-
го биорегулятора в среду культивирования.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время в биотехнологической и

биомедицинской практике широкое применение
находят различные полимерные материалы, ис-
пользуемые в качестве хроматографических сор-
бентов, гелевых сред для электрофореза, носителей
иммобилизованных аффинных лигандов, фермен-
тов и клеток, гелевой основы плотных питатель-
ных сред, подложек для клеточно- и тканеинже-
нерных конструкций, компонентов медпрепаратов,
носителей для адресной доставки лекарственных
веществ и др. [1–7]. Когда “изделие” на основе
соответствующего полимерного материала пред-
назначено для прямого контакта с живыми клетка-
ми, органами и, тем более, с целыми организмами,
к таким материалам предъявляется определенный
набор требований, обязательно включающих био-
совместимость, неиммуногенность, нетоксичность
как самого полимера, так и возможных продуктов
его биодеградации в условиях эксплуатации, и
т.д. [1, 2, 8]. В связи с этим, более предпочтитель-
ным для получения подобных материалов являет-

ся использование полимеров природного проис-
хождения, чаще всего – это макромолекулярные
соединения белкового и полисахаридного типов
[1, 3, 8]. Важным свойством полимерных матриц,
которые применяются в качестве носителей/под-
ложек (англоязычный термин – scaffolds) при со-
здании клеточно- и тканеинженерных конструк-
ций, считается пористость материала в целом и
величина поперечного сечения крупных пор, не-
обходимых для незатрудненной миграции клеток
в объем носителя и их адгезии к внутренней по-
верхности стенок таких пор [9]. Кроме того, сеть
взаимосвязанных макропор размерами от 100 до
350 мкм обеспечивает эффективный транспорт пи-
тательных веществ, кислорода и продуктов жизне-
деятельности [10, 11]. Одним из перспективных
подходов придания такой макропористости ис-
пользуемым в биотехнологической практике поли-
мерным носителям является так называемое крио-
структурирование, позволяющее получать различ-
ные макро- и сверхмакропористые криогели и
криоструктураты, базирующиеся как на природ-
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ных, так и синтетических полимерах [12–15].
Криогели образуются, когда в объеме заморожен-
ной системы происходит формирование узлов трех-
мерной полимерной сетки (этот процесс называют
криотропным гелеобразованием), если же соб-
ственно гелеобразования нет, то после удаления
замороженного растворителя, например, сублима-
цией или криоэкстракцией, получаются полимер-
ные материалы, называемые криоструктуратами
[16]. При формировании и криогелей, и криострук-
туратов поликристаллы замороженного раствори-
теля выполняют функцию порообразователей, а
большинство самих макропор взаимосвязано [12–
15, 17–20]. Благодаря удачному сочетанию хоро-
ших физико-химических свойств и вышеуказан-
ной макропористой морфологии подобные крио-
генно-структурированные полимерные матрицы,
в том числе их биоразлагаемые варианты на осно-
ве белков и полисахаридов, нашли широкое при-
менение в качестве материалов биомедицинского
и биотехнологического назначения [8, 9, 12–14,
21–30].

Одним из примеров таких матриц являются но-
сители биологически-активных веществ, тем или
иным путем вводимые в организм пациентов или
используемые при культивировании клеточных
или тканеинженерных конструкций. В частно-
сти, ранее нами было показано, что губчатые аль-
буминовые криогели и желатиновые криострук-
тураты весьма эффективны в качестве носителей
белково-пептидных биорегуляторов [31–33]. В
этой связи интерес представляла оценка возмож-
ности объединения белкового и полисахаридного
компонентов в рамках одного криогенно-струк-
турированного носителя для сочетания в нем по-
ложительных качеств биополимеров данных двух
типов. Для решения указанной задачи нами был
синтезирован желатин-гиалуронатный комплекс-
ный криоструктурат. С использованием положи-
тельно себя зарекомендовавшей в предыдущих ис-
следованиях [31, 32] методологии органного куль-
тивирования препаратов заднего сектора глаза
тритонов проведено тестирование применимости
полученного биополимерного материала в каче-
стве носителя белково-пептидного биорегулято-
ра, что и являлось целью настоящей работы.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Следующие вещества были использованы в экс-
периментах без дополнительной очистки: натрие-
вая соль гиалуроновой кислоты (ММ 100 кДа,
AMHWA Biopharm Co., КНР), желатин (тип А,
300 Bloom), мочевина и N-(3-диметиламинопро-
пил)-N'-этилкарбодиимид (ЭДК) (Sigma, США),
краситель метиленовый синий (Merck GmbH, Гер-
мания), ксилол и ацетон (Panreac, Испания), эозин
и гематоксилин (“Диаэм”, Россия), этанол (“Хим-

мед”, Россия). Водные растворы готовили с ис-
пользованием воды качества Milli-Q.

Синтез криогенно-структурированных жела-
тин-гиалуронатных носителей проводили по схе-
ме, ранее использованной нами для получения
криоструктуратов на основе желатина без добавок
других биополимеров [33]. Готовили водный рас-
твор натриевой соли гиалуроновой кислоты с кон-
центрацией 20 мг/мл, к нему прибавляли желатин в
количестве 40 мг/мл и перемешивали смесь при
60°С до полного растворения этого белкового
компонента, после чего добавляли мочевину до
ее конечной концентрации в растворе 60 мг/мл,
т.е. 1 моль/л. Полученный раствор дозировали по
1.5 мл в пластиковые чашки Петри с внутренним
диаметром 35 мм (ОАО “Медполимер”, Россия),
которые помещали в камеру программируемого
криостата F-32 МЕ (Julabo, Германия), где образ-
цы замораживали и выдерживали 24 ч при –25°С,
а затем лиофильно высушивали с помощью субли-
мационной установки FreeZone1 (Labconco, США).
Мочевину из полученных в результате макропо-
ристых дисков экстрагировали этанолом и далее
их помещали в 0.05 М раствор ЭДК в этаноле, где
инкубировали 48 ч при комнатной температуре
с периодическим перемешиванием. Затем дис-
ки сформированных таким образом желатин-ги-
алуронатных криоструктуратов промывали эта-
нолом от растворимых компонентов и хранили до
использования под слоем этанола при 4°С.

В качестве осмотических характеристик полу-
ченных криогенно-структурированных матриц
определяли их общую водоудерживающую ем-
кость и степень набухания собственно полимер-
ной фазы, т.е. стенок макропор этих губчатых ма-
териалов. Для этого каждый образец биополимер-
ной губки отмывали водой от спирта и взвешивали,
чтобы знать массу набухшего препарата (mнаб.).
Далее его помещали на стеклянный фильтр и уда-
ляли свободную жидкость под вакуумом (водо-
струйный насос) под нагрузкой 200 г. Образец,
отжатый таким образом, взвешивали, определяя
массу гидратированных стенок макропор (mгсмп), и
далее высушивали до постоянного веса (mсух.) при
105°С в печи SNOL 24/200 (AB UtenosElektrotech-
nika, Литва).

Общую водоудерживающую емкость (общую
степень набухания материала в воде – Sобщ.) рас-
считывали по формуле:

(1)

Значение степени набухания полимера стенок
макропор губчатых криоструктуратов вычисляли
по формуле:

(2)

общ. наб. сух. 2/ г Н О(свободная + 
+ гидратная)/г сухого полиме а

(
р .)

S m m=

( )
( )( )

пол. гсмп сух сух

2

– /
г Н О гидратная /г сухого полимера .

S m m m=
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Для характеристики физико-механических
свойств синтезированных в работе желатин-гиа-
луронатных носителей определяли величину их
модуля упругости. Для исследований формирова-
ли цилиндрические образцы набухших в воде гу-
бок диаметром 16 мм и высотой 20 мм. Измерения
выполняли с помощью автоматического анализа-
тора текстуры TA-Plus (Lloyd Instruments, Вели-
кобритания), используя пуансон “тарельчатого”
типа диаметром 10 мм и толщиной 2 мм в соответ-
ствии с методикой, ранее описанной для упоминав-
шихся выше криогенно-структурированных жела-
тиновых и альбуминовых губок [31–33]. Сжатие
осуществляли со скоростью 0.3 мм/мин до дости-
жения 50%-ной деформации образца, после чего
значение компрессионного модуля упругости (Е)
определяли с помощью программного обеспечения
прибора. Выборка для определения модуля упруго-
сти включала 4–6 образцов для каждой точки.
Усреднение полученных величин проводили в про-
грамме Excel 2010. Достоверными считали различия
при уровне значимости р < 0.05.

Для изучения микроструктуры губчатых жела-
тин-гиалуронатных криоструктуратов их формиро-
вали в виде дисков толщиной 1 мм, которые окра-
шивали 0.250 мМ водным раствором красителя ме-
тиленового синего в течение 5 мин с последующим
тщательным промыванием водой. Морфологию
образцов исследовали с помощью оптического сте-
реомикроскопа SMZ1000 (Nikon, Япония), осна-
щенного системой MMC-50C-M (MMCSoft, РФ)
для цифровой записи изображений.

Исследования активности нагруженных био-
регулятором носителей проводили на моделях ор-
ганного культивирования препаратов заднего сек-
тора глаза взрослых половозрелых тритонов Pleuro-
deles waltl обоего пола из аквариальной Института
биологии развития им. Н.К.Кольцова РАН (Рос-
сия). В каждом эксперименте использовали не ме-
нее 9 животных (18 глаз). Тритоны были наркотизи-
рованы в 2%-ном растворе этилуретана в физио-
логическом растворе для амфибий (0.65% NaCl).
После наркотизации головы животных ополас-
кивали 70%-ным этиловым спиртом и проводили
энуклеацию глаз при стандартном лабораторном
освещении. Изолированные глаза помещали в сте-
рильные 35 мм чашки Петри с питательной средой
для амфибий (среда 199 – 70%, вода дистиллиро-
ванная – 30%). Среда для культивирования тканей
глаза содержала: 350 мл 199 среды, 150 мл бидистил-
лированной воды, 0.15 мл 1М буфера HEPES,
0.5 мл антибиотик/антимикотик. Перед внесени-
ем во флаконы среду стерилизовали холодным спо-
собом, пропуская через мембранные фильтры типа
“CA” (Nalgene, США) c размером пор 0.2 мкм. Под
бинокулярной линзой изолировали ткани глаз в
следующей последовательности: освобождали глаза
от кожных покровов, затем разрезали по окружно-
сти, проксимальнее лимба. Ростовую область сет-

чатки вместе с радужкой, роговицей и хрустали-
ком отбрасывали. Задний сектор каждого глаза, в
состав которого входили сетчатка, пигментный
эпителий, сосудистая оболочка и склера исполь-
зовали для последующего культивирования.

Биорегулятор из ткани склеры быка был выде-
лен согласно ранее описанной методике [34]. В дан-
ной работе исследовали коммерческий препарат
Виофтан 5 (ООО “Институт проблем биорегуля-
ции”, Россия), полученный на основе биорегуля-
тора склеры. Для насыщения носителя раствором
биорегулятора желатин-гиалуронатный криострук-
турат после хранения отмывали от спирта большим
избытком воды, замораживали при –20°С и высу-
шивали лиофильно. Далее полимерную губку по-
мещали в водный раствор биорегулятора (кон-
центрация веществ белково-пептидной природы
1 × 10–8 мг/мл), где инкубировали в течение 24 ч
при 6°С, а затем набухший носитель вновь замо-
раживали и высушивали лиофильно.

Экспериментальные образцы в опытах по ор-
ганному культивированию биологической моде-
ли были разделены на 3 группы (рис. 1):

1. Контроль – во флакон с 10 мл культуральной
среды 199 вводили 0.1 мл физиологического раство-
ра и помещали задний отдел глаза тритона (1, рис. 1).

Рис. 1. Культивирование заднего сектора глаза трито-
на Pl. waltl: 1 – в стеклянном флаконе без губчатого
носителя; 2 – на губчатом носителе без включенного
в него биорегулятора; 3 – на губчатом носителе, с
включенным в него биорегулятором склеры. 
Fig. 1. Cultivation of the posterior sector of the eyes of
newt Pl. waltl: 1 – in a glass bottle without a sponge carrier;
2 – on a sponge carrier without a bioregulator included in
it; 3 – on a sponge carrier, with a scleral bioregulator in-
cluded in it.

3 2 1
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2. На поверхность губчатого носителя без био-
регулятора помещали задний отдел глаза тритона и
вносили 10 мл культуральной среды 199 (2, рис. 1).

3. На поверхность напитанного биорегулятором
губчатого носителя помещали задний отдел глаза
тритона и вносили 10 мл культуральной среды
(среда 199 без добавления сыворотки) (3, рис. 1).

Все флаконы закрывали стерильными крыш-
ками, затем пленкой ParafilmM (США) и устанав-
ливали в термостат. Культивирование проводили
стационарно в темноте при 20–22°С в течение 72 ч
без смены культуральной среды. Изучение состо-
яния эксплантатов, после культивирования прово-
дили на сериях парафиновых срезов. Ткани глаза
фиксировали в растворе Буэна, после фиксации в
течение 12 ч трижды отмывали 70%-ным этано-
лом, далее обезвоживали и заливали в парафин.
Парафиновые срезы толщиной 7 мкм готовили,
используя микротом ERM 4000 (Hestion, Австра-
лия), которые после депарафинирования и гидра-
тирования окрашивали гематоксилином и эози-
ном, а затем заключали под покровное стекло.
Для просмотра гистологических срезов использо-
вали микроскоп Eclipse 55i (Nikon, Japan). Оценку
количества жизнеспособных фибробластов осу-
ществляли по программе ImageJ, определяя коли-
чество фибробластов ткани склеры относительно
площади всего среза и затем вычисляли удельное
значение в расчете на 1 мм2 изображения. Для
каждой экспериментальной точки было исследо-
вано не менее 30 срезов. Полученные результаты
обрабатывали по критерию Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Схема формирования биополимерного крио-

генно-структурированного материала, полученно-
го в данной работе для применения в качестве но-
сителя пептидного биорегулятора, включала сле-
дующие этапы:

(а) приготовление исходного раствора пред-
шественников;

(б) замораживание этого раствора;
(в) сублимационное высушивание заморожен-

ных образцов;
(г) экстракцию мочевины из губчатого крио-

структурата в среде этанола, не растворяющего
полимерные компоненты;

(д) химическое сшивание макромолекул белка
и полисахарида с помощью карбодиимида в среде
этанола;

(е) промывку сшитой надмолекулярной сетки
этанолом от избытка реагента и других раствори-
мых веществ.

В предварительных экспериментах были уста-
новлены значения концентраций гиалуроната
(20 мг/мл), желатина (40 мг/мл) и мочевины

(60 мг/мл) в исходном растворе, оптимальные для
получения носителей, обладающих удобными для
дальнейшего использования эксплуатационны-
ми свойствами. Как было показано ранее [33], вве-
дение мочевины в желатин-содержащий раствор
необходимо, чтобы ингибировать гелеобразова-
ние этого белка до начала замерзания системы
при ее охлаждении, поскольку для формирования
губчатого криоструктуратов с хорошо воспроиз-
водимыми свойствами требуется обеспечить про-
текание кристаллизации растворителя в исходно
жидкой среде, а не в массе желатинового гидрогеля,
что обычно происходит, если не вводить мочевину.
Температурно-временной режим (–25°С/24 ч)
криогенной обработки раствора смеси желатина,
гиалуроната и мочевины, а также сублимационной
сушки замороженных образцов, был аналогичен
условиям, применявшимся в работе [33] при полу-
чении желатиновых криоструктуратов. При этом
осуществление стадий (г)–(е) в среде этанола обес-
печивало стерильность получаемого биополимрно-
го материала.

Использование карбодиимидного конденсиру-
ющего реагента (ЭДК) на стадии (д) схемы получе-
ния целевого носителя обеспечивало ковалент-
ное сшивание цепей желатина и гиалуроната в узлах
единой надмолекулярной сетки за счет образова-
ния амидных связей между аминогруппами белка и
карбоксильными группировками [35] обоих биопо-
лимеров. При этом, образовавшееся за счет при-
соединения к карбодиимиду молекулы воды про-
изводное мочевины растворимо и легко удаляется
из полимерной фазы при ее последующей промыв-
ке на стадии (е).

В результате выдерживания оптимальных ре-
жимов процессов по указанным выше пунктам
(а)–(е) были получены губчатые желатин-гиалу-
ронатные криоструктураты, которые после отмыв-
ки от этанола и заменой его на воду впитывали ее в
количестве 51.2 ± 5.8 г Н2О (свободная + гидрат-
ная) в расчете на 1 г сухого полимера. Общая во-
доудерживавающая емкость (Sобщ. – формула (1) в
разделе “Условия эксперимента”) полученных об-
разцов была примерно в 1.3 раза выше аналогич-
ного показателя для желатиновых криоструктура-
тов без гиалуронатного компонента [33]. В свою
очередь, степень набухания полимера стенок мак-
ропор (Sпол. – формула (2) в разделе “Условия экс-
перимента”) синтезированных в настоящей рабо-
те губчатых желатин-гиалуронатных криострук-
туратов составила 7.03 ± 0.65 г Н2О (гидратная) в
расчете на 1 г сухого полимера, что примерно в
2.8 раза превышало тот же показатель для желати-
новых криоструктуратов без гиалуронатного ком-
понента [33]. Отсюда следует, что именно наличие
такого полисахарида в полученных нами криоген-
но-структурированных биополимерных носите-
лях определяло их бóльшую водоудерживающую
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способность по сравнению с желатиновыми губ-
ками, что, собственно говоря, и ожидалось, при-
нимая во внимание хорошо известную очень вы-
сокую гидрофильность гиалуроновой кислоты и
ее солей [36].

Физико-механические свойства различных по-
лимерных материалов во многом обуславливают их
применимость для тех или иных биотехнологиче-
ских и биомедицинских целей [1–5]. Учитывая
это, в отношении полученного в данном исследо-
вании криогенно-структурированного носителя,
мы определили модуль упругости этого биополи-
мерного материала. Измерения проводили для на-
бухших в водной среде губок, что на качествен-
ном уровне моделировало условия их функцио-
нирования в последующих биологических
экспериментах. Было найдено, что значение та-
кого модуля составляло 12.3 ± 1.5 кПа, т.е. при-
мерно того же уровня, что и измеренные по ана-
логичной методике значения для только желати-
новых криоструктуратов, также сшитых с
помощью карбодиимида [33].

Кроме того, с помощью оптического стереомик-
роскопа нами были изучены особенности губчатой
морфологии желатин-гиалуронатного носите-
ля. В частности, на рис. 2 в качестве примера при-
ведены черно-белые микрофотографии верхней и
нижней поверхностей диска толщиной 1 мм. Эти
изображения наглядно показывают характерную
для таких материалов довольно гетерогенную круп-
нопористую текстуру. Размеры пор в верхней (а)
и нижней (b) областях носителя различаются: 30–
210 мкм и 20–130 мкм, соответственно. Это обу-
словлено градиентом температуры в образце сни-
зу – вверх во время его замерзания в чашке Пет-
ри, контактирующей с охлажденной поверхностью
металлической подставки в камере криостата. Та-
кого рода анизотропия пористой морфологии
криогенно-структурированных полимерных мат-
риц на основе разных биополимеров и ее причи-
ны хорошо известны [33, 37–41], т.е. обычно ха-
рактерны для этих систем.

Далее синтезированные и охарактеризованные
желатин-гиалуронатные криоструктураты были
нагружены выделенным из склеры быка белково-
пептидным биорегулятором и протестированы в
опытах по органному культивированию препаратов
заднего сектора глаза тритонов (см. раздел “Усло-
вия эксперимента”). Данный биорегулятор обладал
протективным действием в отношение склеры, ко-
торое выражалось в увеличении жизнеспособности
фибробластов, а также поддержании упорядочен-
ной пространственной организации коллагеновых
волокон в данной ткани [42]. Была показана спо-
собность данного биорегулятора поддерживать ад-
гезию между тканями заднего отдела глаза и статус
клеточной дифференцировки в клетках пигмент-
ного эпителия.

Анализ полученных при органном культиви-
ровании результатов базировался на изучении ги-
стологических препаратов, приготовленных из
соответствующих биологических образцов.

В контрольных образцах (рис. 1, группа 1) при
культивировании заднего отдела глаза тритона в
отсутствие биополимерной губки и биорегулято-
ра были обнаружены определенные изменения в
состоянии тканей и клеток данного отдела. В част-
ности, происходило отслоение сетчатки от слоя
пигментного эпителия, а также отслойка слоя пиг-
ментного эпителия от сосудистой оболочки. В са-
мом слое пигментного эпителия пигмент смещался
на апикальную сторону, что говорит о нестабиль-
ности клеток данного слоя и их дедифференциров-
ке. В сетчатке наблюдались признаки деградации и
повреждения нейронов. В склеральной оболочке
детектировались признаки начала деградации тка-
ни, которые выражались в расслоении коллаге-
новых волокон с образованием крупных полостей
между ними, а также в уменьшении количества
фибробластов на единицу площади (рис. 3 и 6).

При органном культивировании заднего отде-
ла глаза тритона, помещенного на желатин-гиа-
луронатный носитель без биорегулятора (рис. 1,
группа 2), не было обнаружено тотальной отслой-
ки сетчатки, отростки фоторецепторных клеток и
другие нейроны сетчатки были менее поврежде-
ны, чем в контрольном образце (рис 1 группа 1).
Пигмент в слое пигментного эпителия также имел
тенденцию к смещению на апикальную сторону,
но не так выражено, как в контрольной группе.

Рис. 2. Микроструктура желатин-гиалуронатного
криоструктурата: (а) – верхняя поверхность губчатого
диска, (b – нижняя поверхность губчатого диска; (кон-
трастирование 0.125 мM водным раствором метилено-
вого синего; оптический стереомикроскоп SMZ1000
(Nikon, Япония), снабженный цифровой системой
MMC-50C-M (MMCSoft, РФ) записи изображений).
Fig. 2. Microstructure of gelatin-hyaluronate cryostruc-
turate: (a) – upper surface of the spongy disk, (b) – lower
surface of the spongy disk; (contrast with 0.125 mM aque-
ous solution of methylene blue; optical stereomicroscope
SMZ1000 (Nikon, Japan), equipped with a digital system
MMC-50C-M ( MMCSoft, RF) image recording).

(а) (b)

200 мкм200 мкм
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Сосудистая оболочка в группе 2 была более плот-
ной, чем в группе 1. В склеральной оболочке так-
же наблюдались элементы деградации ткани, вы-
ражающиеся в расслоении коллагеновых волокон
и образования полостей, а также в уменьшении
количества фибробластов на единицу площади,
однако их количество было достоверно выше, чем
в контрольной группе 1 (рис. 4 и 6).

В образцах, где задний отдел глаза тритона куль-
тивировали на желатин-гиалуронатной губке, на-
питанной биорегулятором склеры (рис. 1, опытная
группа 3), гистологическая картина свидетельство-
вала о выраженном ингибировании деградацион-
ных процессов в этих тканях. Практически не на-
блюдалось отслоения сетчатки от слоя пигмент-
ного эпителия, а сам этот слой не был отслоен от
сосудистой оболочки. Смещение пигмента в слое

пигментного эпителия практически отсутствова-
ло, что говорит о стабилизации дифференциро-
ванного состояния клеток в данном слое. Скле-
ральная оболочка содержала минорные элементы
деградации, которые выражались в образовании
незначительных полостей и расслоении коллаге-
новых волокон, менее выраженном, чем в кон-
трольных группах 1 и 2. Сосудистая оболочка бы-
ла плотной, без выраженных элементов деградации
тканей. Количество фибробластов в склере на еди-
ницу площади было достоверно выше, чем в обе-
их контрольных группах, что свидетельствует о
значительном протективном эффекте на жизне-
способность тканей и клеток биорегулятора скле-
ры, включенного в губчатый носитель (рис. 5 и 6).

Таким образом, полученные нами данные сви-
детельствуют о перспективности применения губ-

Рис. 3. Микрофотографии поперечного среза заднего сектора глаза тритона Pl. waltl после 72 ч культивирования в сре-
де без добавления каких-либо факторов (контроль, группа 1). а – увеличение ×100, b – увеличение ×200. Масштабная
линейка –100 мкм. 1 – сетчатка, 2 – пигментный эпителий, 3 – сосудистая оболочка, 4 – склеральная оболочка, 5 –
фибробласты, 6 – полости в склере.
Fig. 3. Microphotographs of a cross section of the posterior sector of the eye of a newt Pl. waltl after 72 hours of cultivation in a
medium without the addition of any factors (control, group 1). a – magnification ×100, b – magnification ×200. Scale bar:
100 μm. 1 – retina, 2 – pigment epithelium, 3 – choroid, 4 – sclera, 5 – fibroblasts, 6 – cavities in the sclera.
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Рис. 4. Микрофотографии поперечного среза заднего сектора глаза тритона Pl. waltl после 72 ч культивирования на
губчатом носителе в среде без добавления каких-либо факторов (группа 2). (а) – увеличение ×100, (b) – увеличение
×200. Масштабная линейка – 100 мкм. 1 – сетчатка, 2 – пигментный эпителий, 3 – сосудистая оболочка, 4 – склераль-
ная оболочка, 5 – фибробласты, 6 – полости в склере.
Fig. 4. Microphotographs of a cross section of the posterior sector of the eye of a newt Pl. waltl after 72 hours of cultivation on a
sponge carrier in a medium without the addition of any factors (group 2). (a) – magnification ×100, (b) – magnification ×200.
Scale bar – 100 μm. 1 – retina, 2 – pigment epithelium, 3 – choroid, 4 – sclera, 5 – fibroblasts, 6 – cavities in the sclera.
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чатого желатин-гиалуронатного криогеля в каче-
стве носителя для дозированного выхода из него в
среду культивирования биорегулятора склеры, ко-
торый оказывает поддерживающее действие на
ткани заднего отдела глаза тритона в условиях ор-
ганного культивирования in vitro.
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Рис. 6. Количество фибробластов на единицу площади склеры глаза тритона Pl. waltl после 72 ч. * – достоверные от-
личия от контрольной группы 1. # – достоверные отличия p < 0.05 между 2 и 3 группами.
Fig. 6. The number of fibroblasts per unit area of the sclera of the newt eye Pl. waltl after 72 hours * – significant differences from
control group 1. # – significant differences p < 0.05 between groups 2 and 3.
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Cryogenically-Structured Wide-Porous Gelatin-Hyaluronate 
Carrier of Peptide Bioregulator

E. V. Sidorskiia, b, M. S. Krasnova, #, and V. I. Lozinskya

aA.N. Nesmeyanov Institute of Organoelement Compounds of Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
bInstitute of Bioregulation Problems, Moscow, 119991 Russia

#e-mail: embrmsk@mail.ru

Abstract–Using cryostructuring techniques, a new biocompatible, wide-porous gelatin-hyaluronate material was
prepared, which was successfully tested as a carrier of a protein-peptide bioregulator. The following physicochem-
ical parameters of the synthesized carrier were determined: its total water-holding capacity (51.2 ± 5.8 g H2O/g
polymer), the degree of swelling (7.03 ± 0.65 g H2O/g polymer) of the polymer inside the macropore walls of
the spongy material and the compression modulus elasticity (12.3 ± 1.5 kPa). The presence of a system of in-
terconnected macropores with a cross section from 20 to 210 μm in the material is shown. Next, the resulting
carrier was loaded with a protein-peptide bioregulator isolated from bovine sclera and used in the experiments
on organ cultivation of a biological model—the posterior section of the newt eye. As a result, a significant pro-
tective effect of the scleral bioregulator included in the sponge carrier on the viability of tissues and cells of a
biological model was revealed and the promise of a new biocompatible cryogenically structured material for
dosed release of the bioregulator into the culture medium was shown.

Keywords: Gelatin, hyaluronate, cryostructurate, bioregulator carrier, biological model, organ cultivation
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