
УДК 573/6/086/83+577/21 
№ державної реєстрації 0120U104687 
Інв. №:  
 
 

Національна академія наук України 
Інститут молекулярної біології і генетики (ІМБГ НАН України) 

03143, м. Київ, вул. Заболотного, 150; 
тел./факс: (044) 526-07-59 

 
ЗАТВЕРДЖУЮ 

                                                                 Директор Інституту молекулярної 
                                                                       біології і генетики НАН України, 
                                                                       академік НАН України 
 
                                                               __________________ М.А. Тукало 
                                                                 14.12.2021 р. 

 
 
 

ЗВІТ 
ПРО НАУКОВО-ДОСЛІДНУ РОБОТУ 

за договором від 27.10.2020 р. № 58/01.2020 та 
за договором від 28.04.2021 р. № 37/01/0035 

ДОСЛІДЖЕННЯ ТЕРАПЕВТИЧНОЇ ЕФЕКТИВНОСТІ І БЕЗПЕЧНОСТІ 
НОВИХ ЕКВІВАЛЕНТІВ ДЕРМИ З ВКЛЮЧЕННЯМ КОМПОЗИТУ 
(ПРЕПАРАТ ІЗАТІЗОН ТА ЦИТОКІН EMAP II) ДЛЯ ЛІКУВАННЯ 

ТРАВМАТИЧНИХ УРАЖЕНЬ ШКІРИ 
(заключний) 

 
 

 
Науковий керівник НДР 
Заступник директора з наукової роботи 
ІМБГ НАН України, докт. біол. наук, проф.                        Л. Л. Лукаш 
 

 
 

 
Київ 2021 

 
 

Результати роботи і звіт про виконання роботи за проектом №2020.01/0035 за договором 
№58/01.2020 від 27.10.2020 р. та за договором № 37/01/0035 від 28.04.2021 р. розглянуто і 
затверджено на засіданні Вченої ради ІМБГ НАН України, протокол № 14a від 07 грудня 2021 р. 

 



 2 
 
СПИСОК АВТОРІВ: 

Посада, науковий ступінь, звання 
 

Підпис 
Ім'я, по батькові, 

прізвище, завдання, 
частина звіту 

Керівник проєкту 
заступник директора з наукової роботи ІМБГ 
НАН України, докт. біол. наук, проф.  

 

 
Л.Л. Лукаш 
Реферат, Основна 
частина звіту, 
Заключення, Висновки 
(09.12.21) 
 

Відповідальні виконавці:   

Завідувач відділу білкової інженерії та 
біоінформатики ІМБГ НАН України, докт. 
біол. наук, проф. 

 

О.І. Корнелюк 
Сучасний стан 
проблеми, Об’єкти і 
методи досліджень 
(07.12.21) 

Старш. наук. співроб. відділу генетики 
людини ІМБГ НАН України, канд. біол. наук  

Л.Л. Мацевич 
Об’єкти і матеріали 
досліджень, Змістовна 
частина звіту.  
Результати досліджень 
(30.11.21) 

Виконавці:   

Старш. наук. співроб. відділу білкової 
інженерії та біоінформатики ІМБГ НАН 
України, канд. біол. наук 

 

Л.А. Заїка 
Сучасний стан 
проблеми, Об’єкти і 
методи досліджень 
(06.12.21) 

Наук. співроб. відділу генетики людини ІМБГ 
НАН України  

 
Т.П. Рубан  
Об’єкти і методи 
досліджень 
(06.12.21) 

Наук. співроб. відділу білкової інженерії та 
біоінформатики ІМБГ НАН України, канд. 
біол. наук  

 

Л.А. Коломієць 
Сучасний стан 
проблеми, Об’єкти і 
методи досліджень 
30.11.21 

Мол. наук. співроб. відділу генетики людини 
ІМБГ НАН України, канд. біол. наук  

 
О.Є. Папуга 
Сучасний стан 
проблеми, Об’єкти і 
методи досліджень, 
Перелік джерел 
посилання 
(30.11.21) 
 

 



 3 
РЕФЕРАТ 
Звіт про НДР: 88 с., 34 рис., 10 табл., 21 використаних джерел посилання. 

Об’єкти дослідження: еквіваленти дерми з включенням клітинного 

компоненту (комплекс біологічно активних речовин, синтезованих 

стовбуровими клітинами) і фармацевтичного композиту (препарат ізатізон та 

цитокін  EMAP II); модельні миші сублінії ICR-IMBG. 

Основною метою проєкту є створення нового біотехнологічного 

продукту: еквівалентів дерми з включенням комплексу біологічно активних 

речовин, синтезованих стовбуровими клітинами, і фармацевтичного композиту 

(препарат ізатізон та цитокін  EMAP II), а також проведення досліджень їх 

терапевтичної ефективності та безпечності in vivo. 

Методи дослідження: культуральні in vitro, експерименти на модельних 

тваринах in vivo, патофізіологічні, біохімічні, статистичні.  

Виконано всі основні завдання: створено новий біотехнологічний продукт 

(еквівалент дерми). Напрацьовано зразки нових еквівалентів дерми на основі 

м’якого гідрогелю з включенням біологічно активних компонентів і 

фармацевтичного композиту. Показано терапевтичну ефективність комплексних 

еквівалентів дерми, які сприяють більш швидкому і ефективному загоєнню 

опікових ран у піддослідних тварин порівняно з відповідними контролями, а 

також відсутність їх гострої і субхронічної токсичності при введенні в організм 

модельних тварин. Клінічний аналіз крові піддослідних тварин також не виявив 

відхилень від норми. Новий біотехнологічний продукт є дешевшим за світові 

аналоги і після верифікації в аккредитованій лабораторії може пропонуватись 

для лікування травматичних ушкоджень шкіри в умовах клініки. 

Ключові слова: еквівалент дерми, опікова хвороба, комплекс біологічно 

активних речовин, синтезованих МСК, ізатізон, EMAP II.  
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SUMMARY 

 

Research Objects: dermal equivalents including  cell-derived component 

(complex of bioactive substances secreted by stem cells) and a pharmaceutical 

composite (isatizon drug and EMAP II cytokine); experimental model using murine 

ICR-IMBG strain.  

The main goal of the project is to create a new biotechnological product: 

dermal equivalents with a complex of biologically active substances synthesized by 

stem cells, and pharmaceutical composite (Izatizon and cytokine EMAP II) have been 

added, as well as in vivo studies of their therapeutic efficacy and safety. 

Methods: in vitro cell cultivation, animal modelling in vivo, 

pathophysiological, biochemical, statistical methods.  

All the main tasks have been completed: a new biotechnological product 

(dermal equivalent) has been created. Have been created samples of new dermal 

equivalents based on soft hydrogel including bioactive components and 

pharmaceutical composite. The therapeutic efficacy of these complex dermal 

equivalents have been shown: they promote faster and more effective healing of burn 

wounds in experimental animals compared with adequate control ones; as well as the 

lack of their acute and subchronic toxicity when administered to model animals have 

been shown. Clinical blood analysis of experimental animals also did not reveal 

abnormalities. The new biotechnological product is cheaper than world analogues and 

after verification in an accredited laboratory can be offered for the treatment of 

traumatic skin injuries in the clinic.  

Keywords: dermal equivalent, thermal burn disease, complex of biologically 

active substances secreted  by MSC, izatizon, EMAP II. 
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ПЕРЕЛІК CКОРОЧЕНЬ, УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ І ТЕРМІНІВ 
 
 

4BL – лінія мезенхімальних стовбурових клітин людини, виділена з 

периферійної крові здорового донору; 

БКС – безклітинне середовище, кондиційоване клітинами в культурі;  

БКС-4BL - безклітинне середовище, кондиційоване клітинами лінії 4BL; 

БКС-Е8 - безклітинне середовище, кондиційоване клітинами лінії Е8; 

БКС-А102 - безклітинне середовище, кондиційоване клітинами лінії А102; 

DMEM-HG – Dulbecco's Modified Eagle Medium, середовище ДМЕМ у 

модифікаціії Дульбекко з високим вмістом глюкози; 

FCS – фетальна сироватка великої рогатої худоби;  

ММСК – мультипотентні мезенхімальні стромальні клітини;   

МСК – мезенхімальні стовбурові клітини; 

РАА-гель – поліакриламідний гель 
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ВСТУП 

 

Травматичні пошкодження шкіри, особливо масивні опіки, залишаються 

однією з актуальніших проблем клінічної медицини у всьому світі, у тому числі 

і в Україні. Згідно з даними ВОЗ, опіки за частотою займають третє місце серед 

травматичних пошкоджень шкіри. В Україні є спеціалісти-комбустіологи 

високого рівня квалифікації, але в той же час існує значна нестача ранових 

покриттів для лікування травматичних уражень шкіри. Всі закордонні 

еквіваленти шкіри з використанням клітинного компоненту надто вартісні 

(коштують приблизно 30-120 $ за один квадратний сантиметр поверхні) і не 

доступні для пацієнтів в Україні. Враховуючи практичну неможливість для 

більшості наших громадян через фінансову скруту здійснювати лікування за 

кордоном та оплачувати використання закордонних біотехнологічних продуктів, 

пропонований проєкт має не лише наукову, але й соціальну значущість. 

Це зумовило спрямування даного проєкту на удосконалення розробленої 

нами клітинної біотехнології зі створення дермальних еквівалентів, які б мали 

покращені експлуатаційні властивості, а саме: виготовлені з природних та 

недорогих матеріалів, з використанням комплексу біологічно активних речовин 

клітинного походження та фармакологічного композиту: лікарський препарат 

ізатізон у поєднанні з рекомбінантним білком EMAP II, ефективні при лікуванні 

опіків, безпечні для організму. 

Слід відзначити оригінальність такого підходу до створення дермальних 

ранових покриттів. На сьогодні, ані в Україні, ані у світі немає біотехнології, в 

основі якої лежить вироблення дермальних еквівалентів із включенням 

комплексу біологічно активних речовин, синтезованих стовбуровими клітинами 

оригінальної лінії 4BL в культурі, з доданням лікарського препарату ізатізон у 

комбінації з рекомбінантним білком EMAP II. 

У даному проєкті вперше для виготовлення дермальних покриттів 

використовується вказаний фармакологічний композит з антивірусними та 

імуномодулювальними властивостяи. Сполука ізатізон, яка відноситься до 
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групи нетоксичних речовин, не пригнічує кровотворення, не має кумулятивних 

властивостей, проявляє антисептичні та протизапальні властивості. При 

застосуванні в індуктивну фазу імуногенезу зменшує прояви анафілактичного 

шоку, має властивість збільшувати показники специфічної та неспецифічної 

резистентності при порушенні імунного статусу. Другий складник 

фармакологічного композиту - відомий цитокін ЕМАР ІІ, який бере участь у 

запальних процесах і теж проявляє ряд терапевтичних властивостей, зокрема, 

здатен впливати на ангіогенез та проліферацію клітин залежно від концентрації, 

на активність ендотеліальних клітин, моноцитів та лейкоцитів, що є дуже 

важливим фактором при лікуванні опіків. 

Отже, в цілому наш проект присвячений дослідженню терапевтичної 

ефективності і безпечності нових еквівалентів дерми або дермальних покриттів, 

що включають оригінальний комплекс біологічно активних речовин клітинного 

походження та фармацевтичний композит (препарат ізатізон та цитокін EMAP 

II) для лікування опікової хвороби та травматичних пошкоджень шкіри іншого 

ґенезу. 

Отже для досягнення основної мети необхідно виконати два основні 

завдання: створити і напрацювати зразки нового біотехнологічного продукту 

(еквівалентів дерми), дослідити терапевтичну ефективність дослідних зразків. 

Крім того, оцінити а) прояви можливої гострої токсичності при введенні 

комплексу біологічно активних компонентів (клітинного та фармакологічного 

походження) нових еквівалентів дерми при введенні в організм піддослідних 

тварин та б) прояви можливої субхронічної токсичності при введенні комплексу 

біологічно активних компонентів (клітинного та фармакологічного походження) 

нових еквівалентів дерми при введенні в організм піддослідних тварин. 

В процесі проведення досліджень планується вдосконалити 

біотехнологічні дермальні покриття з метою підвищення їх якості і зниження 

собівартості виробництва для подальшого впровадження у практичну медицину. 
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1.СУЧАСНИЙ СТАН ПРОБЛЕМИ 

 

Статистика опікового травматизму в Україні свідчить про те, що 

спостерігається тенденція до зростання частоти опіків і підвищення ступеня їх 

тяжкості як серед дітей, так і серед дорослих. Щорічно в Україні більше 20 

тисяч дорослих та 10 тисяч дітей (60% котрих – молодші за 3 роки) потребують 

стаціонарного лікування опікової хвороби, що здійснюється як у 

неспеціалізованих лікувальних закладах, так і в спеціалізованих опікових 

відділеннях. Середня тривалість перебування опікового хворого в стаціонарі 

становить близько двох тижнів, проте при тяжких опікових ураженнях 

стаціонарне лікування може тривати місяць або значно довше. 

Донині головним підходом до лікування тяжких опікових ран залишається 

хірургічна тактика: рання некретектомія з наступною аутодермопластикою [1]. 

Однією з основних проблем при лікуванні опікової хвороби є потреба обробки 

та загоювання глибоких пошкоджень тканин, що мають значну площу. Такі рани 

мають значний ризик інфікування і часто потребують вартісного лікування 

шляхом трансплантації шкіри, зокрема, аутодермопластики. Якщо загальна 

площа рани перевищує 30-40 %  поверхні тіла, то навіть при використанні 

перфорованих аутотрансплантантів ранова поверхня не може бути одночасно 

повністю закрита. Потрібно проведення декількох хіріргічних опурацій на 

протязі тривалого часу. 

Одним із засобів подолання цієї проблеми є використання тимчасових 

ранових покриттів: еквівалентів шкіри або окремих її шарів, наприклад 

дермального шару, який розробляється у даному проєкті.Зважаючи на тяжкість 

масивних опікових ран дермальні еквіваленти мають відповідати цілому ряду 

вимог, серед яких основними вважаються терапевтична ефективність, 

відсутність антигенності і токсичності, непроникність для мікроорганізмів та 

пригнічення їхньої життєдіяльності, певна вологопоглинальність, адгерентність 

до ранової поверхні, достатня міцність та еластичність, зручність у зберіганні 

та використанні. 
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Ранові покриття можна розділити на дві категорії: безклітинні і такі, що 

містять у своєму складі клітини різного походження і типу. В основному 

клітинний компонент біотехнологічних ранових покриттів представлений 

фібробластами і кератиноцитами шкіри дорослої людини, а також фетальними 

клітинами (фібробласти та мезенхімальні стовбурові клітини), що мають 

високий проліферативний потенціал. Такі штучні біоконструкції служать, 

зазвичай, як тимчасові покриття, що забезпечують пошкоджену шкіру 

біологічно активними речовинами і стимулюють регенерацію власних тканин 

пацієнта. 

В залежності від структурного моделювання шарів шкіри виокремлюють 

дермальні, епідермальні та дермо-епідермальні біоконструкції. Існують постійні 

і тимчасові ранові покриття, створені із штучних і натуральних компонентів, а 

також комбіновані [2,3]. Як показала клінічна практика використання 

біотехнологічних ранових покриттів, що містять імобілізовані клітини людини, 

призводить до скорочення строків перебування пацієнтів у лікарні, підвищення 

ефективності аутодермопластики і забезпечення бар’єрної функції. 

Слід відзначити, що останнім часом все більше уваги приділяється 

стовбуровим клітинам, особливо мезенхімальним стовбуровим клітинам (МСК) 

або мультипотентним мезенхімальним стромальним клітинам (ММСК), що 

здатні диференціюватись у різні типи тканин, продукуючи комплекс ростових 

факторів і цитокінів [4-6], а останнім часом також певним структурним 

елементам і продуктам клітинного походження [7,8]. 

Хоча у світовій практиці вже існує ряд комерційно доступних еквівалентів 

шкіри на основі колагену, що вже пройшли клінічні випробовування і 

використовуються в клініці (наприклад, дермальні замінники шкіри EZ Derm (з 

використанням колагену свиней) і Terudermis (використовується денатурований 

колаген великої рогатої худоби), дермо-епідермальні замінники шкіри Apligraf і 

OrCell (використовується гель з колагену типу I великої рогатої худоби), проте в 

Україні ці замінники шкіри є недоступними, як через їх високу вартість, так і 

через відсутність виробництва на території країни. 

Як приклад можна навести відомий композиційний еквівалент живої 
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шкіри, який включає дермальний пористий шар колагену, шар безпористого 

колагену і епідермальний шар культивованих кератиноцитів на шарі 

безпористого колагену; при цьому дермальний шар містить пористу колагенову 

губку, у складі якої знаходяться культивовані фібробласти [2]. Безпористий 

колаген виробляється з колагену типу 1, колагену типу 3 або їх сумішей (патент 

Російської Федерації №2135191, МПК6 А61К35/36, опублікований: 

27.08.1999 р.). Недоліком згаданого замінника шкіри є те, що він дорогий та 

складний у виготовленні. 

Також відомим є еквівалент шкіри, що є матрицею, яка складається з білків 

позаклітинного матриксу і містить клітини мезенхіми всередині та епідермальні 

клітини (базальні стовбурові кератиноцити) на своїй поверхні [2]. Обидва типи 

клітин знаходяться у стадії активного росту (патент Російської Федерації № 

2342164, МПК6  A61L27/60, A61K35/36, C12N5/08, опублікований: 

27.12.2008 р.). Цей замінник шкіри також є дуже дорогим і складним у 

виготовленні та використанні. 

В цілому за кордоном розробляються і використовуються різноманітні 

еквіваленти шкіри, які містять клітини, але вони надто дорогі і практично 

недоступні для пацієнтів України. Це зумовило спрямування нашого проєкту на 

розробку нових еквівалентів дерми, які мають покращені експлуатаційні 

властивості, а саме: виготовлені на основі природних недорогих матеріалів з 

використанням клітинних компонентів та їх похідних, ефективні при лікуванні 

опікових ран й інших уражень шкіри, безпечні для організму. 

Раніше нами було досліджено перші експериментальні дермальні покриття 

з включенням клітинного компоненту для лікування опіків на основі 

природного матеріалу, колагену великої рогатої худоби, і штучного матеріалу, 

поліакриламіду [2,9]. Отримано результати попередніх досліджень 

ефективності експериментальних зразків еквівалентів дерми, які були 

апробовані на обмеженій групі пацієнтів з опіковою хворобою в умовах 

стаціонару (Центр термічних опіків і пластичної хірургії Київської міської 

лікарні № 2) [2,9]. В цих дослідах ранові покриття, що містили клітини, 

наносили на поверхню опікової рани протягом 2 діб, після чого на поверхню 
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рани здійснювали аутотрансплантацію перфорованих шкірних 

трансплантантів. Порівняння проводили з групою пацієнтів, які до проведення 

аутотрансплантації отримували лікування за класичною схемою без 

використання раневих покриттів. 

Отримані результати свідчили про наявність сприятливого впливу аплікації 

досліджуваних зразків еквівалентів дерми на розвиток опікового процесу, що 

проявлялось у стимуляції регенерації дермального шару шкіри і епітелізації, 

полегшенні стану опікового хворого і підвищенні ефективності приживлення 

аутотрансплантатів (100%). Ефект досліджуваних біоконструкцій на перебіг 

захворювання, ймовірно, пов'язаний з частковою абсорбцією токсичних 

продуктів розпаду клітин та сприятливим впливом біологічно активних 

речовин, секретованих клітинами, що входять до складу біоконструкцій, на 

регенерацію дермального шару шкіри пацієнтів. 

В подальшому ми перевірили вплив на загоєння ран культуральних 

середовищ, кодиційованих клітинами різного типу і визначили, що 

найефективнішим компонентом дермального покриття є безклітинне 

середовище (БКС-4BL), що містить комплекс біологічно активних речовин, 

синтезованих стовбуровими клітинами оригінальної лінії 4BL [10-15]. При 

дослідженні лікувального ефекту досліджуваних препаратів встановлено, що 

статистично достовірні ефекти (ефективне та/або пришвидшене заживлення 

опікових ран у мишей) спостерігались також при використанні гелевих сумішей 

з включенням фібробластів шкіри, які є значно дорожчими у культивуванні і 

практичному використанні. 

Отже, найефективнішим серед досліджених БКС (БКС-Е8, БКС-А-102, 

БКС-4BL) виявився препарат на основі культурального середовища, 

кондиційованого клітинами 4BL [13-15]. Цей препарат відзначався також 

бактерицидним впливом щодо деяких типових для опікових ран патогенів. 

Фактичні дані свідчили на користь припущення, що культури клітин є 

продуцентами біологічно активних речовин (ростових факторів і цитокінів), які 

стимулюють загоєння опікових ран і регенерацію шкіри [13-15]. 

На експериментальних моделях з використанням тварин (миші, криси) 
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нами встановлено, що клітинні ксенотрансплантанти є ефективними 

препаратами при лікуванні термічних опіків IIIb ступеню [2,13-15]. Також 

показано високу ефективність безклітинних препаратів, що містять комплекс 

біологічно активних речовин, секретованих клітинами у процесі своєї 

життєдіяльності in vitro. 

Використання клітинних культур як продуцентів комплексу біологічно 

активних речовин має певні переваги перед клітинною трансплантацією: 

зниження собівартості препарату, спрощення технології зберігання та 

використання препарату, полегшення контролю безпеки препарату, зокрема 

запобігання контамінації патогенами, полегшення стандартизації технології 

отримання препарату, усунення необхідності вводити до складу препарату 

кріопротектори, виключення потенційних ризиків, пов’язаних з 

трансплантацією культивованих клітин. 

Всі розглянуті дані вказували на перспективність застосування таких 

біоконструкцій, що містять клітинний компонент, у складі комплексної терапії 

опікової хвороби і доцільність проведення їх доклінічних досліджень на 

модельних тваринах, а в майбутньому - клінічних випробувань. Оскільки ще не 

створено ідеальних замінників шкіри, зусилля багатьох дослідників спрямовані 

на вирішення цього завдання. У цьому напрямку принципово важливим є 

застосування нових підходів і матеріалів. На нашу думку, таким новим  

підходом є створення еквівалентів дерми, що включають як БКС [13-15], так і 

фармацевтичний композит (препарат ізатізон та цитокін EMAP II) з 

антивірусними та імуномодулювальними властивостями [16,17]. 

А.І. Потопальський із співавторами у 1980 р. винайшли  унікальний 

розчинник для метисазону, в результаті чого і був отриманий препарат ізатізон. 

Широко відома антивірусна та імуномодулювальна дія препарату ізатізон, що 

достатньо детально висвітлено в монографії [16]. Ізатізон - комплексний 

препарат, до складу якого входять речовини, що застосовуються як самостійні 

засоби у медичній практиці, а саме метисазон (марборан), диметилсульфоксид 

(димексид) і поліетиленгліколь з молекулярною масою 400. Ізатізон, як і 

метисазон має широкий спектр противірусної дії, проте, що дуже важливо, 
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ізатізон в 20-100 разів ефективніший від метисазону і не проявляє токсичної 

дії. ЛД50 за внутрішньочеревного введення щурам – 13,9 – 45,0 мг/кг, мишам – 

11,4 – 32,4 мг/кг, а за ентерального 133,0 -319,0 мг/кг та 25,0 -47,0 мг/кг 

відповідно. Щоденне 30-кратне внутрішньочеревне застосування ізатізону в 

дозах, які дорівнюють1/10 – 1/16 ЛД50, не викликало ускладнень та 

патоморфологічних змін. 

Ендотеліальний та моноцитактивуючий поліпептид ІІ (ЕМАР ІІ) є 

цитокіном, що здатний проявляти антиангіогенну дію, індукувати експресію 

TNF (фактору некрозу пухлин) та інтерлейкіну-8, спричиняти апоптоз 

ендотеліальних клітин. Протипухлинна дія EMAP  II експериментально 

показана на різних типах пухлин. Останні дослідження показали, що EMAP II 

спричиняє дозозалежне інгібування проліферації клітин та ініціює апоптоз 

лімфоцитів, які є мішенями цитотоксичної активності EMAP II. У високих 

дозах проявляється його антиангіогенний вплив та властивості, що протидіють 

росту пухлинних тканин: підвищення рівня апоптозу ракових клітин, 

прокоагулятивна активність та ін. [17]. В нашому проєкті ЕМАР ІІ буде 

використовуватись для координації судинного росту і підсилення імунного 

нагляду. 

Таким чином, незважаючи на наявність за кордоном еквівалентів шкіри 

(комерційні продукти), в тому числі таких, що містять клітини людини, вони є 

надто дорогими і практично не доступними для пацієнтів України. До того ж, 

немає таких продуктів, які б задовільняли всі потреби пацієнтів і були б 

універсальними при лікуванні опіков різного генезу. Отриманий нами досвід 

роботи з використанням стовбурових клітин, а також культуральних середовищ, 

кондиційованих клітинами при виготовленні біотехнологічних ранових 

покриттів, вказував на перспективність застосування останніх. 
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2.МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

Основні обєкти досліджень: еквіваленти дерми з включенням клітинного 

компоненту (комплекс біологічно активних речовин, синтезованих 

стовбуровими клітинами) і фармацевтичного композиту (препарат ізатізон та 

цитокін  EMAP II); модельні миші сублінії ICR-IMBG. 

Основні методи, що використовувались в даній роботі: культуральні 

методи з використанням стовбурових клітин in vitro та досліди на модельних 

тваринах in vivo. Також застосовуються патофізіологічні, біохімічні, 

статистичні методи, клінічний аналіз крові піддослідних тварин. 

На першому етапі науково-дослідної роботи було передбачено виконання 

декількох підготовчих завдань, пов’язаних з удосконаленням нової біотехнології 

та напрацюванням дослідних зразків окремих біологічно активних компонентів 

та їх комплексів, що використовуютьмя при виготовленні дермальних 

покриттів. На цьому етапі ми використовували методи клітинної біології, 

головним чином, культуральні, в тому числі МТТ-тест на проліферацію і 

метаболічну активність клітин, а також різноманітні методи, пов’язані з 

приготуванням гелевих сумішей з включенням БКС, препарату ізатізон і 

рекомбінантного цитокіну EMAP II. 

Головним завданням було напрацювання і оцінка активності дослідних 

зразків біологічно активних компонентів нових еквівалентів дерми та їх 

комплексів і порівняльний аналіз їх ефективності in vivo. С цією метою 

проводилось культивування стовбурових клітин людини оригінальної лінії 4BL 

in vitro та напрацювання відповідних культуральних середовищ, 

кондиційованих цими клітинами (БКС-4BL). 

Приготування БКС. Для створення дермального препарату як клітинний 

компонент використовували культуральне середовище (БКС), кондиційоване 

клітинами людини оригінальної лінії  4BL, що отримана із периферійної крові 

здорового донору [12]. Це мезенхімальні стовбурові клітини (МСК) або 

мультипотентні мезенхімальні стромальні клітини (ММСК), виділені з 

периферійної крові здорового донора за допомогою методу (know-how), який 
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розроблено в нашій лабораторії. Клітини культивували як моношарові 

культури в стандартному ростовому середовищі DMEM-High Glucose (фірма 

„PAA”, Австрія), що застосовується для культивування широкого спектру 

клітин, з додаванням 10% ембріональної сироватки великої рогатої худоби. 

Клітини лінії 4BL охарактеризовано детально з використанням низки 

методів клітинної і молекулярної біології (проточної цитофлуориметрії, 

звичайної ПЛР та кількісної РТ-ПЛР, аналізу на здатність до мультипотентного 

диференціювання in vitro, а також шляхом визначення проліферативного індексу 

та колонієутворювальної активності). Імунофенотипування клітин 4BL та їх 

здатність до диференціювання свідчать про те, що вони є стовбуровими 

клітинами негемопоетичного ряду, а саме - мезенхімальними стовбуровими 

клітинами (МСК) з фенотипом CD73+, CD105+ CD34-, CD45-, CD90. 

Для створення дермального препарату використовували безклітинні 

середовища (БКС), кондиціоновані клітинами. Для отримання кондиціонованих 

середовищ використовували середовище DMEM-High Glucose без додавання 

сироватки. На другу добу після висіву клітин ростове середовище замінювали 

на безсироваткове. Клітини культивувалі протягом доби для отримання 

кондиційованого середовища, що містить продукти їхньої життєдіяльності. 

Зливали середовище, кондиціоноване клітинами, і центрифугували для 

видалення неприкріплених клітин. 

Заготовка кріоконсервованих зразків клітинних суспензій і БКС для 

тривалого зберігання та проведення дослідів. Серії аліквот клітинних 

суспензій були попередньо приготовані, заморожені і зберігалися при 

температурі -80ºC для подальшого використання  в експериментах. При 

проведенні дослідів на тваринах кожного дня розморожували одну аліквоту. 

Після осадження клітин центрифугуванням і заміни спеціального середовища 

для кріоконсервації на середовище DMEM-High Glucose без сироватки, клітини 

ресуспендували. Після вичерпання серії аліквот клітинних суспензій в 

експериментальній роботі клітинні субкультури знову культивували, 

напрацьовували і кріоконсервували для подальшої експериментальної роботи. 

Безклітинне кондиціоноване середовище (БКС) також розподіляли на 
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аліквоти, заморожували і зберігали в умовах звичайного морозильника при -

20 оС або в умовах кельвінатора при -80 оС. Для використання в експериментах 

аліквоти розморожували. 

Отримання комплексних препаратів БКС+ізатізон+EMAP II. З метою 

вивчення терапевтичної ефективності і можливої токсичної дії отримували 

комплекси біологічно активних компонентів, тобто змішували діючі чинники: 

культуральне середовище (негативний контроль) або кондиційоване клітинами 

культуральне середовище (БКС) з фармацевтичним композитом (препарат 

ізатізон та рекомбінантний цитокін EMAP II) безпосередньо перед введенням в 

організм. 

Як розчинник слугувале стандартне середовище DMEM-High Glucose 

(PAA), яке застосовується для культивування широкого спектру клітин. 

Використання саме цього середовища як розчинника було обране нами, 

оскільки ми вважаємо, що багатий склад культурального середовища, по-перше, 

позитивно впливає на загоєння ран, по-друге, використовується як розчинник 

для фармакологічних препаратів, і, по-третьє, позитивно впливає на 

життєздатність клітин. 

В експериментах з вивчення гострої і субхрогічної токсичності для 

приготування комплексів біологічно активних компонентів використовували 

фізіологічний розчин. 

Утримання експериментальних тварин. В експериментах з вивчення 

гострої і субхрогічної токсичності для приготування комплексів біологічно 

активних компонентів використовували фізіологічний розчин. В доклінічних 

дослідженнях використані тварини (білі лабораторні миші обох статей, сублінії 

ICR-IMBG), вирощені у віварії Інституту молекулярної біології і генетики. 

Тварини утримувалися на стандартному раціоні згідно з «Стандартних 

правил по впорядкуванню, обладнанню і утриманню експериментальних 

біологічних клінік (віваріїв)». 

Всі роботи з тваринами проводили у відповідності з Законом України від 

21.02.2006  № 3447-IV «Про захист тварин від жорстокого поводження » і у 

відповідності з етичними нормами і правилами роботи з лабораторними 
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тваринами [18]. 

По закінченню експерименту тварин умертвляли гуманним методом при 

мінімальних фізичних і психологічних стражданнях. Тварин умертвляли 

методом цервікальної дислокації. 

Всі тварини, які були відібрані для експерименту, піддавалися 

ветеринарному огляду, акліматизації протягом 5 днів, після чого розділені 

методом рандомізації на групи, пронумеровані і помічені відповідним чином. 

В приміщенні для утримання тварин підтримувались наступні умови: 

температура – 20-24°C, вологість – 30-60%, 18-ти годинний світловий день. 

Мишам згодовували стандартний корм для лабораторних тварин. 

Відпрацювання методики утворення опіків  IIIb ступеню з 

використанням дослідних тварин (мишей). На першому етапі як модель 

травматичних уражень шкіри в експериментах на піддослідних тваринах (лінії 

BalbC) використовувались термічні опіки IIIb ступеню. Тварини утримувалися 

на стандартному раціоні згідно з документом «Стандартні правила по 

впорядкуванню, обладнанню й утриманню експериментальних біологічних 

клінік (віваріїв)». 

Як вже відзначалось, всі роботи з тваринами проводилися у відповідності з 

законом України від 21.02.2006 №3447-IV «Про захист тварин від жорстокого 

поводження» і у відповідності з етичними нормами і правилами роботи з 

лабораторними тваринами [16]. 

Моделювання опікової хвороби у мишей здійснювали наступним чином. 

Миші лінії ICR, самці масою ≈30 г, віком 3 місяці піддавалися премедикації (0,2 

мг/кг 2% розчину ксилазину гідрохлориду внутрішньом’язово). Після введення 

препарату і настання проявів заспокійливого ефекту препарату тваринам 

повільно інтраперитонеально вводили 1% розчин натрію тіопенталу з 

розрахунку 60 мг/кг маси тіла тварини. Після повного розвитку стану наркозу 

на каудальній частині спини видаляли шерстний покрив та наносили термічний 

опік ІІІb ступеню за допомогою металевої пластини 0,5х0,5 см, нагрітої до ≈200 
0С. Тваринам забезпечували перебування в теплі (28-300С) до повного виходу з 

наркозу. 
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В перших дослідах дермальні еквіваленти накладали на всю поверхню 

опікової рани та прилягаючі ділянки неураженої шкіри; біоконструкції 

фіксували до неураженої шкіри за допомогою клею медичного БФ-6. Під дією 

температури тіла гель, що містить клітини, поступово розплавлявся, а мембрана 

прилягала до поверхні рани. Тривалість аплікації становила 8 годин. В 

контрольній групі тварин жодної обробки опікової рани не проводили. 

Чисельність кожної контрольної та дослідної групи становила 5-6 тварини. 

В подальшому замість дермальних покриттів «матрикс-гель-клітина» 

використовували пластичні гелеві суміші, які не потрібно приклеювати до 

опікових ран мишей. Всім тваринам здійснювали щоденну обробку поверхні 

рани одним з препаратів на основі м’якого гелю. В контрольній групі гель 

готували на основі живильного середовища DMEM. Здійснювалась щоденна 

фотофіксація поверхні рани з наступним вимірюванням площі рани за 

допомогою програмного забезпечення ScionImage 4.0.2 beta. Результати 

піддавалися статистичній обробці методами одно-та двофакторного 

дисперсійного аналізу за допомогою програмного забезпечення Origin8.1. 

Визначення гострої токсичності. Метою експеримента було визначення 

максимально переносимої дози досліджуваного препарату, що викликає 

токсичні зміни в організмі тварин. 

Для визначення гострої токсичності використовувалась стандартна 

методика fixed dose procedure, описана у рекомендаціях OECD. Препарат в 

кожній послідовній досліджуваній дозі (10 мл/кг, 20 мл/кг, 25 мл/кг) було 

введено одній тварині; загальний стан тварини фіксувався відразу після 

введення, протягом перших 15 хвилин проводилося безперервне 

спостереження, після чого тварину спостерігали кожні 5 хвилин протягом 

наступних 15 хвилин, і що 15 хвилин протягом наступних 5 годин. В ході 

спостереження фіксували зміни в рухливості тварин, вживанні їжі та води, а 

також в поведінці тварин в цілому; стан шерсті, слизових оболонок, очей, 

шкіри, наявність/відсутність виділень, наявність/відсутність діареї, 

наявність/відсутність нетипових вокалізацій, тощо. Періодичне спостереження 

проводили протягом всієї першої доби досліду, і щоденне – протягом 14 діб, 
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після чого здійснювали евтаназію тварини з наступною некропсією. У разі 

відсутності проявів токсичної дії дослідження повторювали із введенням 

наступної, більш високої дози препарату. Максимальну досліджувану дозу 

додатково вводили ще 4 тваринам. 

Для визначення ваги і приросту маси мишей проводили зважування тварин. 

Спостереження включали реєстрацію змін шкіри, очей, слизових оболонок. 

Дослідження субгострої або субхронічної токсичності. Визначення 

субгострої токсичності повторюваних доз препарату також здійснювалося 

згідно рекомендацій OECD. Препарат у досліджуваній дозі 25 мл/кг вводився 

інтраперитонеально групі з 10 самиць та 10 самців мишей сублінії ICR-IMBG 

віком 12-14 тижнів і масою 29-35 г (самиці) та 30-38 г (самці). Введення 

здійснювалося щоденно протягом 28 днів, 7 днів на тиждень. Контрольній групі 

тварин, що також складалася із 10 самиць та 10 самців того ж самого віку та з 

масою тіла в тих же межах, вводили розчинник. Спостереження за станом 

тварин здійснювалося щоденно; після завершення експерименту всі живі 

тварини були евтаназовані та було проведено некропсію. 

Патоморфологічні дослідження. Тварини, що загинули та тварини, після 

забою підлягали патоанатомічному і патоморфологічному дослідженню. Тварин 

умертвляли шляхом цервікальної дислокації. Після умертвління (загибелі) 

тварин проводили їх розтин і здійснювали макроскопічні обстеження і опис 

внутрішніх органів, також визначення відносної маси органів (головний мозок, 

щитовидна залоза, серце, легені, печінка, селезінка, нирки, у самиць – матка та 

яєчники4 у самців – пеніс, простата та сім'яники). Всі виявлені патологічні 

зміни реєструвалися і підлягали подальшому гістологічному дослідженню. Для 

максимального попередження аутолізу тканини одразу після забою тварини, 

вносили в 4% забуференого формаліну для фіксації. Зразки тканин було 

зафіксовано протягом 2 діб у 4% забуференому розчині формальдегіду, після 

чого ретельно промито водою і зневоджено шляхом проведення через висхідний 

ряд спиртів. 
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Етанол 70%об. 24 години 

Етанол 80%об. 24 години 

Етанол 96%об. 24 години 

Етанол абсолютний 24 години 

 
після чого парафінізовано за наступною схемою: 
 

Ксилол. 1 година 

Парафін І (580С) 24 години 

Парафін ІІ (580С) 24 години 

 

Парафінізовані зразки розміщено на підложках, зорієнтовано відповідним 

чином та залито свіжим парафіном. Підложки із залитими зразками швидко 

охолоджено та підготовано до нарізки з метою подальшого забарвлення та 

гістологічного аналізу. 

Парафінові зрізи товщиною 5-7 мкм виготовлювали на мікротомі, після 

чого депарафінізували шляхом проведення через ксилол та спирт: 

Ксилол І 5 хв 

Ксилол ІІ 5 хв 

Етанол 70%об. 3 хв 

Вода дистильована  3 хв 

 

Забарвлення гематоксилін-еозином здійснювали наступним чином: на 

вологі депарафінізовані препарати крапельним способом наносили 

гематоксилін Бьомера на 30-60 с з наступним промиванням проточною водою 

до просвітення препаратів та проміжним мікроскопічним контролем. При 

надлишковому забарвлені препарати диференціювали в підкисленому розчином 

HCl спирті. Далі препарати переносили в розчин еозину на 3-5 хв, промивали 

дистильованою водою, здійснювали наступний проміжний мікроскопічний 

контроль та коригували забарвлення в разі потреби. Правильно забарвлені 

препарати зневоджували проведенням через спирт та ксилол: 
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Етанол 90%об. 1-3 хв 

Етанол 96%об. 3 хв 

Ксилол 5 хв 

, після чого наносили бальзам та накладали накривне скельце. 

Гістологічні препарати аналізували при збільшенні х100 і х400. Дані 

гістологічного вивчення співставлялися з біохімічними і гематологічними 

показниками. 

Гематологічні дослідження. Гематологічні аналізи включали вивчення 

кількості еритроцитів і лейкоцитів, оцінку відсоткового вмісту різних типів 

лейкоцитів. 

Біохімічні дослідження сироватки крові. Біохімічні показники сироватки 

крові, що характеризують функціональний стан органів, проводилися за 

допомогою готових стандартних тест-наборів згідно методичних рекомендацій 

продуцента. 

 

Всі результати піддавалися статистичній обробці методами одно-та 

двофакторного дисперсійного аналізу за допомогою програмного забезпечення 

Origin 8.1. 

 



 23 
3. ЗМІСТОВНА ЧАСТИНА ЗВІТУ. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

3.1. Створення і напрацювання зразків нових еквівалентів дерми 

 

Характеристика окремих біологічно активних компонентів та їх 

комплексів для проведення подальших доклінічних досліджень in vivo. Як 

вже відзначалось, одним із основних завдань було напрацювання біологічно 

активних компонентів клітинного і фармакологічного походження і отримання 

зразків дослідних комплексів для проведення експериментів з вивчення їхньої 

терапевтичної дії та можливої токсичності. Використовувались копоненти, які  

складають основу нових еквівалентів дерми (дермальних покриттів або 

еквівалентів дермального шару шкіри). Розроблені нами еквіваленти дерми в 

повному вигляді являють собою біоконструкції на основі мембрани з 

натуральної або штучної сировини з нанесеним на їх поверхню гідрогелем, що 

містить БКС та фармакологічний композит. Детальний опис всієї біоконструкції 

не наводиться, оскільки ця розробка знаходиться в процесі патентування. 

У звітний період виконано таку роботу по даному підрозділу:  

1) Отримано і напрацьовано достатну кількість дослідних зразків 

біологічно активних компонентів дермальних покриттів для проведення 

експериментів на піддослідних тваринах з використанням: а) безклітинного 

середовища, кондиційованого клітинами оригінальної лінії 4BL (БКС-4BL), б) 

препарату ізатізон та в) рекомбінантного цитокіну EMAP II. Підібрані умови 

зберігання окремих компонентів еквівалентів дерми, які зазвичай змішуються ex 

tempore для отримання комплексних зразків, що використовуються для введення 

піддослідним тваринам. 

2) Отримано і заготовлено кріоконсервовані аліквоти клітинних матеріалів 

і БКС для проведення дослідів та тривалого зберігання, як описано вище в 

підрозділі «Об’єкти і методи досліджень» 

3) Заготовлено розчин препарату ізатізон. 

4) Виділено і очищено препарат рекомбінантного цитокіну EMAP II. 

5) Виготовлено комплекси біологічно активних компонентів. 
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Покращення терапевтичних якостей нових дермальних еквівалентів було 

досягнуто саме завдяки використанню комплексу біологічно активних речовин, 

синтезованих клітинами людини лінії 4BL [12]та фармакологічного композиту 

(відомий лікарський препарат ізатізон та цитокін EMAP II) [16,17]. Раніше за 

даними 2020 року було отримано характеристики лікарських препаратів 

ізатізона і EMAP II. 

Субстанцію ізатізону розчиняли в ДМСО та ПЕГ-400 (1:3), і так 

одержували лікарську форму препарату [16]. З метою розуміння дії  препарату 

проводили визначення розмірів та дзетта-потенціалу препаратів ізатізону. 

Вивчення проникнення  частинок  препаратів в клітину за допомогою методу 

лазерної конфокальної мікроскопії вказувало на те, що препарат стабільний і 

може використовуватись для подальших досліджень. 

Рекомбінантний білок ЕМАР ІІ експресовано в клітинах E. сoli BL21(DE3), 

що містили відповідну плазмідну ДНК - pET30a-ЕМАР ІІ [17]. Методи 

виділення і очищення рекомбінантного білка детально описані нами раніше. В 

цьому році було напрацьовано достатню кількість очищеного рекомбінантного 

білка. 

Оцінка ефективності дослідних зразків дермальних покриттів проводилась 

в експериментах на тваринах. З метою виокремлення потенційної терапевтичної 

дії живих клітин було досліджено такі окремі діючі чинники у складі геля: 

культуральне середовище (негативний контроль), БКС, препарат ізатізон, 

рекомбінантний цитокін EMAP II, а також комбінований варіант – суміш всіх 

цих компонентів. 

Отримання і особливості терапевтичної дії основного біологічно 

активного компоненту еквівалента дерми – БКС-4BL. У даному проєкті 

проведено і завершено аналіз терапевтичної ефективності препаратів на основі 

замороженого та ліофілізованого БКС. Раніше нами було показано стимуляцію 

процесів загоєння опікових ран на експериментальній моделі опікової хвороби у 

гризунів при лікуванні препаратами на основі комплексу біологічно активних 

сполук, синтезованих оригінальною культурою клітин 4BL. Це мезенхімальні 

стовбурові клітини (МСК) або мультипотентні мезенхімальні стромальні 
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клітини (ММСК), виділені з периферичної крові здорового донора за 

допомогою методу (know-how), який розроблено в нашій лабораторії. 

Ранозагоювальна активність культурального середовища (БКС-4BL) 

кондиційованого клітинами 4BL була вищою, ніж у аналогічних дериватів 

стовбурових клітин іншої установленої лінії (оригінальна лінія ембріональних 

гермінативних клітин людини Е8) та лінії фібробластів людини А-102 [19]. До 

недоліків згаданого препарату (БКС-4BL) належить необхідність зберігання за 

низьких (-80С) температур, що накладає певні обмеження на його оперативне 

використання в умовах клініки. Як можливий спосіб розв'язання цієї проблеми, 

ми запропонували ліофілізацію препарату. 

Загалом напрацьвано достатню кількість зразків БКС-4BL для подальшого 

проведення доклінічних досліджень, як описано в розділі «Матеріали і методи». 

Безпосередньо перед проведенням дослідів змішували всі підготовлені 

біологічно активні компоненти БКС-4BL, ізатізон і цитокін ЕМАР ІІ. Даний 

комплекс був обраний тому, що раніше було показано, пришвидшене загоєння 

опікових ран саме при використанні цього біологічно активного комплексу. 

Отже, покращення терапевтичних якостей нових дермальних еквівалентів 

було досягнуто завдяки використанню: а) комплексу біологічно активних 

речовин, синтезованих клітинами людини лінії 4BL [10], б) природних і 

синтетичних матриксів (гідрогелі і мембрани-носії), що дозволені для 

використання в медицині; в) композиту відомого лікарського препарату 

ізатізону та цитокіну EMAP II. 

Далі передбачалося проведення досліджень терапевтичної ефективності та 

можливої гострої та субхронічної (субгострої) токсичності комплексу 

біологічно активних компонентів нових еквівалентів дерми. Очікувалось 

отримати наукові дані стосовно безпечності гострого введення комплексу 

біологічно активних компонентів еквівалентів дерми в організм піддослідних 

тварин, а також - щодо безпечності тривалого впливу досліджуваного комплексу 

на організм. 

Отримання пластичних гелевих сумішей з включенням клітинних 

компонентів або їхніх похідних. Забеспечення надійної фіксації клітинної 
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суспензії на рановій поверхні може бути досягнено за рахунок того, що 

клітини будуть іммобілізовані на поверхні плівкоподібного еквівалента шкіри 

або розподілені у м’якій фармацевтичній формі типу мазі. На нашу думку, 

мазеподібні субстанці мають певні переваги для закриття раневих поверхонь: а) 

зручність їх застосування у випадку, коли опікова рана займає поверхню тіла зі 

складною формою; б) можливість вільно контролювати товщину нанесеного 

шару мазі, наслідком чого буде контроль кількості біологічно активних речовин 

в перерахунку на одиницю площі поверхні рани; в) можливість за бажанням 

лікаря або пацієнта зменьшувати кількість мазі на одиницю площі раневої 

поверхні у певних випадках (наприклад, коли виникає брак необхідних речовин 

внаслідок того, що лікування проводиться на базі малих медичних пунктів з 

невеликим запасом лікарських речовин, або внаслідок великої кількості 

пацієнтів в опіковому центрі). 

Раніше нами використовувався 10% розчин желатини для вироблення 

дермальних препаратів, що включають клітини, для досліджень на модельних 

тваринах з термальними опіками [9]. Порівняння впливу двох гідрогелів на 

життєздатність клітин 10% водного розчину желатини і 1,5% розчину карбополу 

в культуральному середовищі DMEM-HighGlucose (PAA) показало, в обох 

випадках життєздатність клітин була високою, на рівні 90-95%. Для подальших 

досліджень було обрано карбопол (інша назва – карбомер), оскільки відомо, що 

він не підтримує розмноження мікроорганізмів (на відміну, наприклад, від 

колагену або желатину) і широко використовується у медицині для створення 

лікувальних мазей та інших лікарських препаратів, тобто, не потребує окремої 

сертифікації для клінічного використання. 

У звітний період нами відпрацьовано методику отримання сумішей 

карбополу з БКС. У даній роботі використовували карбопол марки 980. 

Концентрація карбополу в розчині, який готувався для використання у дослідах, 

була 3%. Як розчинник використовувалося стандартне середовище DMEM-

High Glucose (PAA), яке застосовується для культивування широкого спектру 

клітин. Використання середовища як розчинника було обране нами, оскільки ми 

вважаємо, що багатий склад культурального середовища, по-перше, буде 
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позитивно впливати на загоєння ран, які будуть лікуватися за допомогою 

гідрогелю, і, по-друге, буде позитивно впливати на життєздатність клітин на 

поверхні опікової рани. 

Одержання та фізико-хімічне вивчення препарату ізатізон. Субстанцію 

ізатізон розчиняють в ДМСО та ПЕГ-400 (1:3) і так одержують лікарську форму 

препарату [14]. З метою розуміння дії  препарату проводили визначення 

розмірів та дзетта-потенціалу препаратів ізатізону. Дзетта-потенціал - це 

електричний потенціал  між краями дифузного шару іонів в рідині, що оточує 

заряджену колоїдну частку або поверхню макроскопічного твердого тіла. 

Дзетта-потенціал виникає в результаті накопичення електричних зарядів на 

межі розподілу твердої і рідкої фаз. В результаті цього на фазовій межі 

утворюється подвійний електричний шар. На величину дзетта-потенціалу 

впливають властивості поверхні твердої речовини й оточуючої її рідини. Тому 

його значення є індикатором поверхневого заряду твердої фази і 

характеристикою поверхні розподілу фаз. Розмір і форму препарату ізатізону 

визначали за допомогою методу динамічного розсіяння світла. Частки 

аналізували у водному середовищі, яке дозволяє визначати розміри по висоті і 

ширині, метод за яким розраховувався коефіцієнт дифузії для групи частинок по 

автокореляційній функції. 

Стабільність препаратів є важливим  параметром для клінічного 

застосування. Якщо в препаратах є агрегати, це зашкоджує застосуванню їх в 

клініці in vivo, тому, як правило, проводять обробку препарата фізичними 

методами, ультразвуковою диспергацією, центрифугуванням, фільтрацією або 

методом динамічного розсіяння світла, і визначають розмір і форму наночасток 

препаратів. У воді розмір часточок ізатізону через тиждень складав – 775 нм, у 

ДМСО – 148,0 нм. Дзета-потенціал наночасток препарату визначали в аналізі на 

поверхні твердого тіла. Значення дзета-потенціал наночасток препарату 

ізатізону (на 7-й день) відповідає – -4,1. Вивчення проникнення  частинок  

препаратів в клітину за допомогою методу лазерної конфокальної мікроскопії 

вказують на те, що препарат стабільний і може використовуватись для 

подальших досліджень. Дані представлені в таблиці 1. 
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Таблиця 1.  
Фізико-хімічні характеристики частинок ізатізону 

 

Розміри частинок, нм Заряд, 
мв 

Н2О ДМСО Н2О № п/п Комплекси 

10.06 17.06 10.06 17.06 10.06 17.06 

1.  ізатізон 
(р-р ДМСО/ПЕГ 1/3) 1718,0 775,0 748,0 148,0 -20,9 -4,1 

 

Одним з перспективних і активних напрямів, що розвиваються у сучасній 

клітинній біології, є розробка і застосування флуоресцентних барвників, що 

фотоактивуються (ФФК), мають селективні властивості фарбування тканин, 

клітин і субклітинних органел тварин. Такі барвники забезпечують надвисокий 

оптичний дозвіл у біологічній мікроскопії. Було досліджено новий ФФК - 

похідного родаміну, який забезпечує можливість фарбування клітин і 

субклітинних структур. Новий ФФК-813 був синтезований в 2009 р. В.Н. 

Бєловим і співробітниками (Макс-Планк-Інститут біофізичної хімії, м. 

Геттінген, Німеччина) і запропонована схема фотоактивації ФФК (рис. 3.1). 
 

 

Рис. 3.1. Проникнення частинок препарату ізатізон в клітини МДСК, 

виявлене за допомогою фотоактиватора ФФК-813. 1 – клітини MDSK до фото 

активації: 2 – клітини MDSK після фото активації; 3 – клітини MDSK 

пофарбовані Hoechst;  4, 5, 6 – проникнення частинок ізатізону в клітини 
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Деякі дані свідчать про незначну токсичність ізатізону і широкий спектр 

його терапевтичної дії, що вигідно відрізняє цей препарат від інших аналогів та 

дозволяє рекомендувати його для клінічного вивчення і використання при 

вірусних і мікробно-вірусних захворюваннях як засіб специфічної та 

імуномодулювальної дії [16]. 

Таким чином, за представленими даними препарат ізатізон може бути 

використаний для досліджень в даному проєкті. 

Отримання рекомбінантного цитокіну EMAP II. Рекомбінантний білок 

ЕМАР ІІ експресовано в клітинах E. сoli BL21(DE3), що містили відповідну 

плазмідну ДНК - pET30a-ЕМАР ІІ [17]. Одиничні колонії клітин E. 

coliBL21(DE3) інокулювали в 5 мл середовища LB, що містило антибіотик 

канаміцин, концентрацією 30 мкг/мл, і культивували при +37 °С, 120 об/хв 

впродовж ночі. У 500 мл свіжого середовища LB з канаміцином, інокулювали 5 

мл нічної культури і інкубували за тих самих умов до моменту досягнення 

оптичної густини A600 = 0,5-0,6 в.о. Індукцію експресії білка проводили шляхом 

додавання до клітинної культури ізопропіл-тіо-β-галактопіронозиду, кінцева 

концентрація якого в клітинній культурі складала 1,25мМ. Культуру додатково 

інкубували протягом 4,5 годин при +37 °С, 120 об/хв. Після цього клітини 

осаджували шляхом центрифугування при 4000 об/хв, протягом 20 хв, 

супернатант видаляли, клітинний осад заморожували при -20оС. 

Заморожений клітинний осад розморожували на льодяній бані, 

ресуспендували в 10 мл буферу для лізису (50 мM NaPh, pH 8,0, 500 мM NaCl, 

10 мM імідазол, 5 мM β-меркаптоетанол, 56 мкг/мл лізоцим) та проводили 

дезінтеграцію клітин шляхом ультразвукового озвучування (одинадцять 

розрядів по 10 с, 200-300 Вт). Лізат освітлювали шляхом центрифугування 

при 13000об/хв протягом 30 хв при +4oC. 

Рекомбінантний білок очищували за допомогою афінної хроматографії на 

Ni-NTA агарозі (Qiagen, Німеччина). Супернатант наносили на Ni-NTA агарозну 

колонку, врівноважену буфером для лізису, та інкубували при помішуванні при 

+4оС протягом 60 хв. Після цього колонку промивали десятьма об’ємами буферу 
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для промивки (50 мM NaPh, pH 8,0, 500 мM NaCl, 20 мM імідазол, 5 мM β-

меркаптоетанол). Білки, зв’язані з колонкою, елюювали 5 об’ємами буферу для 

елюції (50 мM NaPh, pH 8,0, 150 мM NaCl, 200 мM імідазол, 5 мM β-

меркаптоетанол). Чистоту білків визначали за допомогою ПААГ в 

денатуруючих умовах, і вона становила ~98%. Фракції, у яких було виявлено 

білок, об'єднали і поставили на діаліз проти 300 мл буферу для діалізу (50мМ 

натрій-фофатного буферу рН 8,0, 150мМ NaCl) впродовж 20 год. при +4оС. 

Вектор рЕТ30а містить 6His-tag та сайт розщеплення ентерокіназою 

DDDDK↓. Для відщеплення константної N-кінцевої амінокислотної 

послідовності, що кодується вектором рЕТ30а використовували ентерокіназу з 

використанням стандартної методики виробника (New England Biolabs) та 

додатково очищали на  колонці з Ni-NTA агарозою та діалізували описаними 

вище методами. 

Концентрацію білка визначали спектрофотометричним способом по 

поглинанню світла при довжині хвилі 280 нм (А280) з урахуванням довжини 

оптичного шляху (L) і коефіцієнта екстинкції білка (ε280) за законом Ламберта-

Бугера-Бера. Молярний коефіцієнт екстинкції при 280 нм (ε280 = 8730M-1см-1) та 

масовий коефіцієнт (А280 (1 мг/мл) = 0.375) розраховували з амінокислотної 

послідовності ЕМАР ІІ (інструмент ProtParam, ExPASy, Swiss Port) і 

використовували для визначення концентрації рекомбінантного білка. 

Електрофорез отриманого білка та клітинних і субклітинних лізатів 

проводили у 15 % ПААГ в денатуруючих умовах за Леммлі. До досліджуваних 

зразків додавали 1/4 об’єму буфера для зразків (500 мМ трис-НС1, рН 6,8; 2 % 

додецилсульфату натрію; 5 % 2-меркаптоетанолу; 0,1 % бромфенолового 

синього). Зразки прогрівали (5 хв, 95 ºС) і наносили на гель. Після 

електрофорезу гелі фарбували 0,2 % Coomassie brilliant R-250 в суміші 45 % 

етанол та 10 % оцтова кислота упродовж ночі при кімнатній температурі, або 

30–60 хв при температурі 90 ºС. Надлишок фарби відмивали буфером, що 

містив 10 % оцтової кислоти та 5 % етанолу при перемішуванні до появи чітких 

білкових зон. В результаті отримували високочищений білок EMAP II, який 

використовували в біомедичних дослідженнях. 
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Рис. 3.2. Електрофоретичний контроль чистоти білка ЕМАР ІІ (15%-ий 

розділяючий гель). 1 - рекомбінантний білок ЕМАР ІІ; 2 - ЕМАР ІІ після 

розщеплення ентерокіназою; 3 - білковий маркер (лізоцим, ЕМАР ІІ, 

овальбумін, бичачий сивороточний альбумін) 

 

На рис. 3.3 представлено спектр поглинання світла рекомбінантним 

цитокіном ЕМАР ІІ, який додатково підтверджує високу ступінь чистоти 

отриманого білка та відсутність в препараті домішок нуклеїнових кислот. Також 

представлено спектр інтенсивності флуоресценції ЕМАР ІІ при довжині хвилі 

280 нм, при якій поглинають світло Tyr та Trp, та спектр при довжині хвилі 296 

нм, при якій поглинає лише триптофан. Максимум емісії флуоресценції даних 

спектрів вказують на нативність структури рекомбінантного білка. 

Нанокомпозитний комплекс ЕМАР ІІ не виявляє вираженої токсичної дії на 

організм мишей лінії Balb/c і не впливає суттєво на стан і поведінку тварин [17]. 

Отже, він може бути використаний в даному дослідженні. 
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  а)                                                  б) 

Рис. 3.3. Спектр поглинання світла білком ЕМАР ІІ (а) та характеристика 

триптофанової флуоресценції білка ЕМАР ІІ (б). 1. емісія флуоресценції білка 

ЕМАР ІІ при λEx=280 нм, 2.емісія флуоресценції білка ЕМАР ІІ при 

λEx=296 нм) 

 

3.2.Дослідження терапевтичної ефективності нових еквівалентів дерми 

 

Другим основним завданням було вивчення ефективності лікування 

травматичних уражень шкіри на моделі термічних опіків у піддослідних тварин 

з використанням досліджених нами еквівалентів дерми. 

У звітний період було: 1) відпрацьовано методику утворення опіків  IIIb 

ступеню з використанням піддослідних тварин (6 мишей у кожному варіанті, 

всього 5 варіантів або груп) та 2) проведено експеримент з визначення 

ефективності нових комбінованих еквівалентів дерми, нанесених на опікові 

рани модельних тварин (дослідна група), а також окремих компонентів (БКС, 

препарат ізатізон, цитокін EMAP II і суміш гідрогеля з культуральним 

середовищем) в контрольних групах (всього 4 групи). 

В дослідах на модельних тваринах всі біологічно активні компоненти були 

інкорпоровані в гідрогель карбопол медичного призначення, який 

використовувався як мазь. На першому етапі досліджень зразки еквівалентів 

дерми наносили на опікові рани піддослідних тварин як мазь, а на наступному 
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етапі заплановано мазь наносити на мембрани-носії, а останні - на ранові 

поверхні. Крім того, заплановане гістологічне дослідження тканин здорових 

тварин і щурів з опіковими ранами для вивчення їхньої дії на клітинні елементи 

вогнища запалення, аналіз клітинних показників крові, як неспецифічного 

показника запалення, так і загального стану тварин. 

При дослідженні лікувального ефекту досліджуваних чинників 

встановлено, що статистично достовірні ефекти (ефективніше та/або 

пришвидшене заживлення опікових ран у мишей) спостерігались при 

використанні комбінованих гелевих сумішей з включенням БКС 

(культурального середовища, кондиційованого стовбуровими клітинами 

оригінальної 4BL) та композиту (препарат ізатізон та цитокін EMAP II). 

В результаті створено новий біотехнологічний продукт, комбінований 

еквівалент дерми, який має покращені властивості: а) економічний; б) 

ефективний для лікування опікових ран та інших травматичних уражень шкіри 

завдяки присутності біологічно активних речовин, синтезованих стовбуровими 

клітинами людини, та фармакологічного композиту (препарат ізатізон та 

цитокін EMAP II) та в) ймовірно, безпечний для організму, так як окремі 

компоненти не мали власної токсичності. 

Новий біотехнологічний продукт, комбінований еквівалент дерми, поєднує 

оптимальні фізико-хімічні властивості носія (біосумісність, нетоксичність, 

еластичність, прозорість, адгерентність до поверхні рани, легкість накладення 

та усунення, здатність до адсорбції токсинів) зі сприятливою терапевтичною 

дією факторів росту та інших біологічно активних речовин, синтезованих 

клітинами, а також додатково введених лікарського препарату ізатізону та 

рекомбінантного білку EMAP II, що мають антивірусні та імуномодулювальні 

властивості, здатні впливати на ангіогенез і проліферацію клітин та інші 

процеси в організмі залежно від їхньої концентрації. 

Створення та дослідження терапевтичної ефективності препаратів на 

основі замороженого та ліофілізованого БКС. Раніше нами було підтверджено 

стимуляцію процесів загоєння опікових ран на експериментальній моделі in vivo 

опікової хвороби у гризунів при лікуванні препаратами на основі безклітинного 
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комплексу (БКС) біологічно активних сполук, синтезованих оригінальною 

культурою клітин 4BL. Це мезенхімальні стовбурові клітини (МСК) або 

мультипотентні мезенхімальні стромальні клітини (ММСК), виділені з 

периферичної крові здорового донора за допомогою методу (know-how), який 

розроблено в нашій лабораторії. Ранозагоювальна активність цих препаратів 

була вищою, ніж у аналогічних дериватів інших культур стовбурових клітин 

(оригінальна лінія фетальних гермінативних стовбурових клітин людини Е8) та 

встановленої культури фібробластів людини. До недоліків згаданого препарату, 

однак, належить необхідність зберігання за низьких (-80С) температур, що 

накладає певні обмеження на можливість оперативного використання його в 

умовах клініки. Як можливий спосіб розв'язання цієї проблеми, ми розглядаємо 

ліофілізацію препарату. 

Було отримано ліофілізовані препарати з використанням наступних 

наповнювачів: 1% бичачого сироваткового альбуміну (BSA) + 0,1% 

поліетиленгліколю PEG, 20 mg/ml декстрану та 5% полівінілпіролідону (PVP) 

(рис.3.4а). Всі три ліофілізати виявилися легкорозчинними (рис.3.4б), проте 

структура препаратів, отриманих за допомогою комбінації 

альбумін/поліетиленгліколь та декстрану була кращою. 

Проте залишалося відкритим питання: наскільки терапевтичні властивості 

цих сполук зберігаються в процесі ліофілізації. Тому було напрацьовано 

достатню кількість ліофілізатів з доданнят BSA/PEG та з доданням декстрану, і 

проведено дослідження їхньої терапевтичної активності на моделі опікової 

хвороби in vivo. Як негативний контроль, використовувалися тварини, що 

отримували аплікації гідрогелю на основі свіжого живильного середовища 

DMEM, а як позитивний контроль - тварини, що їх лікували гідрогелем на 

основі неліофілізованого БКС, яке зберігалося при -80С 
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Рис.3.4. Ліофілізовані препарати безклітинного деривату культури 4BL: 
а - сформовані ліофілізати; 
б - відновлення ліофілізатів (після додання води) 
в - відновлення ліофілізатів (30'' після додання води) 
1 - БКС, ліофілізоване з доданням BSA/PEG; 2 - БКС, ліофілізоване з 

доданням декстрану; - БКС, ліофілізоване з доданням PVP. 
. 

Динаміку загоєння опікових ран наведено на рис.3.5. 

Рис.3.5. Динаміка загоєння опікових ран у мишей лінії Balb/c під впливом 
поліакриламідних гідрогелів з комплексом біологічно активних речовин - 
дериватом культури клітин 4BL: вплив ліофілізації на терапевтичні властивості 
препарату 

а 

б в 

1 2 3 
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Двофакторний (з урахуванням чинника часу та біологічно активного 

компоненту препарату) дисперсійний аналіз отриманих даних вказує на 

статистично вірогідне покращення динаміки загоєння рани під впливом 

ліофілізату, що містить комплекс BSA/PEG (η2=0,03, Р≤0,05). Динаміка загоєння 

ран у групі, шо отримувала аплікації ліофілізату з додаванням декстрану, 

протягом першого тижня дослідуне відрізнялася від такої у групі  BSA/PEG. 

Проте після 8 дня досліду загоєння ран у згаданих тварин уповільнилося, а на 

12-13 день тренд різко змінився на протилежний: на місцях аплікації 

утворилися виразкові ураження, що, ймовірно, пов'язано з кумулятивною 

подразнювальною дією, спричиненою даною формуляцією. Тож експеримент 

для цієї групи було припинено. 

Типовий вигляд опікових ран у процесі загоєння під впливом різних 

препаратів БКС наведено на рис.3.6. 

 
 

       
 
 
Рис.3.6. Загоєння опікових ран при застосуванні   поліакриламідних 

гідрогелів з комплексом біологічно активних речовин - препаратами БКС 
різного складу, 8 доба експерименту 

1 – контроль; 2 – БКС заморожене (-80С), 3 – БКС, ліофілізоване з 

доданням BSA/PEG; 4 - БКС, ліофілізоване з доданням декстрану. 

 

У використовуваній нами моделі через глибоке термічне ураження шкіри її 

власний регенераційний потенціал пригнічений, а масивний некроз тканини є 

додатковим чинником,утруднює загоєння: якщо зазвичай глибокі асептичні 

рани починають загоюватися первинним натягом вже на 2-3 добу - то в наших 

1 2 3 4 
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експериментах у контрольних тварин початок активної проліферації 

фібробластів на краях рани розпочинається зазвичай, на 8-10 добу. Цей 

показник є клінічно важливим для оцінки відновлення проліферативного 

потенціалу ураженої шкіри. Дані щодо термінів початку загоєння натягом за 

рахунок росту фібробластів наведено на рис. 3.7а. 

Дисперсійний аналіз показав статистично вірогідний вплив застосування 

безклітинного деривату на термін початку загоєння натягом (η2=0,66, Р≤0,05) - 

проте різниці між замороженим та сублімованим з додаванням BSA/PEG 

препаратами виявити не вдалося. 

Цікаво, що у групі, яка отримувала лікування за допомогою препарата, 

сублімованого з додаванням декстрану, процеси загоєння почалися значно 

пізніше, вже після того, як скорочення площі рани змінилося її збільшенням; 

таким чином, процеси загоєння натягом у ложі власне опікової рани так і не 

розпочалися - вони спостерігалися на периферії вторинного ураження, але, 

зрештою, процес розростання ураження переважив процеси його загоєння (рис. 

3.7б). 

 

  
 
Рис.3.7. Початок епітелізації опікових ран та терміни повного загоєння 

рани  у мишей лінії Balb/c під впливом поліакриламідних гідрогелів з 
комплексами біологічно активних речовин - дериватами культури клітин різного 
походження: вплив ліофілізації на терапевтичні властивості препарату 

1 - контроль носія; 2 - заморожений препарат; 3 - БКС, ліофілізоване з 

доданням BSA/PEG; 4 - БКС, ліофілізоване з доданням декстрану (застосування 

припинене на 11 добу експерименту); 5 - клітиновмісний препарат (1 млн клітин 

4BL на 1 мл гідрогелю); 6 - БКС МСК кісткового мозку миші 
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Також слід зауважити, що застосування ксеногенних клітин 4BL та їх 

дериватів виявилося навіть більш ефективним, ніж застосування препаратів, 

отриманих з первинних культур алогенних МСК (η2=0,59, Р≤0,05). 

Таким чином, було показано, що ліофілізація не має негативного впливу на 

терапевтичні властивості БКС, а використання комплексу 1% BSA+0,1% PEG як 

наповнювача також не призводить до їх погіршення. 

 

Порівняльне дослідження терапевтичної ефективності БКС, ізатизону 

та ЕМАР іІ окремо та в склалі композиту. На наступному етапі роботи було 

проведено аналіз терапевтичних властивостей комплексного препарату, що 

складається з  фармацевтичного композиту (лікарський препарат ізатізон та 

рекомбінантний цитокін EMAP II) та БКС - описаного вище деривату культури 

клітин 4BL. Також було проведено порівняльний аналіз терапевтичної дії 

згаданого комплексу та окремих його компонентів. 

Як і в попереднньому експерименті, було проведено оцінку динаміки 

загоєння опікових ран під впливом досліджуваних препаратів, а також 

встановлено терміни початку епітелізації країв рани та повного її загоєння. 

Відзначено більш ефективне загоєння опікових ран при використанні 

нових еквівалентів як у порівнянні з негативним контролем – так і з дослідними 

групами, в яких використано лише один із компонентів композиту: безклітинне 

середовище (БКС), кондиційоване стовбуровими клітинами, препарат ізатізон та 

рекомбінантний цитокін EMAP II. У тварин, що отримували терапію 

композитним препаратом, раніше починався процес епітелізації рани, а також 

раніше наставало повне загоєння. Спостерігалася більш інтенсивна 

васкуляризація ложа рани. Динаміка процесу загоєння також покращувалася. 

Всі ці відмінності спостерігалися як порівняно з контрольною групою, так і 

відносно тварин, що отримували лікування елементами композиту. Так, на 

рис.3.8 наведено порівняльну динаміку для досліджуваних препаратів. 
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Рис.3.8. Динаміка загоєння опікових ран у мишей лінії Balb/c під впливом 

поліакриламідних гідрогелів з комплексом БКС+ЕМАР ІІ+ізатізон та його 

компонентами 

а - контроль носія; б - ізатізон,  1 мкг/мл; в - ЕМАР ІІ, 2 мкг/мл; г - БКС; д - 

комплекс БКС+ізатизон+ЕМАР ІІ. 

 

Результати дисперсійного аналізу отриманих даних наведено в табл.3.2 
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Таблиця 3.2.  

Вплив складу формуляції на динаміку загоєння опікових ран на моделі 
опікової хвороби (миші лінії Balb/c). Результати дисперсійного аналізу 

 
 Ізатізон ЕМАР ІІ БКС 
Фактор складу 
формуляції 

η2=0,01, Р≤0,05 η2=0,06, Р≤0,05 η2=0,06, Р≤0,05 

Фактор часу η2=0,93, Р≤0,05 η2=0,80, Р≤0,05 η2=0,82, Р≤0,05 
Взаємодія факторів η2=0,06, Р≤0,05 η2=0,14, Р≤0,05 η2=0,21, Р≤0,05 

 

Отже, всі три компоненти досліджуваного комплексу позитивно впливають 

на динаміку загоєння опікових ран - при цьому застосування формуляції, що 

містить всі три активних компоненти, має найвищу терапевтичну ефективність. 

На наявність терапевтичної ефективності досліджуваних формуляцій 

вказує і аналіз термінів початку загоєння рани натягом та тривалості загоєння 

ран (рис. 3.9). 

Рис.3.9. Тривалість базових етапів загоєння опікової рани у мишей лінії 
Balb/c під впливом поліакриламідних гідрогелів з комплексним 
біотехнологічним препаратом (БКС+ЕМАР ІІ+ізатізон) та окремими його 
компонентами 

1 - контроль носія; 2 - ізатізон,  1 мкг/мл; 3 - ЕМАР ІІ, 2 мкг/мл; 4 - БКС; 5 - 

комплекс БКС+ізатизон+ЕМАР ІІ 

Прим. Термін початку загоєння опікової рани у контрольній групі 

статистично вірогідно відрізняється від такого в усіх експериментальних 

групах. Решта відмінностей не носить статистично вірогідного характеру (за 

критерієм Манна-Уїтні). 
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У попередніх дослідженнях ми продемонстрували, що икористання 

тимчасових дермальних покриттів, які містять клітини 4BL та їх похідні, 

спричиняє також позитивний вплив на приріст маси тіла; у даному 

експерименті ми також підтвердили наявність статистично вірогідного 

покращення цього клінічного показника у тварин, що оримували терапію ЕМАР 

ІІ (рис.3.10). 

Рис.3.10. Приріст маси тіла на 7 добу загоєння опікової рани у мишей лінії 

Balb  при лікуванні комплексним біотехнологічним препаратом (БКС+ЕМАР 

ІІ+ізатізон) та окремими його компонентами 

1 - контроль носія; 2 - ізатізон,  1 мкг/мл; 3 - ЕМАР ІІ, 2 мкг/мл; 4 - БКС; 5 - 

комплекс БКС+ізатизон+ЕМАР ІІ 

Прим. Статистично вірогідний вплив на приріст маси тіла спричиняє лише 

ЕМАР ІІ (за критерієм Манна-Уїтні). 

 

Раніше нами було отримано дані щодо більш раннього (7 доба досліду) 

початку васкуляризації ложа опікової рани під впливом БКС; у даному 

дослідженні було підтверджено також аналогічний ефект формуляцій, що 

містили ЕМАР ІІ (рис.3.11). 
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Рис.3.11. Васкуляризація ложа рани на 7 добу досліду 

1 - контроль носія; 2 - ізатізон,  1 мкг/мл; 3 - ЕМАР ІІ, 2 мкг/мл; 4 - БКС; 5 - 

комплекс БКС+ізатизон+ЕМАР ІІ 

Стрілками вказано новоутворені судини 

1 2 

3 4 

5 
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Тож, за результатами описаного вище досліду підтверджено наявність 

ранозагоювальної дії в стосунку до термічних опіків на моделі опікової хвороби 

у мишей лінії Balb/c у всіх компонентів досліджуваного комплексного 

препарату; також підтверджено наявність синергізму компонентів у його складі. 

Таким чином, проведена оцінка протиопікової ефективності зразків 

дермальних ранових покриттів, на моделі термічних опікових ран і встановлено, 

що лікування з використанням зразків нових еквівалентів дерми призводить до 

пришвидшення загоєння опікових ран, а також до ефективнішого відновлення 

шкіри в цілому. Отже, у звітний період виконано всі поставлені завдання. 

Зокрема, підготовлено і напрацьовано окремі компоненти нових еквівалентів 

дерми. Виготовлено дослідні зразки нових еквівалентів дерми, що містять БКС 

з включенням фармацевтичного композиту (препарат ізатізон та цитокін EMAP 

II). Проведено дослідження терапевтичної ефективності цих зразків на моделях 

in vivo. Отримано попередні дані, що свідчать про інтенсифікацію загоєння 

опікових ран під впливом нових еквівалентів дерми. 

Ми вважаємо за доцільне продовжувати дослідження в наступному році. 

Другий етап роботи буде присвячений удосконаленню нового комерційного 

продукту, що містить комплекс біологічно активних речовин клітинного 

походження та композит лікарського препарату ізатізон з рекомбінантним 

білком EMAP II в ході досліджень безпечності (можливої гострої та хронічної 

токсичності) нового продукту з метою подальшого проведення клінічних 

випробувань і впровадження у клінічну практику для лікування опікової 

хвороби та інших травматичних пошкоджень шкіри. 

Біотехнологічний продукт, отриманий у даному проекті, буде приблизно в 

10 разів дешевшим, ніж закордонні аналоги. Заплановане патентування способу 

отримання нового біотехнологічного продукту. В подальшому еквіваленти 

дерми можна буде використовувати з метою клінічних випробувань і 

впровадження у практичну медицину для лікування опікової хвороби та інших 

пошкоджень шкіри. 
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3.3. Дослідження можливої гострої токсичності нових  

еквівалентів дерми 

 

На начальному етапі підготувати контрольні і дослідні групи тварин, 

одноразово ввести піддослідним тваринам комплекс біологічно активних 

компонентів в різних концентраціях та провести спостереження за проявом 

ознак гострої токсичності. 

Вибір експериментального підходу до дослідження гострої токсичності 

препарату здійснювався у відповідності з рекомендаціями Організації 

економічного співробітництва та розвитку (OECD), що, в свою чергу, 

передбачають уникнення непродуктивного використання надлишкової кількості 

експериментальних тварин. Такий вибір було зроблено у зв’язку з приєднанням 

України в 2017 році до Європейської конвенції про захист хребетних тварин,що 

використовуються для дослідних та інших наукових цілей. 

Поведінка та загальний фізичний стан експериментальних тварин. 

Загальні результати спостережень наведено в табл. 3.3. Оскільки дослідження 

передбачало внутрішньочеревинну ін’єкцію значного об’єму рідини, то 

протягом певного часу після ін’єкції спостерігалися деякі зміни в поведінці 

тварин, такі як обмеження рухової активності та відмова від їжі та води 

протягом першої години, а також прояви внутрішньовидової агресії у самців та 

зміна характеру вокалізацій у тварин обох статей протягом перших 15 хвилин. 

Проте ці прояви були однаковими у тварин експериментальної та контрольної 

групи, тому їх не можна вважати обумовленими специфічним впливом 

досліджуваного препарату: вони пов’язані з неспецифічними ефектами самої 

процедури введення. Натомість не спостерігалося жодних зовнішніх 

патологічних проявів з боку органів та систем тварин протягом всього періоду 

спостережень. 
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Таблиця 3.3.  

Загальний стан експериментальних тварин протягом  

першої доби експерименту 

10 мл/кг 20 мл/кг 25 мл/кг 
Показник 

♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ 

рухова активність 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

вживання їжі 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

реакція на 

зовнішні стимули 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

стан шерсті Без змін Без змін 

стан слизових 

оболонок 
Без змін Без змін Без змін 

стан очей Без змін Без змін Без змін 

стан шкіри Без змін Без змін Без змін 

патологічні 

прояви з боку 

травної системи 

Відсутні Відсутні Відсутні 

патологічні 

прояви з боку 

видільної 

системи 

Відсутні Відсутні Відсутні 

ознаки 

дискомфорту 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

Табл.3.3. Продовження. 
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10 мл/кг 20 мл/кг 25 мл/кг 

Показник 
♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ 

ознаки болю  

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

Примітка: Як контрольна група розглядалися тварини, що отримували 

ін’єкції відповідного об’єму фізіологічного розчину 

Примітка 2: оскільки різниці проявів між самцями та самицями не 

спостерігалося, то відповідні графи було об’єднано. 

 

Протягом всього періоду спостережень не спостерігалося жодної 

смертності тварин як в контрольній групі, так і серед усіх експериментальних 

тварин (Табл.3.4.). В таблиці не наводяться дані для тварин, що отримували 

препарат в дозах 10 та 20 мл/кг, оскільки, згідно стосованої нами процедури 

фіксованої дози, набір повної експериментальної групи передбачається лише 

для мінімальної токсичної дози, чи, у випадку відсутності токсичних проявів – 

для максимальної досліджуваної дози. 

Таблиця 3.4.  

Показники летальності мишей під впливом гострого введення 

комплексного препарату БКС+ізатизон+ЕМАРІІ (n = 10) 

Кількість померлих тварин в групі 

Група тварин 
Стать 

тварин 

Леталь-

ність, % 2  

доба 

4  

доба 

6 

доба 

8 

доба 

10 

доба 

12 

доба 

14 

доба 

♂ 0 0 0 0 0 0 0 0 
Контроль  

♀ 0 0 0 0 0 0 0 0 

♂ 0 0 0 0 0 0 0 0 Тест-зразок 

25 мл/кг ♀ 0 0 0 0 0 0 0 0 

 
Після завершення спостережень було проведено евтаназію та подальшу 

некропсію експериментальних тварин. 
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Результати некропсії тварин та макроскопічного дослідження органів. 

Слизові оболонки ротової порожнини були блідого забарвлення, блискучі, зуби 

не ушкоджені. Регіональні лімфатичні вузли не були збільшені, мали овальну 

або округлу форму, однорідний рожевий або жовтуватий колір і помірну 

щільність. 

Як у експериментальних тварин, так і у тварин як контрольної групи 

оболонки головного мозку не були набряклі, не мали крововиливів, були 

тонкими і прозорими. Речовина мозку мало звичайну щільність, поверхня мозку 

була гладкою, мозкова тканина мала біле забарвлення. Не спостерігалося 

крововиливів у мозкову речовину. 

При розтині грудної порожнини у тварин всіх груп не було виявлено зміни 

розмірів та взаємного розташування органів. Не спостерігалося наявності 

рідини в порожнині перикарда, зміни кольору та структури міокарду, 

порушення нормальної анатомічної будови серця, розширення камер серця. 

Легені на момент розтину грудної клітки займали всю грудну порожнину і 

спадалися після пневматораксу. Поверхня легенів та тканина легенів на розрізі у 

тварин всіх груп мала нормальне блідо-рожеве забарвлення, була еластичною. 

Тканина на розрізі також мала однорідне блідо-рожеве забарвлення. Трахея та 

бронхи не мали потовщень, закупорок, спайок. Щитовидна залоза щільно 

прилягала до гортані, мала нормальні розміри і щільність, червонуватий колір. 

Органи черевної порожнини у всіх досліджуваних тварин мали правильне 

анатомічне розташування. Очеревина була прозорою, блискучою, рівною, без 

крововиливів. Стороннього вмісту в черевній порожнині не було виявлено. 

Шлунок всіх тварин мав звичайну форму і розміри, слизова оболонка 

шлунку була блідо-рожевою, блискучою, складчастою. 

Печінка мишей контрольної та дослідної груп відповідала нормі. Величина 

і форма печінки була в межах норми. Поверхня органу була гладкою, без 

новоутворень, вузлів, крововиливів, фокусів некрозу, сполучнотканинного 

заміщення, дистрофії. Паренхіма органу мала нормальний інтенсивний 

червоно-коричневий колір і помірно щільну консистенцію, кровонаповнення 
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органу не відрізнялося від норми, печінка була вкрита тонкою прозорою 

капсулою, не напруженою. 

Селезінки тварин усіх груп не відрізнялися між собою. Всі вони були 

темно-червоно-коричневого кольору, щільної пружної консистенції, пульпа мала 

дрібнозернисту консистенцію. Поверхня органу була гладкою, капсула тонкою. 

Нирки мали нормальний розмір, сірокоричневе забарвлення, нормальну 

анатомічну будову, не мали слідів запальних процесів. 

Сечовий міхур мав нормальні розміри, був еластичним, також без слідів 

запальних процесів. 

Тіло матки самиць як експериментальної, так і контрольної груп мало 

звичайну щільність, величину і форму. Роги матки були тонкими, нормально 

розташованими, без видимих дефектів, слизова - блискучою, блідою. Яєчники 

білого кольору, з нерівною поверхнею, помірно щільні, напівпрозорі, з 

численними фолікулами, що проглядалися в товщі органу. Яєчка самців обох 

груп були білого кольору, нормальної анатомічної будови, звичайних розмірів і 

щільності. Простата не мала змін структури, мала щільну консистенцію та 

білий колір. Не спостерігалося відхилень також у стані пенісу. 

Як у контрольних, так і у дослідних тварин спостерігалося відкладення 

підшкірного жиру на вентральній поверхні шиї, в задній паховій області, в 

каудальній частині вентральної поверхні живота, а також відкладення 

вісцерального жиру в поясничній та тазовій областях, незначні кількості 

жирових відкладень в середостінні та на перикарді. 

Дослідження гематологічних показників. Було досліджено вміст 

форменних елементів крові та швидкість осідання еритроцитів. Результати 

досліджень наведено на рис.3.12. та в табл. 3.5. 
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Рис.3.12. Показники клінічного аналізу крові у тварин під впливом 

гострого введення експериментального препарату 

(n=10, M ± m).  

а) вміст форменних елементів; б) ШОЕ. 

 

Таблиця 3.5.  

Вплив гострого введення середовища, кондиціонованого 

мезенхімальними стовбуровими клітинами, на показники лейкоцитарної 

формули крові щурів, (n=10, M ± m) 

Значення показників лейкоцитарної формули, 
% 

Показник  
лейкоцитарної   
формули крові 

Стать 

контроль 25 мл/кг 
♂ 0 0 Нейтрофіли юні, % 
♀ 0 0 
♂ 1,06±0,10 0 Нейтрофіли 

палочковидні, % ♀ 1,07±0,11 0 
♂ 20,7±1,4 30,20±1,93 Нейтрофіли 

сегментоядерні, % ♀ 20,8±1,5 26,20±1,83 
♂ 1,12±0,19 0 Еозинофіли, % 

♀ 1,13±0,19 0 

♂ 0,21±0,1 0 Базофіли, % 

♀ 0,24±0,01 0 

♂ 7,94±1,10 0 Моноцити, % 

♀ 7,97±1,10 0 

♂ 68,80±1,70 69,80±1,70 Лімфоцити, % 

♀ 68,84±2,10 73,79±2,08 
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Певна зміна лейкоцитарної формули в експериментальній групі 

знаходиться в межах похибки методу: оскільки об’єми крові, доступні для 

клінічного аналізу у мишей, є незначними, то кількість підраховуваних клітин 

становить 100 (а не 400, як вимагають найновіші стандарти гуманної 

медицини). Проте обчислений за отриманими даними лейкоцитарний індекс 

інтоксикації коливається в межах 0,4-0,6, і є нижчим за порогові значення, що 

вказують на інтоксикаційні процеси. Обчислення показника РВН є 

неможливим, проте отримані дані (а саме, очевидний брак зростання кількості 

юних та паличкоядерних нейтрофілів) не вказують на можливість його 

підвищення. Отже, отримані дані не дають підстав припускати наявності 

токсичної дії препарату. 

Дослідження біохімічного складу крові. Як відомо, печінка є ключовим 

органом, де здійснюється значна частина детоксикаційних процесів, а нирки 

відповідають за видалення з організму переважної більшості екзогенних 

токсинів та продуктів їх обміну. Тому для подальшого дослідження було обрано 

наступні біохімічні показники: рівень холестерину крові, білірубіну та лужної 

фосфатази – як маркерів токсичного ураження печінки – а також креатиніну та 

сечовини як маркерів, що характеризують функцію нирок. результати 

дослідження наведено на рис.3.13. 

Не було виявлено статистично вірогідних відмінностей між контрольними 

та експериментальними групами за жодним з досліджуваних показників. Таким 

чином, результати дослідження не підтверджують наявності проявів гострої 

токсичності у тварин, що отримували препарат навіть у максимальній 

досліджуваній дозі. 
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Рис.3.13. Біохімічні показники крові тварин, які характеризують 

функціональний стан печінки та нирок, при вивченні гострої токсичності 

препарату (n=10, M ± m) 

 

Таким чином, всі отримані дані вказують на безпечність одноразового 

внутрішнього введення досліджуваного препарату у різних концентраціях. 
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3.4.Дослідження можливої субгострої або субхронічної токсичності 

нових еквівалентів дерми 

 

Для проведення дослідів підготували відповідні контрольні і дослідні 

групи тварин, проводили щоденне введення піддослідним тваринам комплексу 

біологічно активних компонентів еквівалентів дерми з тривалими 

спостереженнями за проявами ознак субхронічної токсичності. Загальні 

результати спостережень наведено в табл. 3.6. 

 

Таблиця 3.6.  

Загальний стан експериментальних тварин протягом експерименту 

 

10 доба 20 доба 28 доба 
Показник 

♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ 

рухова активність Без змін Без змін Без змін 

вживання їжі 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

вживання води 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

реакція на 

зовнішні стимули 
Без змін 

Без змін Без змін 

стан шерсті 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

Без відмінностей 

від контрольних 

тварин 

стан слизових 

оболонок 
Без змін Без змін Без змін 

стан очей Без змін Без змін Без змін 

стан шкіри Без змін Без змін Без змін 

Табл.3.6. Продовження. 
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10 доба 20 доба 28 доба 

Показник 
♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ 

патологічні 

прояви з боку 

травної системи 

Відсутні Відсутні Відсутні 

патологічні 

прояви з боку 

видільної 

системи 

Відсутні Відсутні Відсутні 

ознаки 

дискомфорту 
Відсутні Відсутні Відсутні 

ознаки болю  Відсутні Відсутні Відсутні 

 
Примітка: Як контрольна група розглядалися тварини, що отримували 

ін’єкції відповідного об’єму фізіологічного розчину. 

Примітка 2: оскільки різниці проявів між самцями та самицями не 

спостерігалося, то відповідні графи було об’єднано 

 

Наприкінці дослідження у тварин спостерігалося незначне зменшення 

густини шерсті. Проте ці прояви були однаковими у тварин експериментальної 

та контрольної груп, тому їх не можна вважати обумовленими специфічним 

впливом досліджуваного препарату: вони пов’язані з неспецифічними ефектами 

самої процедури введення. 

Натомість не спостерігалося жодних інших зовнішніх патологічних проявів 

з боку органів та систем тварин протягом всього періоду спостережень. 

Протягом всього періоду спостережень не спостерігалося жодної 

смертності тварин як в контрольній групі, так і серед усіх експериментальних 

тварин (Табл. 3.7). 
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Таблиця 3.7.  

Показники летальності мишей під впливом субхронічного введення 

комплексного препарату БКС+ізаизон+ЕМАР-ІІ протягом 28 діб (n = 10) 

Кількість померлих 

тварин в групі 
Група тварин 

Стать 

тварин 

Кількість 

тварин 
Леталь

-ність, 

% 7 

доба 

14 

доба 

21 

доба 

28 

доба 

♂ 10 0 0 0 0 0 Контроль 

(інтактні 

тварини) 
♀ 

10 
0 0 0 0 0 

♂ 10 0 0 0 0 0 

♀ 10 0 0 0 0 0 

Контроль 

(референс-

зразок) ♀ 10 0 0 0 0 0 

♂ 9 0 0 0 0 0 Тест-зразок 

25 мл/кг ♀ 10 0 0 0 0 0 

Примітка: у групі самців, що отримували ін’єкції досліджуваного 

препарату, кількість тварин становила 9, оскільки один самець отримав травму 

через внутрішньогруповий конфлікт на другий день досліду і був виведений з 

експерименту 

 

Також здійснювалася термометрія тварин на 3, 5, 8, 11 та 14 день введення 

(табл.3.8). Статистично достовірних відмінностей між температурою тіла 

контрольних та експериментальних тварин виявлено не було. 

Після завершення спостережень було проведено евтаназію та подальшу 

некропсію експериментальних та контрольних тварин. Також здійснювався 

забір крові для подальших гематологічних та біохімічних досліджень. 
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Таблиця 3.8. 

Зміна температури тіла тварин під впливом субхронічного введення 

препарату БКС+ізаизон+ЕМАР-ІІ протягом 28 діб (n = 10, M ± SD) 

 

Температура тіла в залежності від дози  День введення 
препарату 

Стать 
тварини Контроль 25 мл/кг 

♂ 37,5±0,2 37,2±0,1 До початку введення 

♀ 37,3±0,3 37,5±0,2 

♂ 38,1±0,2 37,7±0,1 3 день введення 
♀ 37,3±0,1 38,2±0,1 

♂ 38,0±0,2 38,4±0,3 5 день введення 

♀ 37,4±0,1 37,6±0,1 

♂ 37,8±0,1 37,6±0,1 8 день введення 

♀ 37,5±0,2 38,2±0,1 

♂ 37,6±0,2 37,4±0,3 11 день введення 

♀ 37,9±0,1 37,5±0,1 

♂ 38,1±0,1 37,7±0,2 14 день введення 

♀ 37,9±0,2 37,4±0,1 

 

Результати некропсії тварин та макроскопічного дослідження органів. 

Слизові оболонки ротової порожнини були блідого забарвлення, блискучі, зуби 

не ушкоджені. Регіональні лімфатичні вузли не були збільшені, мали овальну 

або округлу форму, однорідний рожевий або жовтуватий колір і помірну 

щільність. 

Як у експериментальних тварин, так і у тварин як контрольної групи 

оболонки головного мозку не були набряклі, не мали крововиливів, були 

тонкими і прозорими. Речовина мозку мало звичайну щільність, поверхня мозку 

була гладкою, мозкова тканина мала біле забарвлення. Не спостерігалося 

крововиливів у мозкову речовину (рис.3.14). 
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Рис.3.14. Загальний вигляд мозку при вивченні субхронічної токсичності 

препарату (n=10) 

а – інтактна самиця; б – експериментальна самиця; 

в – інтактний самець; г – експериментальний самець 

 

При розтині грудної порожнини у тварин всіх груп не було виявлено зміни 

взаємного розташування органів. Не спостерігалося наявності рідини в 

порожнині перикарда, зміни кольору та структури міокарду, порушення 

нормальної анатомічної будови серця, розширення камер серця (рис.3.15). 
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Рис.3.15. Загальний вигляд серця при вивченні субгострої токсичності 

препарату (n=10) 

а – інтактна самиця; б – експериментальна самиця; 

в – інтактний самець; г – експериментальний самець 

 

 

Легені на момент розтину грудної клітки займали всю грудну порожнину і 

спадалися після пневматораксу. Поверхня легенів та тканина легенів на розрізі у 

тварин всіх груп мала нормальне блідо-рожеве забарвлення, була еластичною 

(рис.3.16). Тканина на розрізі також мала однорідне блідо-рожеве забарвлення. 

Трахея та бронхи не мали потовщень, закупорок, спайок. 
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Рис.3.16. Загальний вигляд легенів при вивченні субгострої токсичності 

препарату (n=10) 

а – інтактна самиця; б – експериментальна самиця; 

в – інтактний самець; г – експериментальний самець. 

 

Щитовидна залоза щільно прилягала до гортані, мала нормальні розміри і 

щільність, а також червонуватий колір. 

Органи черевної порожнини у всіх досліджуваних тварин мали правильне 

анатомічне розташування. Очеревина була прозорою, блискучою, рівною, без 

крововиливів. Стороннього вмісту в черевній порожнині не було виявлено. 

Шлунок всіх тварин мав звичайну форму і розміри, слизова оболонка 

шлунку була блідо-рожевою, блискучою, складчастою. 

Печінка мишей контрольної та дослідної груп відповідала нормі (рис.3.17). 
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Величина і форма печінки була в межах норми. Поверхня органу була 

гладкою, без новоутворень, вузлів, крововиливів, фокусів некрозу, 

сполучнотканинного заміщення, дистрофії. Паренхіма органу мала нормальний 

інтенсивний червоно-коричневий колір і помірно щільну консистенцію, 

кровонаповнення органу не відрізнялося від норми, печінка була вкрита тонкою 

прозорою капсулою, не напруженою. 

 

 
 

Рис.3.17. Загальний вигляд печінки при вивченні субгострої токсичності 

препарату (n=10) 

а – інтактна самиця; б – експериментальна самиця; 

в – інтактний самець; г – експериментальний самець. 

 

Відмінності натомість спостерігалися при макроскопічному дослідженні 

селезінки: в експериментальній групі цей орган був виразно збільшений. проте 
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інших видимих відмінностей між селезінками тварин з експериментальних та 

контрольних груп не спостерігалося (рис.18). Всі вони були темно-червоно-

коричневого кольору, щільної пружної консистенції, пульпа мала 

дрібнозернисту консистенцію. Поверхня органу була гладкою, капсула тонкою. 

 

 
 

Рис.3.18. Загальний вигляд селезінки при вивченні субгострої токсичності 

препарату (n=10) 

а – інтактна самиця; б – експериментальна самиця; 

в – інтактний самець; г – експериментальний самець. 

 

Нирки мали сірокоричневе забарвлення, нормальну анатомічну будову, не 

мали слідів запальних процесів (рис.3.19). 
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Рис.3.19. Загальний вигляд нирок при вивченні субхронічної токсичності 

препарату (n=10) 

а – інтактна самиця; б – експериментальна самиця; 

в – інтактний самець; г – експериментальний самець. 

 

Сечовий міхур мав нормальні розміри, був еластичним, також без слідів 

запальних процесів. 

Тіло матки самиць і експериментальної, і контрольної груп мало звичайну 

щільність, величину і форму. Роги матки були тонкими, нормально 

розташованими, без видимих дефектів, слизова - блискучою, блідою. 

Яєчники білого кольору, з нерівною поверхнею, помірно щільні, 

напівпрозорі, з численними фолікулами, що проглядалися в товщі органу 

(рис.3.20). 
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Рис.3.20. Загальний вигляд яєчника при вивченні субгострої токсичності 

препарату (n=10) 

а – інтактна самиця; б – експериментальна самиця. 

 

Яєчка самців обох груп були білого кольору, нормальної анатомічної 

будови, звичайних розмірів і щільності (рис.3.21а). Простата не мала змін 

структури, мала щільну консистенцію та білий колір (рис. 3.21б). Не 

спостерігалося відхилень також у стані пенісу. 

Як у контрольних, так і у дослідних тварин спостерігалося відкладення 

підшкірного жиру на вентральній поверхні шиї, в задній паховій області, в 

каудальній частині вентральної поверхні живота, а також відкладення 

вісцерального жиру в поясничній та тазовій областях, незначні кількості 

жирових відкладень в середостінні та на перикарді. 
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І 

 
ІІ 

Рис.3.21. Загальний вигляд внутрішніх статевих органів самців миші при 

вивченні субгострої токсичності препарату (n=10) 

І – простата; ІІ – сім’яники 

в – інтактний самець; г – експериментальний самець. 

 

Зміни маси тіла та окремих органів тварин. Протягом всього 

експерименту також провадилося періодичне зважування тварин. Динаміка змін 

маси тіла наводиться на рис. 3.22. 
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Рис.3.22. Відносна маса тіла мишей при вивченні субгострої токсичності 

препарату (n=10) 

а – самиці; б – самці. 

 

Оскільки у дослідженні використовувалися дорослі тварини, що вже 

досягли повної статевої зрілості, коливання маси тіла при послідовних замірах 

були різнонаправленими та незначними, і не мали статистично вірогідних 

відмінностей для експериментальної групи порівняно з контрольною. Тобто, 

динаміка цього показника була обумовлена, в основному, кількістю нещодавно 

спожитої їжі та води, та іншими випадковими чинниками, однаковими для 

контрольної та експериментальної груп.  

В ході некропсії було проведено зважування ряду органів контрольних та 

експериментальних тварин. Отримані результати наведено на рис. 3.23. 

Згідно отриманих даних, у тварин експериментальної групи 

спостерігається статистично вірогідне зростання маси серця, легень, нирок та 

селезінки порівняно з інтактними тваринами. Проте в жодному з цих випадків 

не спостерігалося порушення будови цих органів, їх форми чи забарвлення, а 

також видимих слідів протікання патологічних процесів, таких як фокуси 

некрозу, заміщення сполучною чи жировою тканиною, зміни кровонаповненості 

органу, тощо.  

Було висунено припущення, що причиною описаних вище змін є зростання 

об’єму циркулюючої крові, зумовлене щоденним ін’єкційним введенням 

значного додаткового об’єму рідини. 
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Рис.3.23. Відносна маса внутрішніх органів мишей при вивченні 

субгострої токсичності препарату (n=10) 

 

У зв’язку з цим було проведено додаткові дослідження, що передбачали 

дослідження впливу на масу органів введення безклітинного кондиційованого 

середовища, як найбільш складного компоненту досліджуваного препарату, що 

його потенційна токсична дія раніше ніколи не досліджувалася, на відміну від 

ЕМАРІІ та ізатізону, що, як було показано в попередніх дослідженнях [20,21], є 

нетоксичними у досліджуваних концентраціях. Було обрано пероральний спосіб 
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введення, як такий, що зменшує навантаження на видільну та серцево-

судинну систему, спричинене одномоментним введенням значного об’єму 

рідини par enter. 

Результати дослідження наведено на рис.3.24 

 

Всі досліджувані показники не мали статистично вірогідних відмінностей 

між контрольною та експериментальною групою. Таким чином, зміни маси 

органів, що спостерігалися у попередній серії досліджень, могли мати 

функціональну, а не патологічну природу. 

 

Під час некропсії було здійснено збір органів для подальшого 

гістологічного дослідження. Забиралися наступні органи: головний мозок 

(повністю), щитовидна залоза (права доля), легені (повністю), серце (повністю), 

печінка (хвостата доля), селезінка (повністю), нирки (обидві). У самиць 

додатково забиралися яєчники (обидва), а у самців – простата (повністю) та 

сім’яники (обидва). 

Гістологічні дослідження не виявили патологічних змін досліджуваних 

органів: всі наявні відмінності мали функціональний характер. 

Крім того, під час некропсії зібрано зразки крові від всіх 

експериментальних тварин. Зразки від 5 самиць та 5 самців поміщено у 

підготовані пробірки з антикоагулянтом (ЕДТА), після чого зібрана кров була 

використана для виготовлення мазків за стандартним методом. Мазки було 

висушено за кімнатної температури, після чого зафіксовано протягом півгодини 

сумішшю етанол : крижана оцтова кислота у співвідношенні 3:1. Підготовлені 

мазки було забарвлено за Романовським-Гімза та використано для аналізу 

формули крові (табл. 3.9) та лейкоцитарної формули (табл. 3.10). 
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Рис.3.23. Відносна маса внутрішніх органів тварин при вивченні 

субгострої токсичності препарату (n=10) 
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Рис.3.2.3. Відносна маса внутрішніх органів тварин при вивченні субгострої 

токсичності препарату (n=10). Продовження 

 
 

 

Таблиця 3.9. 

Показники клінічного аналізу крові тварин під впливом субхронічного 

введення препарату БКС+ізаизон+ЕМАР-ІІ протягом 28 діб, (n=10, M ± m)  

Значення даних аналізу крові залежно від дози 

препарату 

Показник крові Стать 

контроль 25 мл/кг 

1 2 3 4 
♂ 141,5±1,62 145,7±1,71 Гемоглобін,  

г/л ♀ 143,4±1,83 133,0±1,47 

♂ 7,91±0,21 8,20±0,45 Еритроцити, 
1012/л ♀ 8,28±0,37 7,03±0,38 

♂ 45,6±1,35 48,9±1,48 Гематокрит, 
 % ♀ 46,0±1,61 42,1±1,53 

♂ 19,2±0,54 17,76±0,74 Лейкоцити, 
109/л ♀ 11,38±0,47 9,82±0,49 
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Табл.3.9. Продовження. 

1 2 3 4 
♂ 1,2±0,19 1,4±0,42 ШОЕ 

♀ 1,3±0,21 1,0±0,25 

 

Статистично вірогідних відмінностей між контрольною та 

експериментальною групою виявлено не було. Певна зміна лейкоцитарної 

формули в експериментальній групі знаходиться в межах похибки методу: 

оскільки об’єми крові, доступні для клінічного аналізу у мишей, є незначними, 

то кількість підраховуваних клітин становить 100 (а не 400, як вимагають  

 

Таблиця 3.10. 

Вплив субхронічного введення препарату БКС+ізатізон+ЕМАР-ІІ протягом 

28 діб,, на показники лейкоцитарної формули крові тварин, (n=10, M ± m)  

Значення даних аналізу крові залежно від дози 

препарату 

Показник  
лейкоцитарної   
формули крові 

Стать 

контроль 25 мл/кг 

♂ 0 0 Нейтрофіли 
юні, 
 % ♀ 0 0 

♂ 0,4±0,05 0,60±0,14 Нейтрофіли 
палочковидні,  
% ♀ 0,66±0,06 0,40±0,06 

♂ 38,4±1,83 31,20±1,72 Нейтрофіли 
сегментоядерні,  
% 

♀ 25,33±1,47 26,60±1,53 

♂ 1,80±0,136 2,80±0,16 Еозинофіли,  
% ♀ 1,66±0,129 3,0±0,25 

♂ 0 0 Базофіли,  
% ♀ 0 0 

♂ 3,28±1,08 3,60±0,28 Моноцити,  
% ♀ 4,66±1,10 3,0±0,24 

♂ 56,20±2,35 61,0±1,97 Лімфоцити,  

% ♀ 67,56±2,81 67,0±2,05 
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сучасні стандарти гуманної медицини), та в будь-якому випадку лишається в 

межах клінічної норми. Отже, отримані дані не дають підстав припускати 

наявності токсичної дії препарату.Лейкоцитарний індекс Кальф-Каліфа у тварин 

всіх груп знаходиться в межах 0,4-0,6, що не вказує на інтоксикацію та 

тканинний розпад; індекс зсуву лейкоцитів також знаходиться в межах норми, 

тобто, немає підстав говорити також про порушення імунологічної реактивності 

чи виражений запальний процес. 

 

Зразки від інших 5 самиць та 5 самців зібрано в пробірки без 

антикоагулянта, поміщено на лід, і після утворення кров’яного згустку 

відцентрифуговано при +40С та 13 тис.об. Сироватку з кожного зразка зібрано 

для проведення подальшого біохімічного аналізу та закладено на 

низькотемпературне збереження при -800С. Результати провенденого 

біохімічного аналізу цих зразків наведено на рис.3.24. 

У експериментальних групах спостерігалося незначне підвищення рівню 

білірубіну, а також тенденція до зростання вмісту креатиніну та сечовини; проте 

всі ці показники у всіх досліджуваних тварин всіх груп знаходилися в межах 

клінічної норми. Це також підтверджує гіпотезу про певні функціональні зміни 

в нирках, що є адаптивними, але не патологічними, і виникли під впливом 

тривалого застосування екстремально високих доз комбінованого препарату 

БКС+ізатизон+ЕМАР ІІ. Аналогічні припущення можна зробити і стосовно 

функції печінки. 
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Рис.3.24. Біохімічні показники крові тварин, які характеризують 

функціональний стан печінки та нирок, при вивченні субхронічної токсичності 

препарату (n=10, M ± m) 

 

3.5.Дослідження можливої субгострої або субхронічної токсичності 

нових еквівалентів дерми при застосуванні на поверхні опікової рани 

 

Оскільки спосіб застосування препарату передбачаєне не парентеральне 

його введення – а нанесення на масивне опікове ураження, то було додатково 

досліджено також вплив на структуру внутрішніх органів тривалого нанесення 

препарату на поверхню опікової рани. Одночасно уло піддано порівняльному 

аналізу результати, отримані в інших досліджуваних групах групах тварин, 
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тобто, інтактних, та тих, що отримували інтраперитонеально фізіологічний 

сольовий розчин або комбінований препарат БКС+ЕМАР ІІ+ізатизон. 

 

Результати некропсії тварин та макроскопічного дослідження органів. 

Зуби тварин всіх груп порівняння не були ушкоджені Слизові оболонки ротової 

порожнини – блискучі та нормального світлого забарвлення, ,. Регіональні 

лімфатичні вузли були не збільшені, мали овальну або округлу форму, 

однорідний рожевий або жовтуватий колір і нормальну консистенцію. 

Головний мозок тварин мав не набряклі оболонки, крововиливи в них не 

спостерігалися, оболонки були тонкими і прозорими. Щільність речовини мозку 

не відрізнялася від норми, поверхня мозку була гладкою, структура її була 

збережена. Тканини мозку мали біле забарвлення, без розширених судин та 

крововиливів у мозкову речовину (рис.3.25). 

 
Рис.3.25. Загальний вигляд мозку при вивченні субхронічної токсичності 

препарату (n=10) 

а – інтактна самиця; б – експериментальна самиця; 

в – інтактний самець; г – експериментальний самець 
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Більша кровонаповненість судин та певна контамінація кров’ю на всіх 

подальших зображеннях пов’язана з тим, шо перед некропсією не здійснювався 

повний забір циркулюючої крові. 

 

При розтині грудної порожнини у тварин всіх груп зміни взаємного 

розташування органів виявлено не було. Не спостерігалося наявності рідини в 

порожнині перикарда, зміни кольору та структури міокарду, порушення 

нормальної анатомічної будови серця, розширення камер серця (рис.3.26). 

 

 
Рис.3.26. Загальний вигляд серця при вивченні субгострої токсичності 

препарату (n=10) 

а – інтактна самиця; б – експериментальна самиця; 

в – інтактний самець; г – експериментальний самець 

 

 

Легені на момент розтину грудної клітки займали всю грудну порожнину і 

спадалися після пневматораксу. Поверхня легенів та паренхіма легенів на 

розрізі у тварин всіх груп мала нормальне блідо-рожеве забарвлення, не 

спостерігалося порушення нормальної структури органу, крововиливів, тощо; 

тканина була еластичною (рис.3.27). Дихальні шляхи не мали потовщень, 

закупорок, спайок. 
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Рис.3.27. Загальний вигляд легенів при вивченні субгострої токсичності 

препарату (n=10) 

а – інтактна самиця; б – експериментальна самиця; 

в – інтактний самець; г – експериментальний самець. 

 

Щитовидна залоза щільно прилягала до гортані, мала нормальні розміри, 

щільність та колір. 

Органи черевної порожнини у всіх досліджуваних тварин мали правильне 

анатомічне розташування. Очеревина була прозорою, блискучою, світлою, 

рівною, без крововиливів. Стороннього вмісту в черевній порожнині не було 

виявлено. 

Шлунок всіх тварин мав звичайну форму і розміри, слизова оболонка 

шлунку була блідо-рожевою, блискучою, складчастою. 

Печінка мишей контрольної та дослідної груп відповідала нормі (рис.3.28).  

Не спостерігалося зміни будови печінки. Капсула органу була гладкою, не 

напруженою, прозорою, поверхня органу – без фокусів некрозу, новоутворень, 

крововиливів, вузлів, сполучнотканинного заміщення, дистрофії. Паренхіма 

органу мала нормальний інтенсивний червоно-коричневий колір і помірно 

щільну консистенцію, кровонаповнення органу не відрізнялося від норми. 
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Рис.3.28. Загальний вигляд печінки при вивченні субгострої токсичності 

препарату (n=10) 

а – інтактна самиця; б – експериментальна самиця; 

в – інтактний самець; г – експериментальний самець. 

 

При макроскопічному дослідженні селезінки в двохекспериментальних 

групах спостерігалася значна гетерогенність розмірів органу: у деяких тварин, 

що отримували фізрозчин інтраперитонеально та у деяких з тих, що отримували 

лікування опікової рани досліджуваним композитним препаратом, цей орган був 

дещо збільшений (рис.3.29), проте інших видимих відмінностей між 

селезінками тварин з експериментальних та контрольних груп не 

спостерігалося. У інших тварин з цих самиих груп розмір селезінки не 

відрізнявся від такого у інтактних тварин. Це також свідчить на користь 

функціональної та непатологічної природи змін розмірів цього органу. Всі 

оглянуті селезінки були щільної пружної консистенції, темно-червоно-

коричневого кольору, пульпа мала дрібнозернисту консистенцію. Поверхня 

органу була гладкою, капсула тонкою. 
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Рис.3.29. Загальний вигляд селезінки при вивченні субгострої токсичності 

препарату (n=10) 

а – інтактна самиця; б – експериментальна самиця; 

в – інтактний самець; г – експериментальний самець. 

 

Нирки мали нормальну анатомічну будову, сірокоричневе забарвлення, не 

мали слідів запальних процесів (рис.3.30). 

Сечовий міхур мав нормальні розміри, був еластичним, також без слідів 

запальних процесів. 

Тіло матки самиць і експериментальної, і контрольної груп мало звичайну 

щільність, величину і форму. Роги матки були тонкими, нормально 

розташованими, без видимих дефектів, слизова - блискучою, блідою. 

Яєчники напівпрозорі, світлі, з нерівною поверхнею, нормальної 

щільності, з видимими численними фолікулами в товщі органу (рис.3.31). 
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Рис.3.30. Загальний вигляд нирок при вивченні субхронічної токсичності 

препарату (n=10) 

а – інтактна самиця; б – експериментальна самиця; 

в – інтактний самець; г – експериментальний самець. 

 

 
 

Рис.3.31. Загальний вигляд яєчника при вивченні субгострої токсичності 

препарату (n=10) 

а – інтактна самиця; б – експериментальна самиця. 
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Яєчка самців обох груп були блідого кольору, нормальної анатомічної 

будови, звичайних розмірів і щільності (рис.3.32а). Простата була білою, 

щільною, не мала змін структури (рис. 3.32б). Не спостерігалося відхилень 

також у стані пенісу. 

 

 
 

І 

 
ІІ 

 
 

Рис.3.32. Загальний вигляд внутрішніх статевих органів самців миші при 

вивченні субгострої токсичності препарату (n=10) 

І – простата; ІІ – сім’яники 

в – інтактний самець; г – експериментальний самець. 
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У контрольних тварин спостерігалося відкладення підшкірного жиру в 

задній паховій області, на вентральній поверхні шиї, в каудальній частині 

вентральної поверхні живота, помітні відкладення вісцерального жиру в 

черевній порожнині, невеликі жирові відкладення в середостінні та на 

перикарді. В групі, що отримувала препарат у формі аплікації на поверхні 

опікової рани, жирові відкладення були значно менші. 

Маса окремих органів відносно маси тіла наведена на рис. 3.33. 

 
Рис.3.33. Відносна маса внутрішніх органів тварин при вивченні 

субгострої токсичності препарату (n=10) 

а) самиці; б) самці 

а 

б 
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Порівняння показників експериментальної групи, що отримувала 

досліджуваний препарат парентерально, та контрольної групи, що отримувала 

фізрозчин, вказує на те, що зафіксовані раніше відмінності між інтактними 

тваринами та тваринами, що отримували інтраперитонеальні ін’єкції препарату, 

принаймні, частково спричинена одномоментним введенням в кровообіг 

значного додаткового об’єму рідини: зростання розмірів та маси серця, легенів 

та нирок спостерігалося в обох групах, що отримували ін’єкції, незалежно від 

складу ін’єктованого препарату; збільшення ж селезінки мало місце лише у 

деяких тварин, які отримували фізрозчин. 

Зростання масової частки всіх органів у тварин, що отримували препарат у 

формі аплікації на опікові рани, очевидно має характер артефакту. Під час 

некропсії було встановлено наявність зменшення кількості жирових відкладень, 

як вісцеральних, так і підшкірних, у тварин цієї групи. Це пов’язано з 

уповільненням приросту маси тіла або навіть зі втратою маси на перших двох 

стадіях опікової хвороби. Таким чином, хоча абсолютні маси органів були 

цілком співставні – знижена маса тіла у тварин, що перенесли опікову хворобу, 

призвела до "зростання" їх відносної масової частки. 

 

Загальний вигляд зони загоєної опікової рани в день повного завершення 

епітелізації наведений на рис.3.34. 
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Рис.3.34. Загоєна опікова рана у тварин, що отримували лікування 

комплексним препаратом БКС+ЕМАР ІІ+ізатізон у складі м’якого гідрогелю, та 

що отримували аплікації гідрогелю на осові свіжого живильного середовища. 

 

У більшості тварин, що отримували експериментальну терапію, в зоні 

загоєної рани спостерігається більш еластична, добре васкуляризована шкіра, 

тоді як в контрольній групі рубцева тканина була більш щільною, блідою, менш 

васкуляризованою. 

 

Заключення. Отже, під час виконання Проєкту напрацьовано окремі 

біологічно активні компоненти нових еквівалентів дерми і виготовлено дослідні 

зразки комплексів, що містять БКС з включенням фармацевтичного композиту 

(препарат ізатізон та цитокін EMAP II) для дослідження їх можливої токсичної 

дії. 

Основна частина роботи була присвячена проведенню експериментів з 

вивчення  терапевтичної ефектиіності і безпечності (можливої гострої та 

субхронічної токсичності) комплексів біологічно активних компонентів нових 

еквівалентів дерми. Досліджені нові еквіваленти дерми сприяли загоєнню 

експериментальних опікових ран. Отримано дані, які свідчать про відсутність 

ефектів гострої токсичності і, можливо, низьку субхронічну токсичність 
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досліджуваних зразків. 

Загалом отримані дані сприяли удосконаленню нового біотехнологічного 

продукту, що містить комплекс біологічно активних речовин клітинного 

походження та фармакологічний композит (лікарський препарат ізатізон з 

рекомбінантним білком EMAP II). В результаті створено новий 

біотехнологічний продукт, комбінований еквівалент дерми, який має покращені 

властивості: а) економічний; б) ефективний для лікування опікових ран та 

інших травматичних уражень шкіри завдяки присутності біологічно активних 

речовин, синтезованих стовбуровими клітинами людини, та фармакологічного 

композиту (препарат ізатізон та цитокін EMAP II) та в) безпечний для організму. 

Новий біотехнологічний продукт, комбінований еквівалент дерми, поєднує 

оптимальні фізико-хімічні властивості носіїв (біосумісність, нетоксичність, 

еластичність, прозорість, адгерентність до поверхні рани, легкість накладення 

та усунення, здатність до адсорбції токсинів) зі сприятливою терапевтичною 

дією факторів росту та інших біологічно активних речовин, синтезованих 

клітинами, а також додатково введеного фармакологічного композиту 

(лікарського препарату ізатізону та рекомбінантного білку EMAP II), що мають 

антивірусні та імуномодулювальні властивості, здатні впливати на ангіогенез і 

проліферацію клітин та інші процеси в організмі залежно від їхньої 

концентрації. 

Нові комбіновані еквіваленти дерми на основі БКС з включенням 

фармацевтичного композиту (препарат ізатізон та цитокін EMAP II) призначені 

для використання у схемах лікування опікових ран різної природи, трофічних 

виразок та інфікованих ран, а також ускладнених і важко загоювальних уражень 

шкіри, зокрема, у хворих на цукровий діабет. Очікується, що, завдяки певним 

властивостям, отримані нами дермальні покриття можуть бути придатними для 

використання як при лікуванні масивних опіків, так і інших уражень шкіри. 

Заплановане патентування способу отримання нового біотехнологічного 

продукту. За приблизними підрахунками він буде в 10 разів дешевшим, ніж 

закордонні аналоги. 

Таким чином, в результаті виконання даного проєкта буде 
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охарактеризовано терапевтичну ефективність і безпечність нових еквівалентів 

дерми з метою висвітлити перспективність проведення подальших доклінічних 

випробувань цього продукту на базі акредитованої токсикологічної лабораторії і 

в майбутньому - клінічних випробувань для впровадження у клінічну практику 

для лікування опікової хвороби та інших травматичних пошкоджень шкіри. 
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ВИСНОВКИ 

 

1.Оптимізовано технологію отримання нових еквівалентів дерми з 

включенням комплексу біологічно активних речовин, які синтезовані 

стовбуровими клітинами in vitro, та фармацевтичного композиту (препарат 

ізатізон та цитокін EMAP II). 

2.Комплексний еквівалент дерми, що містить комплекс біологічно 

активних речовин, які синтезовані стовбуровими клітинами in vitro, та 

фармацевтичний композит (препарат ізатізон та цитокін EMAP II) виявився 

найефективнішим для загоєння опікових ран у порівнянні з відповідними 

контрольними варіантами. 

3.Сукупність експериментальних даних з вивчення гострої токсичності 

комплексного еквіваленту дерми на мишах обох статеи ̆ свідчить про відсутність 

токсичної дії препарату при інтраперитонеальному шляху введення (ЛД50>5000 

мг/кг). Згідно з класифікацією речовин за токсичністю біологічно активний 

комплексний препарат БКС+ізатизон+ЕМАРІІ належить до V класу 

токсичності речовин – практично нетоксичні речовини при 

інтраперитонеальному введенні. 

4. Результати досліджень з вивчення субхронічної активності комплексного 

препарату БКС+ізатизон+ЕМАРІІ свідчать про низьку токсичність цього 

препарату. 

5.За попередніми даними комплексні еквіваленти дерми, що містять 

комплекс біологічно активних речовин, синтезованих стовбуровими клітинами і 

фармацевтичний композит (препарат ізатізон та цитокін EMAP II) справляють 

виражений бактерицидний вплив щодо деяких ранових патогенів і запобігають 

вторинному інфікуванню ран. 

6.Використання клітинних культур як продуцентів комплексу біологічно 

активних речовин, що стимулюють загоєння опікових ран, має певні переваги 

перед клітинною трансплантацією: зниження собівартості препарату, 

спрощення технології отримання, зберігання і використання препарату, 

полегшення контролю безпеки препарату і стандартизації технології, усунення 
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необхідності використання кріопротекторів, виключення ризиків, пов’язаних 

з трансплантацією клітин. 
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