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Задача доставки биологически активных веществ в определенные положения в организме человека и 
животного является актуальной в настоящее время, для ее решения авторами настоящей публикации был 
разработан носитель биологически активных веществ с замедленным высвобождением вещества, пред-
ставляющий собой альбуминовый криогель, полученный методом криоструктурирования, и проведено 
его тестирование на модели огранного культивирования заднего отдела глаза тритона. Цель работы – 
изучение эффективности пористого криогеля, полученного путем криоструктурирования из альбумина и 
нагруженного биорегулятором из склеры глаза быка в различных количествах, в поддержании целостности 
тканей глаза и сохранности фибробластов тритонов Pleurodeles waltl на модели органного культивирова-
ния. Материалы и методы. Альбуминовые губки получали в присутствии денатурирующего агента при 
температурах –15, –17,5 и –20 °C, концентрациях альбумина 40, 50 и 60 мг/мл в криостате и определяли 
их модуль упругости. Ткани глаз изолировали у взрослых половозрелых тритонов Pleurodeles waltl обоего 
пола, задний сектор каждого глаза помещали на губчатый образец альбуминового криогеля в пеницилли-
новые флаконы, закрывали и ставили в термостат. По окончании культивирования образцы фиксировали, 
промывали, обезвоживали, заливали в парафин и делали парафиновые срезы с последующим окрашива-
нием. Для просмотра гистологических срезов использовали микроскоп Leica (Германия) с фотокамерой 
Olympus DP70 (Япония). Оценку количества фибробластов на гистологических срезах осуществляли по 
программе ImageJ. Результаты. Для эксперимента органного культивирования был выбран криогель с 
концентрацией исходного раствора альбумина 50 мг/мл, полученный при температуре –20 °С с модулем 
упругости 4,50 кПа. Согласно результатам гистологических исследований, целостность тканей глаза под-
держивается в эксперименте при нагрузке альбуминовой подложки биорегулятором в дозах 2,46 × 10–5, 
2,46 × 10–7, 2,46 × 10–9, 2,46 × 10–13, 2,46 × 10–15 мкг, причем статистически значимая разница для данных 
по количеству фибробластов на единицу площади в склере частично коррелирует с качественным со-
стоянием самих тканей заднего отдела глаза, наилучший результат по сравнению с контролем показали 
группы, где доза биорегулятора из склеры составила 2,46 × 10–7, 2,46 × 10–9 и 2,46 × 10–15 мкг. Выводы. 
Полученные результаты свидетельствуют об эффективности альбуминовой подложки в качестве носите-
ля с сорбированным на ней биорегулятором (дозы 2,46 × 10–5, 2,46 × 10–7, 2,46 × 10–9, 2,46 × 10–13, 2,46 × 
10–15 мкг) в поддержании целостности тканей глаза и сохранности фибробластов тритонов Pleurodeles waltl, 
и показывают эффективность применения альбуминового криогеля в качестве носителя для замедленного 
высвобождения биологически активных веществ.
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криогель, модуль  упругости,  органное  культивирование,  биорегулятор,  протекторные  свойства.
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ВВедеНие
Задачи адресной доставки биологически актив-

ных веществ (БАВ) в определенные органы и тка-
ни организма человека или животного в настоящее 
время являются весьма актуальными [1–3]. Такие 
системы доставки наиболее часто состоят из двух 
основных компонентов – собственно БАВ и носи-
теля, обеспечивающего транспорт и высвобожде-
ние действующего начала в зоне соответствующей 
мишени [4]. Подобные носители используются в 
различных формах, например, в виде наночастиц 
и наноконтейнеров, липосом, полимерных мицелл, 
гелей и др. [5]. В последние годы все большую попу-
лярность среди носителей БАВ приобретают различ-
ные биоразлагаемые губки, особенно на основе таких 
полимеров природного происхождения, как белки 
и полисахариды [6–12]. Важным достоинством по-
добных носителей является их хорошая биосовмес-
тимость, низкая иммуногенность и нетоксичность 

как самих губок, так и продуктов их резорбции или 
деградации при гидролизе в организме реципиентов. 
В частности, эффективными носителями и низкомо-
лекулярных, и высокомолекулярных БАВ оказались 
губки на основе денатурированного сывороточного 
альбумина [13–15]. Эти биополимерные материалы 
были получены методом так называемого криострук-
турирования [16–18], позволяющего формировать 
макропористые и сверхмакропористые (губчатые) 
полимерные матрицы при неглубоком заморажива-
нии растворов соответствующих предшественников, 
когда поликристаллы замерзшего растворителя дейс-
твуют как порообразователи [16, 19, 20]. К достоинс-
твам именно таких альбуминовых губок относится 
возможность простыми приемами варьировать их 
размер, форму, пористость и упругость, а также дозу 
БАВ, которыми носитель нагружен для достижения 
необходимого терапевтического результата лечения.

influence Of PrOTein-PePTide BiOreGulaTOr iSOlaTed 
frOm BOvine Sclera and incOrPOraTed  
inTO an alBumin-BaSed crYOGel On The Sclera  
in a mOdel culTivaTiOn Of a POSTeriOr eYe SeGmenT
O.V. Yamskova1, M.S. Krasnov1, E.V.  Sidorsky1, 2, V.I.  Lozinsky1

1 Nesmeyanov Institute of Organoelement Compounds, Moscow, Russian Federation
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Delivering bioactive substances to certain spots in the human and animal body is a crucial task. To address this 
problem, we have developed a delayed-release bioactive substance carrier – an albumin-based cryogel obtai-
ned by cryostructuring. It was tested on an organotypic culture model of the posterior eye segment of a newt.  
Objective: to study the effectiveness of porous albumin-based cryogel obtained by cryostructuring and loaded 
with a bioregulator isolated from bovine sclera in different quantities in maintaining eye tissue integrity and 
preserving Iberian ribbed newt fibroblasts on an organotypic culture model. Materials and methods. Albumin 
sponges were obtained after being denatured at temperatures –15 °C, –17.5 °C, and –20 °C, with albumin levels 
40 mg/mL, 50 mg/mL, and 60 mg/mL in a thermostatic cooler. Their modulus of elasticity was measured. Eye 
tissues were isolated from adult sexually mature Iberian ribbed newts of both sexes. The posterior segment of each 
eye was placed on a sponge sample of albumin cryogel in penicillin vials, sealed and placed in a thermostat. At 
the end of cultivation, the samples were fixed, washed, dehydrated, and embedded in paraffin. Paraffin sections 
were made, followed by staining. A Leica microscope (Germany) with an Olympus DP70 camera (Japan) was 
used to view histological sections. Fibroblast count in the histological sections was estimated using the ImageJ 
program. Results. Cryogel with initial albumin solution levels of 50 mg/mL obtained at –20 °C with 4.50 kPa 
elastic modulus, was chosen for the organ culture experiment. Histological studies showed that eye tissue inte-
grity was maintained in the experiment when albumin-based scaffold was loaded with the bioregulator at doses 
of 2.46 × 10–5, 2.46 × 10–7, 2.46 × 10–9, 2.46 × 10–13, 2.46 × 10–15 μg. Moreover, the statistically significant diffe-
rence for fibroblast count per unit area in the sclera partially correlates with the qualitative state of the posterior 
eye tissue itself. Groups where bioregulator isolated from the sclera had a dose of 2.46 × 10–7, 2.46 × 10–9 and 
2.46 × 10–15 μg, showed the best result as compared with the control group. Conclusion. Albumin-based scaffold 
as a carrier with a bioregulator adsorbed on it (doses of 2.46 × 10–5, 2.46 × 10–7, 2.46 × 10–9, 2.46 × 10–13, 2.46 × 
10–15 μg) is effective in maintaining eye tissue integrity and preserving Iberian ribbed newt fibroblasts. Albumin 
cryogen is an effective carrier for delayed release of bioactive substances.
Keywords:  targeted drug­delivery  systems,  albumin  cryogel,  elastic modulus,  organ  culturing,  bioregulator, 
protective properties.
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Например, было продемонстрировано, что од-
ним из перспективных вариантов биомедицинского 
применения данных криогенно-структурированных 
альбуминовых губок является их использование в ка-
честве 3D-носителей для тканеспецифичных белко-
во-пептидных биорегуляторов, активирующих про-
цессы репарации [15, 21–23]. В настоящей работе мы 
использовали биорегулятор, выделенный из склеры 
глаза быка, поскольку указанный пептидно-белковый 
комплекс, добавленный в среду культивирования, 
обладает, как было показано ранее, протекторным 
эффектом на состояние тканей заднего отдела гла-
за [24]. Пептидно-белковый комплекс, выделенный 
из склеры, состоит из пептидов с молекулярными 
массами 1054–5080 Да, а также из бычьего сыворо-
точного альбумина с молекулярной массой 66 385 Да. 
Биологической активностью обладает именно сам 
комплекс пептидов и указанного белка, поскольку 
отдельные его компоненты не показали выражен-
ных эффектов на поддержание жизнеспособности 
клеток и тканей заднего отдела глаза при культи-
вировании [24]. При этом особое внимание теперь 
было уделено влиянию количества (дозы) такого 
биорегулятора, включенного в альбуминовую губку, 
на протекторную активность, проявляемую данной 
системой доставки БАВ, что и являлось целью этого 
исследования.

МАтериАлы и МетОды
Получение криогенно-структурированных 
альбуминовых носителей

Синтез альбуминовых губок проводили по мо-
дифицированной известной методике [25]. Бычий 
сывороточный альбумин (99%) (ДИА-М, Москва, 
РФ) растворяли в рассчитанном объеме воды, куда 
затем вносили мочевину (о. с. ч.) (РЕАХИМ, Москва, 
РФ), помещали раствор в ледяную баню и добавляли 
необходимый объем водного раствора L-цистеина 
(ultra grade) (Fluka, Швейцария). Концентрации ком-
понентов в приготовленных таким образом реакци-
онных растворах были следующими: альбумин – 40, 
или 50, или 60 мг/мл; мочевина – 1,5 моль/л; цисте-
ин – 0,01 моль/л. Такие растворы порциями в 1,5 мл 
вносили в стеклянные флаконы (внутренний диаметр 
22 мм) либо порциями по 3 мл в ячейки пластикового 
24-луночного планшета. Растворы замораживали в 
течение 24 ч в камере программируемого ультракрио-
стата Proline 1840 (Lauda, Германия): образцы во фла-
конах – при –20 °С, образцы в планшете – или при 
–15, или –17,5, или –20 °С, а затем оттаивали при 
комнатной температуре. Получившиеся в результа-
те губчатые альбуминовые криогели исчерпывающе 
промывали простерилизованной водой от раствори-
мых веществ и до дальнейшего использования хра-
нили в закрытой таре при 4–6 °С.

Определение модуля упругости 
альбуминовых губок

Измерения модуля упругости набухших в воде 
альбуминовых губок проводили на цилиндрических 
образцах диаметром 16 мм и высотой 20 мм. Такие 
измерения были выполнены в соответствии с методи-
кой, ранее применявшейся для случая мягких губча-
тых криогелей [26]. Набухшую альбуминовую губку 
помещали в наполненный водой стеклянный стакан, 
чтобы компенсировать капиллярные силы при вы-
давливании жидкости из сообщающихся макропор 
при одноосном сжатии цилиндрического образца. 
Для минимизации выталкивающей архимедовой 
силы использовался пуансон «тарельчатого» типа 
диаметром 10 мм и толщиной 2 мм, подсоединенный 
к держателю автоматического анализатора текстуры a 
TA-Plus (Lloyd Instruments, Великобритания). Сжатие 
выполняли со скоростью 0,3 мм/мин до деформации 
50%, а значение компрессионного модуля упругости 
(Е) определяли с помощью программного обеспече-
ния прибора. Выборка для определения модуля уп-
ругости включала 6–8 образцов на точку. Усреднение 
полученных величин проводили в программе Excel 
2010. Также количественные данные были проанали-
зированы с помощью программного пакета SPSS 26.0 
(IBM, США). Значения модуля упругости, имеющие 
распределение, отличное от нормального, представ-
лены в виде медианы (Ме) и 25% (Q1) и 75% (Q3) 
процентилей. Статистическую значимость различий 
между двумя независимыми группами оценивали с 
помощью U-критерия Манна–Уитни. При сравне-
нии трех и более независимых групп использовали 
непараметрический дисперсионный анализ Краске-
ла–Уоллиса с поправкой Данна для апостериорного 
анализа. Достоверными считали различия при уровне 
значимости р < 0,05.

Включение белково-пептидного 
биорегулятора в альбуминовую губку

Биорегулятор из ткани склеры глаза быка был 
выделен согласно ранее описанной методике [27]. 
На основе полученного раствора с концентрацией 
биорегулятора 0,3 мг/мл с помощью последователь-
ных десятикратных разбавлений готовили рабочие 
растворы с целевыми концентрациями от 3 × 10–4 до 
3 × 10–20 мг/мл. Для включения биорегулятора в аль-
буминовый носитель набухшую в воде губку, сфор-
мированную в стеклянном флаконе, помещали на 
стеклянный фильтр и в течение 3 мин под вакуумом 
водоструйного насоса удаляли свободную жидкость, 
после чего «отжатый» таким образом материал поме-
щали в водный раствор с известной концентрацией 
биорегулятора, где губка быстро набухала. Образец 
инкубировали в течение 4 ч при 4–6 °С, а затем за-
мораживали при –20 °С и высушивали лиофильно 
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с помощью сублимационной установки FreeZone1 
(Labconco, США).

Масса (доза в микрограммах) биорегулятора, 
включенная в губчатый носитель, рассчитывалась в 
соответствии с концентрацией биорегулятора и объ-
емом жидкости, поглощенной губкой при набухании. 
Образцы сравнения (2 группы) – губки, которые ин-
кубировали в воде без добавок.

исследование активности нагруженного 
биорегулятором губчатого альбуминового 
носителя на модели органного 
культивирования заднего отдела глаза

Исследования проводили на препаратах глаз 
взрослых половозрелых тритонов Pleurodeles waltl 
обоего пола, взятых из аквариальной Института 
биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН (Рос-
сия). В каждом эксперименте использовали не менее 
17 животных (34 глаза). Тритоны были наркотизи-
рованы в 2% растворе этилуретана в физиологи-
ческом растворе для амфибий (0,65% NaCl). После 
наркотизации головы животных ополаскивали 70% 
этиловым спиртом и проводили энуклеацию глаз 
при стандартном лабораторном освещении. Изоли-
рованные глаза помещали в стерильные 35-мм чаш-
ки Петри с питательной средой для амфибий (сре-
да 199 – 70%, вода дистиллированная – 30%) [28]. 
Среда для культивирования тканей глаза содержала: 
350 мл среды 199, 150 мл бидистиллированной воды, 
0,15 мл 1,0 М буфера HEPES и 1 мл 1% гентамицина. 
Перед внесением во флаконы среду стерилизовали 
холодным способом, пропуская через мембранные 
фильтры типа «CA» («Nalgene», США) с размером 
пор 0,2 мкм. Под бинокулярной линзой изолировали 
ткани глаз в следующей последовательности: осво-
бождали глаза от кожных покровов, затем разрезали 
по окружности, проксимальнее лимба. Ростовую об-
ласть сетчатки вместе с радужкой, роговицей и хрус-
таликом отбрасывали. Задний сектор каждого глаза, в 
состав которого входили сетчатка, пигментный эпи-
телий, сосудистая оболочка и склера, использовали 
для последующего культивирования.

Экспериментальные образцы были разделены на 
11 групп при культивировании заднего отдела глаза:
1. Контроль – на дне стеклянного флакона в отсут-

ствие альбуминового носителя.
2. Контроль – на альбуминовом носителе без био-

регулятора.
3. На альбуминовой губке, нагруженной 2,46 × 

10–1 мкг биорегулятора.
4. На альбуминовой губке, нагруженной 2,46 × 

10–3 мкг биорегулятора.
5. На альбуминовой губке, нагруженной 2,46 × 

10–5 мкг биорегулятора.

6. На альбуминовой губке, нагруженной 2,46 × 
10–7 мкг биорегулятора.

7. На альбуминовой губке, нагруженной 2,46 × 
10–9 мкг биорегулятора.

8. На альбуминовой губке, нагруженной 2,46 × 
10–11 мкг биорегулятора.

9. На альбуминовой губке, нагруженной 2,46 × 
10–13 мкг биорегулятора.

10. На альбуминовой губке, нагруженной 2,46 × 
10–15 мкг биорегулятора.

11. На альбуминовой губке, нагруженной 2,46 × 
10–17 мкг биорегулятора.

В опытных экспериментальных группах (3–11) 
зад ний отдел глаза тритона помещали на нагружен-
ный биорегулятором в соответствующей концентра-
ции губчатый образец, находящийся в пенициллино-
вом флаконе, промытом стерильной культуральной 
средой и затем заполненный бессывороточной 
средой (среда 199 без добавления сыворотки). Все 
флаконы закрывали стерильными крышками, затем 
пленкой ParafilmM (США) и помещали в термостат. 
Культивирование проводили стационарно в темноте 
при 20–22 °С в течение 72 ч без смены культуральной 
среды.

Изучение состояния эксплантатов после культиви-
рования проводили на сериях парафиновых срезов. 
Ткани глаза фиксировали в растворе Буэна, после 
фиксации в течение 12 ч трижды отмывали 70% 
этанолом, далее обезвоживали и заливали в пара-
фин. Делали парафиновые срезы толщиной 7 мкм, 
используя микротом ERM 4000 (Hestion, Австралия), 
которые после депарафинирования и гидратирования 
окрашивали гематоксилином, эозином и заключали 
под покровное стекло с добавлением адгезирующей 
жидкости. Для просмотра гистологических срезов 
использовали микроскоп Leica (Германия) с фотока-
мерой Olympus DP70 (Япония). Оценку количества 
фибробластов на гистологических срезах осущест-
вляли по программе ImageJ, оценивая количество 
фибробластов склеры на 1 мм2 ткани. Для каждой 
экспериментальной точки было исследовано не ме-
нее 50 срезов. Полученные результаты обрабатывали 
по критерию Манна–Уитни и критерию Стьюдента.

реЗУльтАты и ОБСУЖдеНие
Получение губчатых альбуминовых 
носителей и их физико-механические 
свойства

Физико-механические характеристики носите-
лей БАВ важны с точки зрения эксплуатационных 
свойств систем доставки, поскольку во многом оп-
ределяют операционные возможности соответствую-
щих препаратов, особенно в условиях их применения 
in vivo. Так как полученные в данной работе крио-
генно-структурированные альбуминовые губки далее 



122

ВЕСТНИК ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ том XXV   № 2–2023

тестировались в качестве носителей пептидно-белко-
вого биорегулятора в модельных экспериментах по 
культивированию заднего отдела глаза, когда губка 
находилась в гидратированном состоянии, то важно 
было оценить механические показатели носителя 
в применяемых условиях, т. е. в водной среде. При 
этом мы еще проварьировали концентрацию аль-
бумина в использованных для получения губчатых 
носителей исходных растворах, а также температуру 
криогенной обработки этих растворов, что, как из-

вестно [16, 19, 20], влияет на пористую морфологию 
полимерных криогелей.

Измерения значений компрессионного модуля 
упругости полученных губчатых материалов прово-
дились с помощью автоматического текстурометра 
(см. Экспериментальную часть) с использованием 
пуансона «тарельчатого» типа (рис. 1), а результаты 
этих измерений суммированы в таблице.

Полученные результаты наглядно свидетельству-
ют, что повышение концентрации белка в исходных 
растворах приводило к формированию, по крайней 

Таблица
Значения компрессионного модуля упругости (Е) набухших в воде альбуминовых криогелей, 

сформированных из исходных растворов с разным содержанием альбумина их замораживанием 
при трех отрицательных температурах

Compression modulus of elasticity (E) of water-swollen albumin-based cryogels formed from initial 
solutions with different albumin content by freezing at three negative temperatures

Концентрация альбумина 
в исходном растворе (мг/мл)

Е (кПа) альбуминовых губок, сформированных замораживанием при температуре:
–15,0 °С –17,5 °С –20,0 °С

(А) Значения Е, усредненные с помощью программы Excel 2010
40 4,16 ± 0,46 4,07 ± 1,07 2,98 ± 0,45
50 5,24 ± 0,22 5,03 ± 0,45 4,50 ± 0,76
60 7,31 ± 0,82 5,71 ± 0,93 4,91 ± 1,08

(Б) Значения Е, найденные при статистической обработке экспериментальных величин с помощью программного 
пакета SPSS 26.0

Me
[Q1–Q3]

p Me
[Q1–Q3]

р Me
[Q1–Q3]

р

40 3,93
[3,74–4,77]

0,001*
p40–50 = 0,088*

4,25
[3,43–4,89]

0,014*
p40–50 = 0,105

2,97
[2,57–3,18]

0,005*
p40–50 = 0,006*

50 5,20
[5,08–5,43]

0,001*
p40–60 = 0,001*

4,96
[4,78–5,22]

0,014*
p40–60 = 0,004*

4,94
[3,64–5,05]

0,005*
p40–60 = 0,004*

60 7,42
[6,06–8,44]

0,001*
p50–60 = 0,031*

5,58
[4,98–6,17]

0,014*
p50–60 = 0,194

4,86
[3,49–5,78]

0,005*
p50–60 = 0,092

* – различия показателей статистически значимы (p < 0,05).

* – differences are statistically significant (p < 0.05).

Рис. 1. Фотографии образца набухшей в воде криогенно-структурированной альбуминовой губки: а – до начала дейс-
твия компрессионной нагрузки; б – во время деформации при действии приложенной нагрузки

Fig. 1. Photographs of a sample of water-swollen cryo-structured albumin sponge: а – before the onset of the effect of com-
pression load; б – during deformation under the applied load

а б
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мере, в интервале отрицательных температур от –15 
до –20 °С, криогенно-структурированных альбуми-
новых губок с более высокими значениями комп-
рессионного модуля упругости (с достоверностью 
p < 0,001 в случае образцов, синтезированных при 
–15 °С; p = 0,014 для криогелей, сформированных 
при –17,5 °С; и p = 0,005 для образцов, полученных 
при –20 °С). При этом по абсолютной величине ус-
редненные значения Е (табл., А) и соответствующие 
модули упругости, найденные при статистической 
обработке экспериментальных данных (табл., Б), 
почти не отличались, тем самым подчеркивая на-
дежность полученной информации.

При одинаковой концентрации белка в исходной 
гелеобразующей системе более упругие губчатые об-
разцы получались в случае температуры криогенной 
обработки –15 °С. Однако, учитывая литературные 
данные [25] об эффективности криотропного геле-
образования альбумина в зависимости от условий 
замораживания его начальных растворов при тех же 
минусовых температурах (–15,0; –17,5 и –20 °С), а 
также информацию, полученную в предварительных 
опытах по оценке удобства работы с полученными 
губчатыми носителями при органном культивирова-
нии биологической модели, для дальнейшего исполь-
зования в нашем исследовании были выбраны альбу-
миновые губки, синтезированные замораживанием 
при –20 °С реакционных растворов с концентрацией 
белка 50 мг/мл.

результаты органного культивирования 
заднего отдела глаза тритона 
с использованием губчатых  
альбуминовых носителей, нагруженных 
биорегулятором

При подсчете количества клеток (фибробласты) 
в склеральной оболочке после культивирования зад-
него отдела глаза тритона Pl. waltl на альбуминовой 
губке без биорегулятора, а также содержащей био-
регулятор в разных дозах (см. Экспериментальную 
часть), были получены результаты, приведенные в 
виде диаграмм на рис. 2.

При культивировании заднего отдела глаза на 
альбуминовых губках в экспериментальных груп-
пах 5, 6, 7, 9 и 10, когда доза биорегулятора в но-
сителе была соответственно 2,46 × 10–5, 2,46 × 10–7, 
2,46 × 10–9, 2,46 × 10–13 и 2,46 × 10–15 мкг, количество 
фиб ро блас тов в склере оказалось достоверно выше, 
чем в группе 1, где культивирование заднего отдела 
глаза проводили без альбуминовой губки, а задний 
отдел глаза тритона был помещен непосредственно 
на дно стеклянного флакона для культивирования. 
Кроме того, в экспериментальных группах 6, 7 и 10, 
где доза биорегулятора, включенного в губчатый но-
ситель, была соответственно 2,46 × 10–7, 2,46 × 10–9 и 

2,46 × 10–15 мкг, детектировалось достоверно большее 
количество фибробластов по сравнению с группой 2 
(культивирование заднего отдела глаза на альбуми-
новой губке без включения в нее биорегулятора). 
Из графика видно, что при добавлении биорегулятора 
склеры в дозе 2,46 × 10–11 мкг не наблюдали достовер-
но значимых отличий по количеству фибробластов 
на единицу площади склеры относительно контро-
ля. Получается полимодальный характер дозовой 
зависимости действия биорегулятора, включенного 
в криогель.

Данные по количеству фибробластов на едини-
цу площади в склере частично коррелировали с ка-
чест вен ным состоянием самих тканей заднего отде-
ла глаза. В частности, наилучшее их состояние по 
сравнению с контролем 2-й группы тоже наблюдали 
в группах 6, 7 и 10 (рис. 3, a, б, ж, к), где доза биоре-
гулятора из склеры была соответственно 2,46 × 10–7, 
2,46 × 10–9 и 2,46 × 10–15 мкг.

Ниже приведено описание гистологического со-
стояния тканей заднего отдела глаза в различных 
экспериментальных группах.

В контрольной группе 1 (рис. 3, а) при культивиро-
вании заднего отдела глаза тритона на дне стеклянно-
го флакона без альбуминового носителя происходила 
отслойка сетчатки (1) от слоя пигментного эпителия 
(2), а также отслойка слоя пигментного эпителия от 
сосудистой оболочки. В самом слое пигментного эпи-
телия пигмент смещается на апикальную сторону, 
что говорит о нестабильности клеток данного слоя и 

Рис. 2. Количество фибробластов на единицу площади 
склеры в различных экспериментальных группах после 
культивирования заднего отдела глаза. * – достоверные 
отличия от 1-й группы контроля (без альбуминового но-
сителя), р < 0,05; # – достоверные отличия от 2-й груп-
пы контроля (альбуминовая губка без включенного в нее 
биорегулятора), р < 0,05

Fig. 2. Fibroblast count per unit sclera area in different expe-
rimental groups after cultivation of the posterior part of the 
eye. * – significant differences p < 0.05 from control group 1 
(without albumin carrier); # – significant differences p < 0.05 
from control group 2 (albumin sponge without bioregulator 
included)
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их дедифференцировке. В сетчатке наблюдали при-
знаки деградации и повреждения нейронов. В скле-
ральной оболочке наблюдаются признаки начала де-
градации ткани, которые выражаются в расслоении 
коллагеновых волокон с образованием полостей (3) 
между ними, а также незначительном количестве 
фибробластов (4) на единицу площади (рис. 2).

В контрольной группе 2 (рис. 3, б) при культиви-
ровании заднего отдела глаза тритона на альбуми-
новой губке без добавления каких-либо факторов 
наблюдалась несколько лучшая картина, чем в кон-
троле 1. Отслойка сетчатки (1) от слоя пигментного 
эпителия (2) была частичной, отростки фоторецеп-
торных клеток и другие нейроны сетчатки были 
менее повреждены, чем в контроле 1, но при этом 
происходила гибель нейронов сетчатки. Пигмент в 
слое пигментного эпителия также имел тенденцию 
к смещению на апикальную сторону, но это было не 
так выражено, как в случае контроля 1. Сосудистая 
оболочка оставалась плотной. В склеральной оболоч-
ке также наблюдались элементы деградации ткани, 
выражающиеся в расслоении коллагеновых волокон 
и образовании незначительных полостей (3), а также 
в незначительном количестве фибробластов (4) на 
единицу площади (рис. 2).

В группе 3 (содержание биорегулятора в носите-
ле – 2,46 × 10–1 мкг) тоже наблюдалось отслоение сет-
чатки (1) от пигментного эпителия (2), пигмент сме-
щался в слое пигментного эпителия на апикальную 
сторону, сосудистая оболочка плотная, без признаков 
повреждения (рис. 3, в). В склеральной оболочке вы-
явлены элементы деградации ткани, выражающиеся 
в виде полостей (3) между коллагеновыми волокнами 
и недостоверным отличием от контрольных групп по 
количеству фибробластов (4) (рис. 2).

В группе 4 (содержание биорегулятора в носите-
ле – 2,46 × 10–3 мкг) (рис. 3, г) также местами обна-
руживается отслойка сетчатки (1) от пигментного 
эпителия (2). Пигмент в слое пигментного эпителия 
смещен на апикальную сторону, как и в предыдущей 
группе. Сосудистая оболочка в хорошем состоянии, 
плотная, без признаков деградации. Наблюдалась 
гибель нейронов сетчатки. В склеральной оболочке 
видны элементы деградации ткани, выражающиеся 
в расслоении коллагеновых волокон и образовании 
больших полостей (3), а также в незначительном ко-
личестве фибробластов (4) на единицу площади, не-
достоверно отличных от контрольных групп (рис. 2).

В группе 5 (содержание биорегулятора в носите-
ле – 2,46 × 10–5 мкг) (рис. 3, б, д) наблюдалась выра-
женная гибель нейронов сетчатки (1). Пигмент в слое 
пигментного эпителия (2) смещен на апикальную 
сторону, как и в предыдущей группе. Сосудистая 
оболочка в хорошем состоянии, плотная, без при-
знаков деградации. В склеральной оболочке также 
обнаруживаются элементы деградации ткани, вы-

ражающиеся в расслоении коллагеновых волокон и 
образовании крупных полостей (3), и кроме того, ко-
личество фибробластов (4) на единицу площади не-
достоверно отличимо от контроля группы 2 (рис. 2).

На гистологических срезах препаратов группы 6 
(содержание биорегулятора в носителе – 2,46 × 
10–7 мкг) (рис. 3, a, б, е) наблюдалась заметно луч-
шая картина, чем в других группах. В частности, в 
меньшей степени отслаивалась сетчатка (1) (частич-
ная отслойка только с краев), более равномерно был 
распределен пигмент в клетках пигментного эпите-
лия (2), что говорит о стабильном дифференциро-
ванном состоянии данных клеток, а гибели нейронов 
практически не наблюдалось. В склеральной оболоч-
ке было меньше признаков деградации, заключаю-
щейся в меньшем количестве и размере полостей (3) 
между коллагеновыми волокнами и в большем коли-
честве фибробластов (4) на единицу площади скле-
ры, достоверно отличном от контрольных групп 1 и 
2 примерно в 1,6 раза (рис. 2).

На срезах образцов группы 7 (содержание биоре-
гулятора в носителе – 2,46 × 10–9 мкг) (рис. 3, a, б, ж) 
детектировалась частичная отслойка сетчатки (1) от 
пигментного эпителия (2) с краев, пигмент был не-
много смещен на апикальную сторону, полости (3) в 
склере немного больше, чем у препаратов группы 6, 
но меньше, чем в других группах, гибель нейронов 
сетчатки незначительная. Количество фиброблас-
тов (4) в склере достоверно отличалось от обеих кон-
трольных групп примерно в 1,7 раза (рис. 2).

В группе 8 (содержание биорегулятора в носите-
ле – 2,46 × 10–11 мкг) (рис. 3, з) наблюдалась частич-
ная отслойка сетчатки (1) с краев, тогда как смещения 
пигмента в клетках пигментного эпителия (2) практи-
чески не наблюдали, но при этом были значительные 
полости (3) в склере. Количество фибробластов (4) в 
склере достоверно не отличалось от обеих контроль-
ных групп (рис. 2).

На гистологических срезах препаратов группы 9 
(содержание биорегулятора в носителе – 2,46 ×  
10–13 мкг) (рис. 3, б, и) обнаруживались отслойка сет-
чатки (1) от пигментного эпителия (2), смещение 
пигмента на апикальную сторону, а также незначи-
тельные полости (3) в склере. Количество фибро-
бластов (4) в склере достоверно отличалось только от 
1-й контрольной группы, от 2-й контрольной группы 
не отличалось (рис. 2).

На срезах образцов группы 10 (содержание биоре-
гулятора в носителе – 2,46 × 10–15 мкг) (рис. 3, a, б, к) 
наблюдалась лучшая картина состояния тканей зад-
него отдела глаза по сравнению с образцами из всех 
других групп. Склера была плотная, без разрывов, по-
лостей практически не было. Пигмент незначительно 
выделялся из клеток пигментного эпителия (2), а сме-
щения на апикальную сторону не обнаруживалось, 
что свидетельствует о стабильном дифференцирован-
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ном состоянии данных клеток. Отслойка сетчатки (1) 
от пигментного эпителия наблюдалась только с краев. 
Гибель нейронов не была выражена, сосудистая обо-
лочка компактная. Количество фибробластов (4) в 

склере достоверно отличается от обеих контрольных 
групп примерно в 1,5 раза (рис. 2).

В группе 11 (содержание биорегулятора в носите-
ле – 2,46 × 10–17 мкг) (рис. 3, a, б, л) детектировалась 

Рис. 3. Гистологическая картина тканей заднего отдела глаза тритона Pl. waltl после 3 дней культивирования: a – без 
подложки; б – на подложке из альбуминового криогеля без включения в него биорегулятора; в–л – на подложке из 
альбуминового криогеля с включенным в него биорегулятором склеры в количестве: в – 2,46 × 10–1 мкг; г – 2,46 × 
10–3 мкг; д – 2,46 × 10–5 мкг; е – 2,46 × 10–7 мкг; ж – 2,46 × 10–9 мкг; з – 2,46 × 10–11 мкг; и – 2,46 × 10–13 мкг; к – 2,46 × 
10–15 мкг; л – 2,46 × 10–17 мкг. Окраска гематоксилином-эозином. Метрическая шкала 200 мкм (красная линия)

Fig. 3. Histological images of tissues of the posterior segment of the eye of an Iberian ribbed newt, after 3 days of cultivation: 
a – without scaffold; б – on an albumin-based cryogel scaffold without a bioregulator included therein; в–л – on an albumin-
based cryogel scaffold with a sclera-derived bioregulator included in it at a dose: в – of 2.46 × 10–1 μg; г – of 2.46 × 10–3 μg; 
д – of 2.46 × 10–5 μg; е – of 2.46 × 10–7 μg; ж – of 2.46 × 10–9 μg; з – of 2.46 × 10–11 μg; и – of 2.46 × 10–13 μg; к – of 2.46 × 
10–15 μg; л – of 2.46 × 10–17 μg. H&E stain. Metric scale = 200 μm (red line)
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гибель нейронов сетчатки (1) и незначительная от-
слойка сетчатки от пигментного эпителия (2) в кра-
евых областях. Смещение пигмента на апикальную 
сторону практически не наблюдали, что говорит о 
стабильном дифференцированном состоянии данных 
клеток, при этом обнаруживались незначительные 
разрывы в склере (3). Количество фибробластов (4) 
в склере достоверно не отличается от обеих конт-
рольных групп (рис. 2).

Обнаруженные различия в состоянии тканей и 
сохранности фибробластов в процессе культиви-
рования говорят о том, что биорегулятор склеры, 
включенный в альбуминовый криогель, только в оп-
ределенных количествах обладает выраженным про-
текторным действием на состояние тканей заднего 
отдела глаза, а именно наиболее заметный протектор-
ный эффект наблюдался при культивировании задне-
го отдела глаза тритона на альбуминовой подложке 
с включенным в нее биорегулятором в количестве 
2,46 × 10–7, 2,46 × 10–9 и 2,46 × 10–15 мкг. Ранее было 
показано, что протекторный эффект в отношении со-
стояния тканей заднего отдела глаза наблюдался при 
включении данного биорегулятора в криогелевый 
носитель в количестве 2,46 × 10–7 мкг [22]. Биорегу-
лятор, введенный в криогенно-структурированную 
альбуминовую губку, проявлял наиболее выраженное 
протекторное действие на состояние тканей и клеток 
заднего отдела глаза также и в количестве 2,46 × 10–9 
и 2,46 × 10–15 мкг, а в других дозах действовал слабо 
(рис. 2). Этот выявленный в настоящей работе факт 
также свидетельствовал о непрямолинейной дозо-
вой зависимости действия биорегулятора. В данном 
случае мы не наблюдали классической зависимости – 
чем выше доза, тем больше эффект. Иными слова-
ми, для активности этого биорегулятора характерна 
сложная полимодальная дозовая зависимость. Эти 
результаты согласуются с данными, полученными по 
полимодальному действию биорегулятора склеры в 
водном растворе, которые были получены ранее [24].

Такой результат коррелирует также с ранее по-
лученной информацией о подобной полимодальной 
зависимости и для белково-пептидных биорегуля-
торов, выделенных из других тканей глаза, напри-
мер, из пигментного эпителия [29], когда наиболее 
выраженное биологическое действие на состояние 
заднего отдела глаза наблюдалось при концентра-
циях биорегулятора в среде культивирования в 10–9 
и 10–17 мг/мл, что в пересчете на его содержание в 
альбуминовой губке соответствует дозам 2,46 × 10–7 
и 2,46 × 10–15 мкг. Таким образом, уровень протек-
торной активности биорегулятора определяется той 
концентрацией данного агента в растворе, который 
использовался при включении биорегулятора в губ-
чатый альбуминовый носитель.

ЗАКлЮчеНие
Белково-пептидный биорегулятор, выделенный 

из склеры глаз быка, был включен в дозах от 2,46 × 
10–1 до 2,46 × 10–17 мкг в губчатый криогенно-струк-
турированный носитель, синтезированный на основе 
растворов сывороточного альбумина с добавками 
денатуранта (мочевина) и тиольного восстановите-
ля (цистеин). Функциональные возможности полу-
ченных таким образом систем доставки БАВ были 
протестированы в экспериментах по модельному 
органному культивированию заднего отдела глаз 
тритонов Pleurodeles waltl с целью выяснения вли-
яния разных доз такого биорегулятора на состояние 
склеральной оболочки, поддержание целостности 
тканей глаза (сетчатки и пигментного эпителия, со-
судистой оболочки) и сохранности фибробластов. 
Согласно данным гистологии, показано, что наибо-
лее выраженный протекторный эффект на состояние 
тканей заднего отдела глаза при культивировании 
наблюдался на альбуминовой подложке с включен-
ным в нее биорегулятором в количестве 2,46 × 10–7, 
2,46 × 10–9 и 2,46 × 10–15 мкг. Полученные результаты 
свидетельствуют об эффективности применения кри-
огенно-структурированного губчатого альбуминово-
го криогеля в качестве носителя для высвобождения 
биологически активных веществ.
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