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Увеличение биостабильности медицинских изделий/материалов на основе белков и их производных, в 
том числе резорбируемых 2D- и 3D-матриксов для тканевой инженерии и регенеративной медицины, 
достигается в основном сшивкой глутаровым альдегидом (ГА). Одним из серьезных недостатков стаби-
лизированных ГА изделий является их цитотоксичность, обусловленная следовыми количествами ГА, 
трудно удаляемых из сшитых биополимерных матриксов, поэтому поиск химических и физических спо-
собов сшивки таких медицинских изделий остается актуальной задачей. Цель: сравнить влияние раз-
личных методов сшивки на цитотоксичность образцов из коллагена и желатина. Материалы и методы. 
Образцы в виде пленок диаметром 30 мм и толщиной ~150 мкм получали методом полива из раствора 
склерального коллагена (СК) сельскохозяйственных животных I типа или желатина с последующей суш-
кой при 37 °С до постоянного веса на воздухе. Образцы пористых матриксов в виде трубок из смеси 
желатина и полиоксибутирата-ко-валерата в соотношении 2 : 1 по весу получали методом электроспин-
нинга. Исследовали цитотоксичность образцов, структурно стабилизированных пятью способами: 1) де-
гидротермосшивкой при остаточном давлении 10–20 мм рт. ст. и температуре 120 °С; 2) введением ГА 
непосредственно в раствор биополимера; 3) парами ГА; 4) парами ГА с последующей инкубацией в фос-
фатно-солевом буфере (ФСБ) при рН = 7,4; 37 °С; 24 ч; 5) парами ГА с последующей инкубацией в 0,1% 
растворе лизина при рН = 7,4; 37 °C; 24 ч или в среде DMEM. Цитотоксичность образцов оценивали 
согласно требованиям межгосударственного стандарта ГОСТ ISO 10993-5-2011 на культуре фиброблас-
тов мыши линии NIH 3Т3 с использованием экстрактов из образцов (37 °С; 24 ч) и методом прямого кон-
такта образцов с этими клетками. Результаты. Дегидротермообработанные матриксы показали полное 
отсутствие цитотоксичности. Образцы, фиксированные в растворе ГА в интервале концентраций от 0,01 
до 1,0%, проявляли высокий уровень цитотоксичности, не удовлетворяющий требованиям ГОСТ ISO 
10993-5-2011. Фиксация коллагеновых и желатиновых матриксов парами ГА в течение 48 ч оказывает 
минимальное влияние на их цитотоксичность, но с увеличением времени обработки до 72 часов цитоток-
сичность возрастает до уровня «резкая». При последующей инкубации цитотоксичных образцов из же-
латина в ФСБ наблюдали снижение цитотоксичности до уровня, удовлетворяющего требованиям ГОСТ 
ISO 10993-5-2011. Для аналогичного снижения цитотоксичности пленок из коллагена, обработанных па-
рами ГА в течение более 48 ч, требовалась дополнительная инкубация в растворе лизина. Заключение. 
Метод дегидротермосшивки является оптимальным с точки зрения отсутствия цитотоксичности стаби-
лизированных биополимеров, однако область его применения ограничена риском воздействия высоких 
температур на медико-технические свойства изделий. Фиксация в парах ГА является универсальным и 
достаточно простым способом обработки медицинских изделий или покрытий на основе биополимеров, 
но не решает вопрос их цитотоксичности при временах обработки, превышающих 48 ч. Снизить степень 
цитотоксичности изделий, стабилизированных парами ГА, до значений, удовлетворяющих требованиям 
ГОСТ ISO 10993-5-2011, позволяет отмывка в буферном растворе в случае желатина или обработка рас-
твором аминокислоты (лизина) в случае коллагена.
Ключевые слова: склеральный коллаген, желатин, цитотоксичность, дегидротермосшивка, 
глутаровый альдегид, лизин.
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The increase in biostability of medical products/materials based on proteins and their derivatives, including re-
sorbable 2D- and 3D-matrices for tissue engineering and regenerative medicine is usually achieved by means of 
cross-linking with glutaraldehyde (GA). One of the serious fl aws of the products stabilized with GA is their cy-
totoxicity caused by trace amounts of GA which are diffi cult to remove from cross-linked biopolymer matrices, 
thus the search for chemical and physical methods of cross-linking of such medical products remains essential. 
Aim: to compare the infl uence of various cross-linking methods on the cytotoxicity of collagen and gelatin sam-
ples. Materials and methods. Samples – fi lms with diameter of 30 mm and thickness of ~ 150 μm, – were obtai-
ned by irrigation method usingthesolution of scleral collagen (SC) of Type farm animals or with gelatin with the 
subsequent drying at 37º С until constant weight on air. Samples of porous matrices in shape of tubes of gelatin 
and polyoxybutirate-co-valerate with the weight ratio 2:1 were obtained by electrospinning. The cytotoxicity of 
structurally stabilized samples was studied by fi ve methods: 1) dehydrothermal cross-linking with the residual 
pressure of 10–20 mm Hg and temperature of 120 °С; 2) injection of GA immediately into the biopolymer solu-
tion; 3) with GA vapors; 4) with GA vapors with the subsequent incubation in phosphate buffered saline (PBS) 
with рН = 7.4; 37 °С; 24 h; 5) with GA vapors with the subsequent incubation in 0.1% lysine solution with рН = 
7.4; 37 °С; 24 hour in DMEM medium. Cytotoxicity of samples was evaluated according to the requirements 
of interstate standard GOST ISO 10993-5-2011 on the culture of mice fi broblasts of NIH 3Т3 line using ext-
racts from samples (37 °С; 24 h) and by means of direct contact of samples with these cells. Results. Matrices 
treated hydrothermally demonstrated complete absence of cytotoxicity. Samples, fi xated in GA solution in the 
range of concentrations from 0.01 to 1.0% demonstrated a high level of cytotoxicity which does not answer the 
requirements of GOST ISO 10993-5-2011. Fixation of collagen and gelatin matrices with GA vapors during 48 h 
infl uences their cytotoxicity minimally but with the treatment time increased to 72 hours cytotoxicity escalates 
to severe levels. With the subsequent incubation of cytotoxic gelatin samples in PBS the decrease in cytotoxicity 
to the levels corresponding with the requirements of GOST ISO 10993-5-2011 was observed. For the analogous 
decrease in cytotoxicity of collagen fi lms treated with GA vapors during more than 48 h an additional incubati-
on in lysine solution was needed. Conclusion. Dehydrothermal cross-linking method is optimal from the view 
point of absence of cytotoxicity of stabilized biopolymers, however its area of application is limited by the risk 
of infl uence of high temperatures on the medico-technical properties of the products. Fixation in GA vapors is 
a universally applicable and a rather simple method of treatment of medical products or biopolymer-based coa-
tings, but it does not resolve the issue of their cytotoxicity at treatment times exceeding 48 h. Rinsing in buffer 
solution in case of gelatin or treatment with the amino acid (lysine) solution in case of collagen allow to decrease 
the level of cytotoxicity of products stabilized with GA vapors to the values corresponding with the requirements 
of GOST ISO 10993-5-2011.
Key words: scleral collagen, gelatin, cytotoxicity, dehydrothermal cross-linking, glutaraldehyde, lysine.

ВВЕДЕНИЕ
В последние годы актуальным направлением 

в развитии тканевой инженерии и регенератив-
ной медицины является разработка биосовмес-
тимых биополимерных матриксов с заданным и 
регулируемым временем резорбции в организме. 
Скорость биорезорбции идеального материала, из 
которого изготовлен матрикс, должна быть равна 
скорости замещения матрикса тканями организ-
ма [1, 2].

Коллаген или его денатурированную форму – 
желатин, а также композиции на основе данных 
полимеров часто используют для разработки био-

резорбируемых матриксов [2, 3]. Одно из наиболее 
важных свойств таких матриксов – способность 
стимулировать репаративные процессы в повреж-
денных тканях. Однако существенным недостат-
ком коллагена/желатина и изделий из них является 
нерегулируемое и часто слишком быстрое время 
резорбции, а также ограниченный срок функциони-
рования (менее 1 месяца) в условиях живого орга-
низма [4].

В целях повышения механических свойств и ус-
тойчивости к ферментативной деградации матрик-
сы на основе белков, в том числе коллагена и/или 
желатина, могут быть сшиты различными метода-
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ми, предполагающими образование интра- и интер-
молекулярных ковалентных связей между функцио-
нальными группами, например, амино (–NH2) и/или 
карбоксильными (–COOH).

К настоящему времени разработано большое 
количество методов сшивки, которые могут быть 
разделены на два больших класса: физические и хи-
мические.

Среди физических методов стабилизации 
наи большее распространение получили ультра-
фиолетовое облучение (УФ) и дегидротермо-
сшивка (ДТС) [5–8]. Применение этих методов 
сопровождается увеличением прочности и повы-
шением ферментативной устойчивости на фоне 
нарушения молекулярной структуры коллагена. 
Хотя УФ-облучение требует значительно меньших 
затрат по времени обработки, его применение эф-
фективно лишь для тонких или прозрачных мат-
риксов.

Химические методы, используемые для ко-
валентной сшивки материалов на основе бел-
ков, более разнообразны. Активно применяют 
карбодиимиды, особенно его водорастворимую 
форму (ВРК) [9], изоцианаты (преимуществен-
но гексаметилендиизоцианат) [10, 11], эпокси-
соединения [11], дженипин – сшивающий агент 
растительного происхождения [12]. Наиболее 
часто используемым и хорошо изученным среди 
сшивающих агентов является глутаровый альде-
гид (ГА) [11, 13, 14].

Сравнение 16 различных методов стабилиза-
ции структуры коллагена показало, что химическая 
сшивка эффективнее, чем физическая или биологи-
ческая [11], при этом эффективность самых распро-
страненных химических сшивающих агентов убы-
вает в следующей последовательности: ГА > ВРК > 
дженипин [13].

Благодаря высокой степени сшивки ГА на про-
тяжении многих лет является наиболее широко 
применяемым сшивающим агентом в области био-
материалов [15]. Основной недостаток метода хи-
мической сшивки заключается в выделении при 
имплантации токсических агентов, что особенно 
опасно в случае ГА [6, 16, 17].

Поэтому с целью снижения токсического эффек-
та, но при сохранении высокой степени сшивки бел-
ка используют пониженную концентрацию ГА [18] 
или проводят обработку в парах ГА [5, 17].

Ранее нами показано, что дегидротермосшивка и 
обработка в парах ГА являются эффективными ме-
тодами сшивки биополимерных материалов [19], но 
вопрос их цитотоксичности остался открытым.

Целью данной работы явилось проведение срав-
нительного анализа влияния различных методов 
сшивки на цитотоксичность образцов из коллагена 
и желатина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
1. Подготовка образцов из биополимеров, 
фиксированных различными методами

1.1. Образцы в виде пленок получали методом 
полива из раствора склерального коллагена сельско-
хозяйственных животных I типа (CК) (ООО «Мак-
Меди», Россия) или желатина («Sigma-Aldrich», 
США), предназначенного для работ с культурами 
клеток. Раствор биополимера (1,5% в 0,2 N уксус-
ной кислоте в случае СК и 5% в дистиллированной 
воде в случае Ж) предварительно прогревали при 
37 °С до вязкотекучего состояния, аликвоту рас-
твора наливали в чашку Петри и высушивали при 
37 °С до постоянного веса.

1.2. Образцы пористых матриксов в виде трубок 
диаметром 4 мм из смеси желатина и сополимера 
полиоксибутирата-ко-оксивалерата (п(ОБ-со-ОВ)) 
(«Aldrich», США) в соотношении 2:1 по массе 
были получены методом электроспиннинга из 10% 
раствора в гексаметиленизопропаноле («Aldrich», 
США) на установке NANON-01A («MECC CO», 
Япония). Напряжение между электродами 20 кВ, 
расстояние между электродами 15 см, скорость вра-
щения стержня от 1000 об/мин.

2. Методы стабилизации
2.1. Введение ГА в раствор биополимера (конт-

роль)
Глютаровый альдегид вводили в раствор биопо-

лимера в концентрациях от 0,0005 до 1%, высуши-
вали при комнатной температуре до образования 
2D-матрикса, затем досушивали при 37 °С до пос-
тоянного веса.

2.2. Обработка в парах ГА
Для достижения равновесного набухания об-

разцы инкубировали в дистиллированной воде при 
комнатной температуре в течение 18 ч. Обработку 
парами ГА производили, помещая образцы в замк-
нутую емкость (эксикатор), содержащую 25% рас-
твор ГА, таким образом, чтобы избежать прямого 
контакта образца с раствором ГА, и инкубировали 
при комнатной температуре в течение выбранного 
интервала времени (от 24 до 72 ч).

2.3. Дегидротермосшивка
Высушенные до постоянного веса пленки ин-

кубировали в вакуумном шкафу при остаточном 
давлении 10–20 мм рт. ст. и температуре 120 °С 
в течение выбранного интервала времени (от 6 до 
24 ч).

2.4. Дополнительная обработка образцов для 
снижения цитотоксичности образцов после сшивки

Пленочные образцы инкубировали в фосфатно-
солевом буфере (ФСБ), рН = 7,4 или в растворе ли-
зина – 1 мг/мл в ФСБ (соотношение «площадь по-
верхности / объем» 10 мл/см2) при 37 °С в течение 
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24 ч, затем ополаскивали дистиллированной водой 
и высушивали при 37 °С до постоянного веса и сте-
рилизовали γ-излучением (1,5 Мрад).

Стерильные пористые трубчатые матриксы не-
посредственно перед испытаниями помещали в сте-
рильный ФСБ, рН = 7,4, и среду DMEM, содержа-
щую набор аминокислот (соотношение «площадь 
поверхности / объем» 10 мл/см2) при 37 °С на 24 ч.

3. Исследование на цитотоксичность
Цитотоксичность образцов оценивали в услови-

ях in vitro согласно межгосударственному стандар-
ту ГОСТ ISO 10993-5-2011 [20] на культуре фибро-
бластов мыши линии NIH/3T3 [20]. Определяли 
цитотоксичность экстрактов из образцов биополи-
мерных пленок и пористых трубчатых матриксов 
и методом прямого контакта образцов с клетка-
ми [21]. В качестве экстрактанта (модельной среды) 
использовали стерильный раствор ФСБ, рН = 7,4, 
время экстракции составляло 24 ч при 37 °С. Отри-
цательным контролем служил стерильный раствор 
ФСБ, рН = 7,4, положительным контролем – стан-
дарт цинка одноэлементный водный 10 000 мкг/мл 
(Sigma-Aldrich, США). Все процедуры проводили в 
асептических условиях.
Подготовка клеток. Фибробласты мыши линии 

NIH/3Т3, полученные из коллекции перевиваемых 
соматических клеток позвоночных (Институт виру-
сологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ «НИЦЭМ им. 
Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России), культивировали 
в стандартных культуральных флаконах площадью 
25 см2 (CELLSTAR®GreinerBio-One, Германия), в 
ростовой среде DMEM, содержащей GlutaMAX™ 
(Gibco®byLifeTechnologies™, СК), с добавлением 
10% эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС) 
(HyClone, SV30160.03, США), антибиотика и анти-
микотика Anti - Anti (Gibco® by Life Technologies™, 
США) и 1 мМ HEPES (Gibco® by Life Technolo-
gies™, СК) в СО2-инкубаторе при стандартных ус-

ловиях: 37 °С, во влажной атмосфере, содержащей 
5 ± 1% СО2. Клетки удаляли с поверхности культу-
рального пластика с помощью диссоциирующего 
реагента TrypLE™ Express Enzyme (Gibco® by Life 
Technologies™, СК). Исходное количество клеток в 
суспензии определяли с использованием гемоцито-
метра (камеры Горяева) (МиниМед®, Россия).

Фибробласты высевали в культуральные плос-
кодонные планшеты (CELLSTAR®Greiner Bio-One, 
Германия) и инкубировали в течение 24 ч при 37 °С 
во влажной атмосфере, содержащей 5 ± 1% СО2, до 
образования 80 ± 10% монослоя, после чего вно-
сили в лунки исследуемые экстракты и контроли 
либо помещали фрагменты исследуемых образцов 
непосредственно на монослой клеток. Визуально 
культуру оценивали с помощью бинокулярного ин-
вертированного микроскопа Nikon Eclipse TS100 
(Япония).
Результаты. Анализ результатов проводился со-

гласно оценочной шкале степени ответной реакции 
клеток после инкубации с экстрактами или непос-
редственного контакта с образцами матриксов со-
гласно ГОСТ ISO 10993.5 (табл.). Отрицательный 
контроль должен соответствовать степени реакции 
0, положительный контроль – 3 или 4. Степень от-
ветной реакции исследуемого образца не должна 
превышать 2.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Из полученных экспериментальных данных 

следует, что снижение на три порядка концентра-
ции ГА, вносимого непосредственно в раствор кол-
лагена на стадии, предшествующей формированию 
образцов в виде пленок, сопровождается лишь не-
значительным снижением степени их цитотоксич-
ности (рис. 1). При этом в случае прямого контакта 
исследуемых образцов с монослоем фибробластов 
NIH/3Т3 реакция клеток более острая по сравне-
нию с результатами, полученными при исследова-

Таблица
Степень ответной реакции клеток

The degree of cells response
Степень Реакция Наблюдения

0 Отсутствует Единичные интрацитоплазматические гранулы 
Пролиферирующих клеток более 90%

Нет лизиса

1 Незначитель-
ная

Не больше 20% клеток, круглые, слабо прикрепленные, 
без интрацитоплазматических гранул
Пролиферирующих клеток от 80 до 90%

Лизис 
не больше 20%

2 Нерезкая Не больше 50% клеток, круглые, 
не имеющие интрацитоплазматических гранул
Пролиферирующих клеток от 50 до 80%

Лизис 
не больше 50%

3 Умеренная Не больше 70% монослоя содержит круглые клетки
Пролиферирующих клеток от 30 до 50%

Лизис 
не больше 70%

4 Резкая Практически полностью разрушенный монослой
Пролиферирующих клеток менее 30%

Лизис 
больше 70%
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нии цитотоксичности экстрактов (рис. 1). Это сви-
детельствует о дополнительном вкладе, вносимом 
в общую цитотоксичность непрореагировавшими 
группами глютарового альдегида, расположенными 
на поверх ности стабилизированных образцов.

На рис. 2 и 3 приведены результаты изучения 
влияния времени обработки в парах ГА на цитоток-
сичность пленок из склерального коллагена I типа 
и желатина. На сроках обработки менее 18 ч ис-
следуемые образцы из СК демонстрируют полное 
отсутствие цитотоксичности. В интервале 18–48 ч 
обработки (рис. 2) их цитотоксичность возраста-
ет до уровней «незначительная» или «нерезкая» 
(табл.), что является приемлемым результатом с 
точки зрения требований ГОСТ ISO 10993-5-2011. 
К 72 ч фиксации в парах ГА цитотоксичность до-
стигает неприемлемых значений («умеренная» или 
«резкая»), наблюдаются заметный лизис клеток в 
монослое (70% и более) и существенные изменения 
в морфологии клеток. Такие материалы не пригод-
ны для клинического применения.

Динамика изменения цитотоксичности желати-
новых пленок при обработке в парах ГА (рис. 3) в 
целом совпадает с данными, полученными для СК 
образцов, за исключением того, что в случае жела-
тина первые признаки цитотоксичности проявляют-
ся несколько позже – через 48 ч обработки, а для 
пленок СК – через 18 ч (рис. 2).

С целью снижения цитотоксичности пленок из 
СК и желатина, фиксированных в парах ГА, образ-
цы дополнительно инкубировали в ФСБ (рН = 7,4) 
при 37 °С в течение 24 ч. Результаты представлены 
на рис. 4 и 5. Как видно из рис. 4, отмывка в буфер-
ном растворе не влияет на цитотоксичность сшитых 
СК пленок, но снижает цитотоксичности сшитых 
образцов желатина (рис. 5).

По-видимому, помимо свободного ГА, способно-
го к экстракции в водную фазу, в объеме и на по-
верхности пленок из биополимеров присутствуют 
молекулы сшивающего агента, прореагировавшие с 
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Рис. 1. Влияние концентрации ГА, введенного непос-
редственно в раствор коллагена, на цитотоксичность 
коллагеновых пленок

Fig. 1. The effect of the concentration of HA directly introduced 
into the collagen solution on the cytotoxicity of collagen fi lms
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Рис. 2. Влияние времени обработки парами ГА на цито-
токсичность пленок из СК

Fig. 2. The infl uence of GA vapor processing time on the 
cytotoxicity of SC fi lms
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Рис. 3. Влияние времени обработки парами ГА на цито-
токсичность пленок из желатина

Fig. 3. The infl uence of GA vapor processing time on the 
cytotoxicity of gelatin fi lms
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Рис. 4. Влияние отмывки (24 ч, ФБС, 37 °С), а также бло-
кировки непрореагировавших альдегидных групп взаимо-
действием с лизином (0,1 мг/мл, 24 часа, ФБС, 37 °С) на 
цитотоксичность пленок из СК (метод прямого контакта)

Fig. 4. Infl uence of washing (24 hours, PBS, 37 °С), as well 
as blocking of non-reacted aldehyde groups by interaction 
with lysine (0.1 mg/ml, 24 hours, PBS, 37 °С) on cytotoxici-
ty of SC fi lms (direct contact method)

аминогруппами белка лишь одной из двух функцио-
нальных групп, что также отрицательно влияет на 
цитотоксичность фиксированных материалов. Та-
ким образом, материалы из CК нуждаются в специ-
альной обработке, позволяющей не только удалить 
свободный ГА, но и инактивировать непрореаги-
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ровавшие функциональные группы частично про-
реагировавшего ГА. Например, с этой целью при-
меняют блокировку свободных альдегидных групп 
соединениями, содержащими первичную амино-
группу (–NH2), чаще всего глутаминовую кисло-
ту [23, 24]. Для достижения данной цели нами была 
выбрана аминокислота лизин, содержащая в своей 
структуре две первичные аминогруппы. Действи-
тельно, пленки из стабилизированного СК, обрабо-
танные раствором лизина, демонстрируют отсут-
ствие цитотоксичности на всех сроках обработки в 
парах ГА (рис. 4).

Подходы к снижению цитотоксичности, разрабо-
танные для образцов в виде пленок, были приме-
нены при разработке технологии получения трех-
мерных пористых матриксов, предназначенных 
для формирования тканеинженерных конструкций 
сосудистых протезов малого диаметра. Основу мат-

риксов в виде трубок составляют биосовместимые, 
биодеградируемые высокомолекулярные материа-
лы природного происхождения: желатин и полиок-
сибутират-ко-оксивалерат [1].

Нестабилизированный образец матрикса в виде 
трубки продемонстрировал отсутствие цитотоксич-
ности. В то же время стабилизация в парах ГА в те-
чение 72 часов (рис. 6), сопровождается возраста-
нием степени цитотоксичности образцов до уровня 
«умеренная» (табл.), что является неприемлемым 
результатом с точки зрения требований ГОСТ ISO 
10993-5-2011. Обработка ФБС снижает уровень ци-
тотоксичности до приемлемых значений («незначи-
тельная»), а обработка средой DMEM, содержащей 
набор аминокислот, полностью подавляет даже сла-
бую реакцию клеток на контакт со стабилизирован-
ным материалом.

Независимо от времени обработки дегидро-
термосшитые образцы пленок из СК и Ж, а также 
пористых трубок, сформированных из желатина и 
п(ОБ-со-ОВ), как в случае экстрактов, так и в усло-
виях прямого контакта исследуемых образцов с мо-
нослоем фибробластов показали полное отсутствие 
цитотоксичности.

ВЫВОДЫ
Для биополимерных образцов метод дегидротер-

мосшивки является оптимальным с точки зрения 
отсутствия цитотоксичности стабилизированных 
изделий, однако область его применения ограни-
чена риском воздействия высоких температур на 
медико-технические свойства изделий. Фиксация 
в парах ГА является универсальным и достаточно 
простым способом обработки медицинских изде-
лий или покрытий на основе биополимеров, но не 
решает вопроса их цитотоксичности при временах 
обработки, превышающих 48 ч.

Снизить степень цитотоксичности изделий, ста-
билизированных парами ГА, до значений, удовлет-
воряющих требованиям ГОСТ ISO 10993-5-2011, 
позволяет отмывка в фосфатно-солевом буферном 
растворе, а в случае их недостаточной эффектив-
ности – обработка растворами, содержащими ами-
нокислоты.
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