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Цель исследования — оценить цитотоксическое влияние ксеноперикардиального биоматериала, обработанного ди- и пента-
эпоксидами, на культуры клеток in vitro.

Материалы и методы. Использованы образцы бычьего и свиного перикарда. Для консервации применяли три различных 
режима: 1) 0,625% раствор глутарового альдегида с двукратной сменой раствора на 2-е и 7-е сутки; 2) 5% раствор диглицидило-
вого эфира этиленгликоля со сменой раствора на 2-е сутки; 3) 5% раствор диглицидилового эфира этиленгликоля в течение 10 
дней, затем 2% раствор пентаэпоксида в течение 10 дней. Цитотоксичность биоматериала оценивали методом экстракции. Для 
определения цитотоксичности использовали клетки линии EА.hy926, мультипотентные мезенхимальные стволовые клетки (ММСК), 
фибробласты. Жизнеспособность клеток оценивали с помощью МТТ-теста, уровень апоптоза и некроза в культурах клеток — по 
окраске акридиновым оранжевым и этидиумом бромидом после культивирования с экстрактами ксеноперикарда с различными 
режимами консервации.

Результаты. Установлено, что наибольшее токсическое влияние на культуры клеток оказывают экстракты бычье го и свиного 
перикардов, консервированных глутаровым альдегидом: жизнеспособность клеток снижается на 20–33%. Экстракты ксенопери-
карда, консервированного ди- и пентаэпоксидными соединениями, не оказывают токсического влияния на эндотелиальные клетки, 
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ММСК, фибробласты, поскольку жизнеспособность клеток снижается не более чем на 15%. Наименьший уровень апоптоза и не-
кроза отмечается в культурах клеток под влиянием экстрактов перикардов, консервированных диэпоксидными и пентаэпоксидными 
соединениями.

Заключение. По оценке цитотоксичности, определению уровня апоптоза и некроза в культурах клеток  установлено, что бычий 
и свиной перикарды, обработанные ди- и пентаэпоксидами, не оказывают цитотоксического влияния на культуру эндотелиальных 
клеток линии EA.hy926, ММСК, фибробластов in vitro. В то же время глутаровый альдегид в сравнении с ди- и пентаэпоксидами 
оказывает токсическое влияние на клетки.

Ключевые слова: ксеноперикард; глутаровый альдегид; диэпоксидные соединения; пентаэпоксидные соединения; эндотели-
альные клетки; мультипотентные мезенхимальные стволовые клетки; фибробласты.
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The aim of the study was to assess the cytotoxic effect of xenopericardial biomaterial treated with di- and pentaepoxides on the cell 
cultures in vitro.

Materials and Methods. Samples of bovine and porcine pericardium were used in the work. Three different modes were employed for 
preservation: 1) 0.625% solution of glutaraldehyde (GA) and a two-fold change on days 2 and 7; 2) 5% solution of ethylene glycol diglycidyl 
ether (EGDE) changed on day 2; 3) 5% EGDE solution for 10 days, then 2% pentaepoxide solution also for 10 days. The cytotoxicity 
of the biomaterial was assessed by the extraction method. To determine the cytotoxicity of the biomaterial, EA.hy926 cells, multipotent 
mesenchymal stem cells (MMSCs), and fibroblasts were used. Cell viability was determined by the MTT test. The level of apoptosis and 
necrosis in the cell cultures was assessed by staining with acridine orange and ethidium bromide after cultivation with xenopericardial 
extracts employing different modes of preservation.

Results. Extracts of bovine and porcine pericardium preserved with GA have been found to have the greatest toxic effect on the 
cell cultures showing 20–33% reduction of cell viability. Extracts from bovine and porcine pericardium preserved with di- and pentaepoxy 
compounds do not have a toxic effect on endothelial cells, MMSCs, and fibroblasts since cell viability reduction is by no more than 15%. The 
lowest level of apoptosis and necrosis is observed in the cell cultures under the influence of extracts from the pericardium, preserved with 
diepoxide and pentaepoxide compounds.

Conclusion. According to the MTT test for cytotoxicity and determination of the level of apoptosis and necrosis in cell cultures, 
bovine and porcine pericardia treated with di- and pentaepoxides have been established to have no cytotoxic effect on the culture of 
endothelial EA.hy926 cells, MMSСs, fibroblasts in vitro, whereas GA, in comparison with di- and pentaepoxides, has a toxic impact on 
the cells.

Key words: xenopericardium; glutaraldehyde; diepoxide compounds; pentaepoxide compounds; endothelial cells; multipotent 
mesenchymal stem cells; fibroblasts.
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Введение

Поиск новых материалов для реконструктивно-вос-
становительной хирургии занимает важное место в 
биомедицинских исследованиях. В кардиохирургии 
для протезирования и пластики клапанов сердца и 
крупных магистральных сосудов широко применяется 
ксеноперикард (бычий и свиной). При изготовлении 
биопротезов из ксеноперикарда в качестве сшиваю-
щего агента часто используется глутаровый альдегид 
(ГА), который вызывает поперечную сшивку колла-
гена ксеноперикарда, обеспечивая его устойчивость 
к биодеградации и длительное функционирование в 
организме пациента. Однако было показано [1], что 
ГА-обработанные биопротезы могут подвергаться 
кальцификации в организме реципиента. Причем су-
ществует зависимость скорости и интенсивности каль-
цификации от возраста пациентов: у молодых пациен-
тов процесс протекает быстрее.

Для профилактики кальцификации биопроте-
зов предлагаются различные агенты, такие как 
α-аминоолеиновая кислота, октандиол и т.д. В 1987 г. 
С. Nojiri с соавт. [2] предложили использовать для по-
перечной сшивки перикарда эпоксидные соединения. 
В экспериментальных и клинических работах было 
показано, что биопротезы, обработанные диглициди-
ловым эфиром этиленгликоля (ДЭЭ), обладают устой-
чивостью к кальцификации, гидрофильностью, низкой 
цитотоксичностью и стерильностью [3, 4].

Обработанный диэпоксидом биоматериал не явля-
ется мутагенным и имеет хорошие функциональные 
характеристики [5]. Диэпоксидные соединения обес-
печивают увеличение плотности сшивки, улучшение 
механических характеристик и биологической ста-
бильности биоматериала [6]. Доказано, что полифунк-
циональные эпоксидные соединения (обладающие 
несколькими эпоксидными группами) по сравнению 
с бифункциональными усиливают эти эффекты [7]. 
Все эпоксидные консерванты блокируют кальцифика-
цию коллагена, хотя в отношении эластина таких од-
нозначных результатов не получено. Ткань перикарда 
вне зависимости от видовой принадлежности является 
полностью коллагеновым материалом, что позволяет с 
высокой степенью вероятности прогнозировать отсут-
ствие кальцификации в изготовленных из него биопро-
тезах при использовании ДЭЭ в качестве консерванта.

Одним из полифункциональных эпоксидных соеди-
нений является 1,2,3,4,6-пента-O-{1-[2-(глицидилокси)
этокси]этил}-D-глюкопираноза (пентаэпоксид, ПЭ), 
содержащий в молекуле 5 реакционно-способных 
эпоксидных групп. Впервые он был синтезирован в 
Институте химии им. А. Фаворского Сибирского отде-
ления РАН (Иркутск, Россия) в 1985 г. Оценка цитоток-
сичности биопротезных материалов, консервирован-
ных с использованием ПЭ, освещена лишь в одной 
работе и в отношении одного вида клеток [8].

Цель исследования — оценка цитотоксического 
влияния ксеноперикардиального биоматериала, обра-

ботанного ди- и пентаэпоксидами, на культуры различ-
ных клеток in vitro.

Материалы и методы
Биоматериалы. Бычий перикард (БП) и свиной 

перикард (СП) забирали от здоровых животных на 
мясокомбинате, очищали образцы от соединитель-
ной ткани, несколько раз промывали 0,9% раствором 
хлорида натрия и разделяли на три равные части для 
дальнейшей консервации. Консервацию проводили 
при комнатной температуре в течение 6 ч после за-
бора материала. Для консервации использовали три 
различных материала:

1) группа ГА: 0,625% раствор глутарового альде-
гида (Sigma-Aldrich, США); 0,1 М фосфатный буфер; 
рН=7,4; в течение 21 сут с двукратной сменой раство-
ра — на 2-е и 7-е сутки;

2) группа ДЭЭ: 5% раствор диглицидилового эфи-
ра этиленгликоля; чистота — 97% (Новосибирский 
институт органической химии им. Н.Н. Ворожцова 
Сибирского отделения РАН); 0,1  М фосфатный бу-
фер; рН=7,4; в течение 14 сут со сменой раствора на 
2-е сутки;

3) группа ДЭЭ + ПЭ: 5% раствор диглицидилового 
эфи ра этиленгликоля в течение 10 сут, затем 2% рас-
твор пентаэпоксида (Иркутский институт химии им. 
А.Е. Фа ворского Сибирского отделения РАН); 0,1  М 
фосфатный буфер, рН=7,4; в течение 10 сут.

Культуры клеток. Эндотелиальные клет-
ки линии EA.hy926 были любезно предоставле-
ны Dr. C.J. Edgel (Университет Каролины, США). Их 
культивировали в питательной среде DMEM/F12 с 
добавлением 10% эмбриональной телячьей сыво-
ротки (ЭТС; HyСlone Laboratories Inc., США), 40 мкг/мл 
гентамицина сульфата («ДАЛЬХИМФАРМ», Россия) 
и 2 ммоль L-глутамина (ICN, США) в СО2-инкубаторе 
при 37°С и 5% СО2 до образования конфлюэнтного 
монослоя.

Культуру мультипотентных мезенхимальных 
стволовых клеток (ММСК) получали из адгезивных 
мононуклеаров костного мозга от пациентов с ише-
мической болезнью сердца, давших информирован-
ное согласие, согласно протоколу, утвержденному 
Этическим комитетом Научно-исследовательского 
института клинической и экспериментальной лимфо-
логии — филиала Федерального исследовательско-
го центра Институт цитологии и генетики Сибирского 
отделения РАН. Культура клеток фибробластов ФЭЧ-
16-2 была приобретена в Государственном науч-
ном центре вирусологии и биотехнологии «Вектор» 
Роспотребнадзора (Новосибирская область). ММСК 
и фибробласты культивировали в питательной среде 
ДМЕМ с добавлением 10% ЭТС, 2 ммоль L-глутамина 
и 40 мкг/мл гентамицина. В работе использовали 
клетки 3–5 пассажей.

Оценка цитотоксичности биоматериала. Ток -
сич ность биоматериала оценивали методом экстракции 

Токсичность перикарда, консервированного сшивающими агентами



30   СТМ ∫ 2021 ∫ том 13 ∫ №4

БИОТЕХНОЛОГИИ

в соответствии со стандартом ГОСТ ISO 10993-5-2011. 
Для исследования были приготовлены экстракты 
6 групп биоматериалов: ГA, ДЭЭ и ДЭЭ + ПЭ бычьего 
и свиного перикарда. Экстракты готовили способом, 
описанным G. Guo с соавт. [9]. Образцы био материала 
промывали стерильным забуференным физиологи-
ческим раствором и взвешивали. Затем их стерили-
зовали путем инкубации с 70% этанолом в течение 
24 ч и трижды промывали стерильным забуференным 
физио логическим раствором в течение 20 мин. Для 
получения экстрактов образцы биоматериала куль-
тивировали в полной ростовой среде в течение 72 ч 
при 37°С в соотношении 0,2 г ткани на 1 мл среды. По 
истечении срока инкубации супернатанты собирали.

Для определения цитотоксичности биоматериала 
клетки EА.hy926, ММСК и фибробласты кожи высе-
вали в 96-луночные планшеты в количестве 1·104 кл. 
на лунку. Через 24 ч культивирования среду уда-
ляли и добавляли 100 мкл экстрактов перикардов. 
Жизнеспособность клеток оценивали колориметриче-
ским МТТ-методом (на основе 3-(4,5-диметилтиазол-
2-ил)-2,5-дифенил-2Н-тетразолий бромида) через 24 
и 72 ч. Поглощение растворенных кристаллов форма-
зана измеряли при λ=492 нм с использованием план-
шетного ридера Stat Fax 2100 (Awareness Technology, 
Inc., США).

Определение апоптоза. Для изучения апоптоза 
клетки EА.hy926, ММСК и фибробласты (1·104 кл. на 
лунку 96-луночного планшета) культивировали 24 ч в 
полной ростовой среде. Затем ростовую среду уда-
ляли, добавляли 100 мкл супернатанта исследуемых 

био образцов. Через 24 и 72 ч лунки промывали по два 
раза холодным забуференным физиологическим рас-
твором и добавляли в каждую лунку 8 мкл смеси краси-
телей акридинового оранжевого (100 мкг/мл; «Диаэм», 
Россия) и этидиума бромида (100 мкг/мл; «МЕДИГЕН», 
Рос сия) в соотношении 1:1 [10]. Клетки визуализиро-
вали с помощью микроскопа Axio Observer (Carl Zeiss, 
Германия), используя в расчетах минимум 500 клеток  
на образец.

Статистический анализ выполняли в программе 
Statistica 10.0 (StatSoft, США). Результаты представле-
ны в виде Me [Q1; Q3]. Полученные данные проверя-
ли на нормальность распределения с использованием 
критерия Колмогорова–Смирнова. Поскольку распре-
деление в большинстве экспериментов отличалось 
от нормального, о достоверности различий судили по 
критерию Манна–Уитни, считая различия статистиче-
ски значимыми при уровне р<0,05.

Результаты
В 1-е сутки наблюдения жизнеспособность клеток 

EA.hy926 под влиянием экстракта БП, обработанно-
го ГА (группа ГА–БП), была статистически значимо 
(p=0,01) ниже по сравнению с экстрактом перикар-
да, обработанного ДЭЭ и ДЭЭ + ПЭ (группы ДЭЭ–БП 
и ДЭЭ + ПЭ–БП) (рис. 1). На 3-и сутки отмечали ана-
логичную закономерность. При этом влияние экс-
трактов БП, обработанных ДЭЭ и ДЭЭ + ПЭ, на клет-
ки EA.hy926 было почти идентичным на всех сроках 
наблюдения: жизнеспособность клеток через 1 сут 
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Рис. 1. Оценка токсического 
влияния ксеноперикарда, обра-
ботанного консервантами ГА, 
ДЭЭ, ДЭЭ + ПЭ, на жизнеспособ-
ность клеток EA.hy926
* — р=0,001 при сравнении вну-
три группы через 24 и 72 ч; # — 
р<0,01 между группой ГА и подоб-
ными эпоксиконсервированными 
группами
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составила 110 и 105%, через 3 сут — 107 и 102% соот-
ветственно.

Жизнеспособность клеток EA.hy926 под влияни-
ем экстракта от СП, обработанного ГА (группа ГА–
СП), через 1 сут составила 98%, тогда как в группах 
ДЭЭ–СП и ДЭЭ + ПЭ–СП — 101 и 99% соответст-
венно. Эта тенденция сохранялась в целом и через 
3 сут эксперимента. Следует отметить, однако, что 
цитотоксичность при обработке свиного перикар-
да ДЭЭ + ПЭ была статистически значимо (р=0,002) 
выше по сравнению с экстрактом БП, обработанным 
тем же методом: жизнеспособность клеток EA.hy926 
в этих группах через 72 ч составила 88 и 102% соот-
ветственно.

Гораздо меньшие различия цитотоксичности в за-
висимости от способа обработки биоматериалов на-
блюдали в культуре ММСК. Статистически значимо 
более высокая жизнеспособность ММСК через 1 сут 
была выявлена только в группе ДЭЭ–БП (рис.  2). 
Жизнеспособность ММСК через 3 сут эксперимента 
в группах ДЭЭ–БП и ДЭЭ + ПЭ–БП была статистиче-
ски значимо (р=0,01) выше — 90 и 88% соответствен-
но по сравнению с группой ГА–БП — 78%. Различий 
по жизнеспособности ММСК между группами ГА–СП, 
ДЭЭ–СП и ДЭЭ + ПЭ–СП в 1-е сутки не наблюдали.

Через 72 ч жизнеспособность ММСК в группе ГА–
СП (75%) была статистически значимо (р=0,01) ниже 
по сравнению с группами ДЭЭ–СП и ДЭЭ + ПЭ–СП: 
жизнеспособность клеток в этих группах составила 
81%. К 3-м суткам наблюдения жизнеспособность 
ММСК в группах ГА–БП, ГА–СП, ДЭЭ–СП и ДЭЭ–
БП была статистически значимо (р=0,003) ниже в 
сравнении с 1-ми сутками, в то время как в группах 

ДЭЭ + ПЭ–СП и ДЭЭ + ПЭ–БП жизнеспособность в эти 
сутки была сопоставимой.

При изучении влияния экстрактов перикардов на 
жизнеспособность фибробластов было установлено, 
что в группе ГА–БП через 1 сут наблюдения жизнеспо-
собность клеток была статистически значимо (р=0,01) 
ниже (66%), чем в группах ДЭЭ (84%) и ДЭЭ + ПЭ 
(91%), однако к 3-м суткам эти различия нивелирова-
лись (рис. 3).

При воздействии экстрактов ГА–СП и ДЭЭ–СП 
жизнеспособность фибробластов в 1-е сутки была 
выше (р=0,01) по сравнению с соответствующими 
группами БП. Под влиянием экстракта ДЭЭ + ПЭ–СП 
жизнеспособность фибробластов составила 78% 
и была статистически значимо (р=0,02) ниже, чем в 
группе ДЭЭ–СП (96%). В 1-е сутки эксперимента в 
группе ДЭЭ–БП жизнеспособность фибробластов 
составила 84%, что статистически значимо ниже по 
сравнению с группой ДЭЭ + ПЭ–БП (91%). К 3-м сут-
кам наблюдения жизнеспособность фибробластов 
практически выравнивается во всех группах вне за-
висимости от видовой принадлежности перикарда 
и использованных для его обработки сшивающих 
агентов.

Следующим этапом работы было изучение влия-
ния экстрактов разных образцов ксеноперикарда на 
уровень апоптоза и некроза клеток EA.hy926, ММСК 
и фибробластов. В группах ГА–БП и ГА–СП выявлено 
статистически значимо большее (p=0,003) количест-
во нежизнеспособных клеток, окрашенных этидиумом 
бромидом в красный цвет, по сравнению с контролем 
и другими группами: как через 24 ч, так и через 72 ч 
наблюдения (рис. 4).

Рис. 2. Оценка токсического 
влияния ксеноперикарда, обра-
ботанного консервантами ГА, 
ДЭЭ, ДЭЭ + ПЭ, на жизнеспособ-
ность ММСК
* — р=0,003 при сравнении вну-
три группы через 24 и 72 ч; # — 
р<0,01 между группой ГА и подоб-
ными эпоксиконсервированными 
группами

Токсичность перикарда, консервированного сшивающими агентами
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Рис. 3. Оценка токсического 
влияния экстрактов ксенопери-
карда, обработанного консер-
вантами ГА, ДЭЭ и ДЭЭ + ПЭ, на 
жизнеспособность фибробла-
стов
* — р=0,01 при сравнении внутри 
группы через 24 и 72 ч; # — р<0,01 
между группой ГА и эпоксиконсер-
вированными группами; + — меж-
ду группами ДЭЭ и ДЭЭ + ПЭ
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Наименьшие статистически значимые различия 
значений по уровню апоптоза и некроза в клетках 
EA.hy926 наблюдали в группах ДЭЭ + ПЭ–БП и ДЭЭ–
СП в 1-е сутки наблюдения (см. таблицу). Через 72 ч 
наибольший среди всех групп уровень апоптоза и не-
кроза был выявлен в группе ГА–СП. Что касается ци-
тотоксического эффекта эпоксиобработанного БП на 
клетки EA.hy926, то через 3 сут наблюдения уровень 
апоптоза был ниже в группе ДЭЭ + ПЭ по сравнению с 
группой ДЭЭ.

При изучении влияния различных экстрактов на 
фибробласты установлено, что уровень апоптоза в 
них через 1 сут статистически значимо (p=0,02) выше 
в группах ГА–БП и ГА–СП по сравнению с контролем. 
Кроме того, в группе ДЭЭ–БП уровень апоптоза в 
фибробластах был статистически значимо (p=0,02) 
выше в сравнении с группой ДЭЭ–СП как через 24 ч, 
так и через 72 ч наблюдения. Статистически зна-
чимые различия по уровню апоптоза в остальных 
группах в эти сроки не наблюдались. При этом груп-
пы не имели статистически значимых различий по 
уровню некроза в фибробластах в 1-е сутки. Уровень 
некроза в группе ГА–БП был статистически значи-

мо выше (p=0,03) в сравнении с группами ДЭЭ–БП 
и ДЭЭ + ПЭ–БП. В группе ГА–СП уровень некроза в 
фибробластах также был статистически значимо 
выше (p=0,02) при сравнении с группами ДЭЭ–СП и 
ДЭЭ + ПЭ–СП. При сравнении групп во временнóм 
интервале установлено, что к 3-м суткам уровень 
апоптоза в фибробластах статистически значимо 
(р=0,001) возрастает в группах контроля, ДЭЭ + ПЭ–
БП и ДЭЭ + ПЭ–СП, а уровень некроза увеличивает-
ся в группах ГА–БП и ГА–СП.

Культура ММСК оказалась более устойчивой к 
влиянию экстрактов ксеноперикардов. В 1-е сутки 
наблюдения уровень апоптоза ММСК в контроле и 
опытных группах был сопоставим. К 3-м суткам он 
статистически значимо (p=0,01) увеличивается в 
группах ГА–БП и ГА–СП по сравнению с контролем. 
Уровень некроза ММСК в 1-е сутки эксперимента 
статистически значимо (p=0,007) возрастал в группах 
ГА–БП и ГА–СП по сравнению с контролем. К 3-м сут-
кам уровень некроза в ММСК статистически значимо 
(p=0,02) увеличился в группе ГА–СП по сравнению с 
контролем, группами ГА–БП, ДЭЭ–СП и ДЭЭ + ПЭ–
СП. Наименьший уровень апоптоза отмечался в 

Уровень апоптоза и некроза в клетках EA.hy926, фибробластах, ММСК под влиянием экстрактов перикарда, 
обработанных консервантами ГА, ДЭЭ, ДЭЭ + ПЭ, % (Me [Q1; Q3])

Клетки Контроль
Группы

ГА–БП ГА–СП ДЭЭ–БП ДЭЭ–СП ДЭЭ + ПЭ–БП ДЭЭ + ПЭ–СП

EA.hy926

1-е сутки
А Н А Н А Н А Н А Н А Н А Н
0 0 21,5 [6,0; 

83,0]*#
13,0 [4,0;  
23,0]#^*

1,1 [1,1;  
1,4]

2,2 [1,1; 
1,4]#

4,2 [0;  
15,0]

0 [0;  
1,5]*

0 [0;  
1,0]

0 [0;  
4,0]

0 [0;  
1,9]

0 [0; 
0,74]

0,8 [0,4; 
1,9]

0 [0; 
0,4]

3-и сутки
3,7 [3,3; 

5,4]*
9,2 [2,7;  
16,0]*

0,5 [0,4; 
0,9]^

5,2 [2,3;  
6,0]#

9,2 [5,8; 
11,0]*#^

10,0 [5,5; 
20,0]*#

3,3 [2,6;  
3,6]

0 [0;  
0,6]*

1,4 [0,4; 
4,2]*

0,8 [0; 
2,3]*

0,7 [0,6; 
1,0]#

2,3 [2,1; 
5,4]*+

1,7 [0,4; 
3,0]

0 [0; 
0,4]

Фибро-
бласты

1-е сутки
0 0 5,1 [3,2;  

5,3]^
1,0 [0;  

5,0]
1,0 [0,7;  

1,1]^
0 2,6 [1,1; 

17,0]+
0 0 [0;  

0,4]
0 [0;  
0,6]

1,1 [0;  
2,2]

0 0,6 [0,4; 
0,6]

0,4 [0; 
0,6]

3-и сутки
1,7 [1,6; 

1,9]*
0 2,0 [0;  

5,0]
28,6 [9,9;  

69,0]*#
1,2 [0;  

1,6]
6,6 [4,0; 

6,6]*#
1,8 [1,0; 

3,0]+
2,3 [1,6; 

2,3]*#
0,5 [0,3; 

0,9]+
0 [0;  
0,5]+

2 [0,9;  
3,0]

0,1 [0; 
0,4]

1,8 [0,6; 
5,2]*

0,2 [0; 
0,4]

ММСК

1-е сутки
0 [0;  
2,9]

0 0 [0;  
0,3]

1,6 [1,1;  
2,5]

0 [0;  
0,3]

1,4 [1,2; 
1,6]

0 1,6 [1,1; 
2,2]

0,4 [0,1; 
0,7]

1,5 [0,9; 
1,9]

0 0,8 [0,7; 
0,9]

0,1 [0; 
0,5]

1,6 [1,5; 
1,8]

3-и сутки
0,3 [0; 

0,7]
0 [0;  
1,6]*

1,8 [1,2;  
2,4]*^

2,1 [1,0;  
2,9]#

0,8 [0,6;  
1,2]^

2,9 [2,5; 
3,3]*#^

1,6 [0,5; 
1,9]*

0,9 [0,8; 
1,1]

1,5 [1,4; 
1,8]*

1,5 [1,4; 
1,8]

1,2 [0; 
2,4]*

0,8 [0,3; 
0,9]

0,6 [0,3; 
1,6]

1,1 [0,9; 
2,3]

П р и м е ч а н и я: А — апоптоз; Н — некроз; ГА — глутаровый альдегид; ДЭЭ — диглицидиловый эфир этиленгликоля; 
ДЭЭ + ПЭ — диглицидиловый эфир этиленгликоля и пентаэпоксид; БП — бычий перикард; СП — свиной перикард. 
Статистическая значимость различий: * — р=0,001 при сравнении значений группы через 24 и 72 ч; # — р<0,03 меж-
ду подобными группами ГА и ДЭЭ; + — р=0,02 между группами ДЭЭ и ДЭЭ + ПЭ бычьего и свиного перикардов; ^ — 
р=0,01 между группами контроля и ГА–БП, контроля и ГА–СП.

Токсичность перикарда, консервированного сшивающими агентами
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ММСК в группе ДЭЭ + ПЭ–СП в сравнении с другими 
консервантами.

Обсуждение
В данном исследовании поведена оценка цито-

токсического эффекта экстрактов образцов БП и СП, 
консервированных ГА, ДЭЭ и ДЭЭ + ПЭ, на клетки 
EA.hy926, ММСК, фибробласты. Результаты показа-
ли, что экстракты БП и СП, обработанные ГА, умень-
шают жизнеспособность клеток EA.hy926, ММСК и 
фибробластов. Это позволяет утверждать, что такие 
экстракты обладают цитотоксическим воздействи-
ем на все типы изученных клеток. Необходимо от-
метить, что оба вида перикарда, обработанных ГА, 
оказывают сопоставимый цитотоксический эффект 
на клетки EA.hy926 и ММСК, в то время как на фиб-
робласты экстракты БП оказывают большее токси-
ческое влияние, чем экстракты СП, в первые 24 ч. 
Цитотоксический эффект БП и СП, обработанных ГA, 
связан как со свободным ГA, остающимся в биомате-
риале после отмывки, так и с альдегидными группами, 
которые остаются несвязанными из-за маскирующего 
эффекта при ковалентном связывании сшивающего 
агента с биоматериалом [11–14].

Установлено, что экстракты БП и СП, консервиро-
ванные ДЭЭ и комбинацией ди- и пентаэпоксидного 
соединений, не оказывают значительного токсическо-
го влияния на клетки EA.hy926, ММСК и фибробласты, 
поскольку жизнеспособность этих клеток под действи-
ем ди- и пентаэпоксидных сшивающих агентов сохра-
няется на уровне контроля или в среднем снижается 
на 15%.

Для идентификации механизмов цитотоксического 
эффекта экстрактов БП и СП был исследован уровень 
некроза и апоптоза в культурах клеток. Наименьший 
уровень апоптоза и некроза отмечали в клетках под 
влиянием экстрактов биоматериала, консервирован-
ного эпоксидными соединениями. Полученные нами 
данные согласуются с данными авторов [11], которые 
показали, что сшивание коллагеновых материалов 
эпоксидами приводит к более низкой цитотоксичности, 
чем их обработка ГA.

Экстракты БП и СП, консервированные ГА, по 
сравнению с ди- и пентаэпоксидами снижают жиз-
неспособность культур клеток. Так, к концу срока на-
блюдения уровень апоптоза под влиянием экстракта 
БП, обработанного ГА, выше, чем в других группах. 
Полученные данные о влиянии ГА на уровень апоп-
тоза и некроза в клетках также согласуются с резуль-
татами предыдущих исследований [14, 15], в которых 
показано, что в составе ГА обнаруживаются не только 
ковалентно связанные с тканью альдегиды, но и ад-
сорбированные альдегиды, особенно способствую-
щие снижению жизнеспособности эндотелиальных 
клеток. Необходимо отметить, что уровень некроза 
в фибробластах под влиянием ГА увеличился в не-
сколько раз. Полученные нами данные согласуются 

с результатами исследования, в котором установлено 
наличие прямой цитотоксичности ГА на фибробласты 
in vitro, а также токсичности экстракта БП, обработан-
ного ГА, по данным МТТ-теста [14].

Заключение
По результатам оценки цитотоксичности, опреде-

лению уровня апоптоза и некроза установлено, что 
бычий и свиной перикарды, обработанные ди- и пен-
таэпоксидами, в условиях in vitro не обладают или 
обладают крайне низкой цитотоксичностью в отно-
шении эндотелиальных клеток линии EA.hy926, муль-
типотентных мезенхимальных стволовых клеток и 
фибробластов, в то время как глутаровый альдегид 
оказывает выраженный цитотоксический эффект.
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