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Тема дисертації:
1. Розробка дермальних еквівалентів шкіри з використанням клітин людини і нових біоматеріалів для
лікування масивних опіків.

2. Development of dermal skin equivalents using human cells and new biomaterials for the treatment of massive
burns.

Реферат:
1. Основною метою роботи було розробити нові біоконструкції (біотехнологічні дермальні покриття або
еквіваленти дерми) з використанням клітин людини та їхніх похідних і носіїв, виготовлених із різних
біоматеріалів, для лікування термічних опіків шкіри. У даній роботі нами вперше встановлено, що живі
клітини лінії 4BL, що є лінією дорослих мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин (ММСК)
людини і була отримана у відділі генетики людини ІМБГ НАН України з периферійної крові здорового
донора, а також безклітинне культуральне середовище (БКС), кондиційоване клітинами 4BL при їх
культивуванні in vitro (БКС-4BL), у поєднанні з такою м'якою лікарською формою, як гідрогель на основі
штучного полімеру карбополу (карбомеру), дозволяють створити новий перспективний біотехнологічний



продукт. Показано, що отримані нові пластичні біоконструкції, як і біоконструкції на основі колагенових і
поліакриламідних матриць-мембран із включенням клітин або їхніх похідних здатні стимулювати
регенерацію тканин під час загоєння опікових ран у модельних тварин (миші, щури). При цьому
терапевтичне використання БКС 4BL є більш вигідним як в плані ранозагоювальної здатності, так і в плані
зручності зберігання. Вказані біоконструкції або такі їх компоненти, як живі клітини лінії 4BL або безклітинне
культуральне середовище, кондиційоване клітинами лінії 4BL (БКС-4BL), можуть бути застосовані для
виробництва тимчасових штучних еквівалентів дермального шару шкіри. В перспективі отримані нами
результати можуть використовуватись для створення нових біоконструкцій, які можуть стати об'єктом
доклінічних досліджень в спеціальній акредитованій лабораторії, а в подальшому бути допущені до клінічних
випробувань у опікових відділеннях закладів охорони здоров'я України з метою лікування опікової хвороби
та пошкоджень шкіри іншого генезу.

2. In this research we compared the properties of three types of the dense materials suitable to be cells carriers at
the creation of temporary artificial dermal equivalents. It has been established that shortcomings of modified
polyacrylamide hydrogel matrixes are, at first, a decrease of transparency of those hydrogels owing to the
introduction of inorganic nanoparticles into their structure, and secondly, a certain degree of fragility of the
humidified flat hydrogel fragments. It has been found that main shortcoming of a symbiotic organism
Medusomyces gisevi is the fact that living cells are not capable to be spread and survived normally on this matrix
what raises doubts in their normal metabolic activity in such conditions. Finally it has been established that the
commercial collagenic film "Belkozin" is the most suitable matrix from three checked options for creation of
temporary artificial dermal equivalents. It has been supported by our results that application of the temporary
dermal equivalent with structure "belkozin + gelatin + living cells" on burn wounds of model animals stimulates
regeneration of a dermal layer of skin and epithelium restoration. We have shown alsothat the hydrogel of
carbopol (carbomer) prepared with using DMEM-HG culture medium can serve as the volume carrier of living cells
and support their life within several hours. However, we consider that for better maintaining the cells viability it is
necessary to carry out a combination of hydrogel and the cellular component ex tempore, just before its
application. It is important that the presence of antibiotics in the carbopol hydrogel prepared with using DMEM-
HG culture medium (which, in fact, contains antibiotics) gives some bactericidal, bacteriostatic and fungistatic
properties for the finished bioconstructions, what might prevent wound infection and thus reveal a positive effect
on the healing process. We compared the wound-healing properties of such components of plastic carbopol
hydrogel bioconstructions, as cells of three established lines (4BL, E8, A102) and cell-free conditioned mediums
(CFCM), which have been produced by cultivating cells of these three lines (CFCM-4BL, CFCM-E8, CFCM-A102).
The most effective for wound-healing in animals among all of six studied biostructures were ones which include
either 4BL cells or CFCM-4BL. It has been shown by us that the treatment of burn wounds using carbopol hydrogel
biostructures loaded with the cells of 4BL line or with the corresponding cell-free medium conditioned by cells of
4BL line (CFCM-4BL), are accompanied, at first, by stimulation of capillary formation in the wound bed, and
secondly, by a statistically significant decrease of regulatory proteins MMP2 and HIF-1α levels in blood, almost to
the level inherent in healthy animals, which may indicate an inhibition of the inflammatory process and earlier
completion of the first phase of wound-healing. It should be noted that the stimulating effect of wound-healing
induced by the cell-free conditioned medium was much stronger than by the cells. It has been found that the
degree of 4BL cells confluence during their cultivation and production of the cell-free conditioned mediums is not
significant for the expression of their regenerative wound-healing properties. The prepared conditioned medium
should be stored in a frozen state, and deep freezing and storage of the obtained CFCM at –80°C is optimal, at the
same time storage in a standard freezer at –20ºC is less good but acceptable. Thus, the main results of this work
are: a) creation of new biotechnological products, namely the dermal equivalents with the inclusion of human cells
or their derivatives (cell-free conditioned mediums); b) preclinical studies of new dermal equivalents to determine
their therapeutic efficacy and safety in vivo with using model animals; c) a method of obtaining these
biotechnological products was patented. It has been shown that the new wound dressings promote burn wounds
healing in experimental animals when applied to the wound surface. The most important result from the point of



view of both science and practice, is the establishment of the fact that cell-free conditioned media, produced by
stem cells in vitro, can be used instead of living cells in the manufacture of dermal equivalents. For the first time it
has been shown that CFCM samples conditioned by 4BL cells have a positive effect on the organism, and are
stimulating regenerative processes at the most important early stage of burn wound-healing in model animals
(mice, rats). The use of CFCM greatly simplifies and makes more economical the biotechnology for obtaining and
using new dermal equivalents. In the prospects, new bioconstructions developed by us might be the subject of
preclinical studies at special accredited laboratory, and on the next step they might be admitted to clinical trials in
burn departments of health care institutions of Ukraine to treat burns and other skin lesions.
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