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Реферат: Работа посвящена изучению влияния криоконсервированной сыворотки кордовой крови (КСКК) и экстракта

плаценты (ЭП) на коллагеногенез в регенератах холодовых ран кожи. В поляризованном свете оценена рефракция
коллагеновых волокон с коллагенами І и ІІІ типов в ранах, полученных путем криодеструкции кожи, после лечения КСКК или
ЭП. Установлено, что лечение животных с холодовыми ранами путем внутримышечного введения КСКК или ЭП стимули-
ровало образование и ремоделирование волокнистого компонента внеклеточного матрикса. Данный эффект проявлялся
в активизации образования коллагена ІІІ типа с поэтапным его замещением на коллаген І типа. При этом влияние КСКК было
выражено в большей степени, чем ЭП. Введение КСКК приводило на 7- и 14-е сутки к увеличению относительной площади
коллагена ІІІ типа в 4,4 и 2,3 раза соответственно, на 21-е сутки – к ее уменьшению в 2,1 раза. Наличие коллагена І типа отме-
чено на 7-е сутки, на 14- и 21-е сутки содержание зрелого коллагена І типа превышало показатели в КГ животных в 15,1 и 2,3  ра-
за соответственно. На 21-е сутки наблюдения относительная площадь незрелого коллагена І типа увеличивалась в 4,2 раза.

Ключевые слова: криодеструкция кожи, раны, коллаген, экстракт плаценты, криоконсервированная сыворотка кор-
довой крови.

Реферат: У роботі вивчено вплив кріоконсервованої сироватки кордової крові (КСКК) та екстракту плаценти (ЕП) на
колагеногенез у регенераті холодових ран шкіри. У поляризованому світлі оцінена рефракція колагенових волокон із колагенами
І і ІІІ типів у ранах, отриманих шляхом кріодеструкції шкіри, після лікування КСКК або ЕП. Встановлено, що лікування тварин із
холодовими ранами шляхом внутрішньом'язового введення КСКК або ЕП стимулювало утворення та ремоделювання
волокнистого компонента позаклітинного матриксу. Даний ефект виявлявся в активізації утворення колагену ІІІ типу з поетапним
його заміщенням на колаген І типу. При цьому вплив КСКК був більш вираженим, ніж ЕП. Введення КСКК приводило на 7- і 14-у
доби до збільшення відносної площі колагену ІІІ типу в 4,4 і 2,3 рази відповідно, на 21-у добу – до її зменшення в 2,1 рази. Наяв-
ність колагену І типу зафіксовано на 7-у добу, на 14- і 21-у доби вміст зрілого колагену І типу перевищував показники в КГ тва-
рин в 15,1 і 2,3 рази відповідно. На 21-у добу спостереження відносна площа незрілого колагену І типу збільшувалася в 4,2 рази.

Ключові слова: кріодеструкція шкіри, рани, колаген, екстракт плаценти, кріоконсервована сироватка кордової крові.
Abstract: The paper is devoted to the study of the effect of cryopreserved cord blood serum (CCBS) and placenta extract (PE)

on collagenogenesis in regenerated tissue of skin cold wounds. Polarized light microscopy was used to study the refraction of
collagen fibers with types 1 and 3 collagen in the cryogenic thermal wounds of skin after the treatment with either CCBS or PE. It was
established that treatment of the animals with cold wounds by intramuscular injection of either CCBS or PE stimulated the formation
and remodeling of the fibrous component of extracellular matrix. This effect was manifested in activation of the formation of type 3
collagen with its gradual replacement for type 1 collagen. At the same time, the influence of CCBS was expressed to a greater extent
than that of PE. Introduction of CCBS led to an increase in the relative area of type 3 collagen to days 7 and 14 in 4.4 and 2.3 times,
respectively, to day 21 it was a 2.1-fold decrease. The presence of type 1 collagens was observed to day 7, to days 14 and 21 the
content of mature type 1 collagen exceeded the indices in the control group animals in 15.1 and 2.3 times, respectively. On the 21st day
of observation, the relative area of immature type 1 collagen was 4.2-fold increased.
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Криодеструкция – один из эффективных спосо-
бов хирургического лечения доброкачественных
и злокачественных новообразований кожи [21].
Привлекательность криохирургического метода
обусловлена рядом его преимуществ по сравнению
с традиционными методами лечения. Основными
преимуществами криодеструкции являются потен-
циальная возможность разрушения практически
любого патологического очага, при этом объем тканей,
подвергающихся разрушению, можно регулировать
путем подбора инструмента, температурного диа-
пазона и кратности циклов замораживания-оттаи-
вания; хороший косметический результат – для
заживление ран после криодеструкции нехарак-
терно образование грубых рубцов; малая болезнен-
ность – низкотемпературное воздействие приводит
к быстрому уменьшению/блокаде чувствитель-
ности нервных окончаний, что позволяет выполнять
криодеструкцию небольших новообразований без
анестезии.

Известно, что коллагены играют ключевую роль
в заживлении ран кожи, в частности посредством
обеспечения их прочностных характеристик [12],
что особенно актуально для холодовых ран, пос-
кольку после выполнения криодеструкции швы не
накладывают. Коллагеновые волокна I и III типов
являются основными компонентами внеклеточного
матрикса кожи. Тонкие волокна с коллагеном III
типа располагаются в дерме и составляют фибрил-
лярный компонент грануляционной ткани. Коллаген
III типа активно синтезируется фибробластами на
ранних стадиях заживления ран, коллагеновые
волокна с коллагеном I типа обладают высокими
прочностными качествами и в основном обеспе-
чивают механические свойства тканей [18, 19].
Биосинтез в клетках фибробластического диффе-
рона различных типов коллагена и внеклеточный
фибриллогенез в оптимальных соотношениях обес-
печивают адекватные прочностные характерис-
тики тканей и предотвращают образование рубцов
при заживлении ран [13, 18].

Применение биологически активных веществ
(БАВ) для лечения ран, особенно когда в силу
различных причин проводят только консерва-
тивную терапию, давно привлекает внимание кли-
ницистов [3]. Известно, что плацента – основной
эндокринный орган, который в течение беремен-
ности продуцирует многочисленные БАВ, обеспе-
чивающие рост и развитие эмбриона. Высвобож-
дение из плацентарной ткани цитокинов и других
регуляторных протеинов сопровождается повыше-
нием их концентрации в кордовой (плацентарной)
крови. Повышенный интерес к применению в
медицинской практике плазмы кордовой крови
обусловлен содержанием в ней широкого спектра

Cryodestruction is one of the effective types of sur-
gery performed to benign and malignant neoplasms of
skin [22]. The cryosurgical methods are attractive
due to a number of their advantages if compared with
traditional methods of treatment. Main excellence of
cryodestruction are as follows: the potential possibility
to destroy quite any pathological focus, while the volume
of tissues undergoing the destruction can be controlled
by selection of tools, temperature range and the multi-
plicity of freeze-thaw cycles; good cosmetic result
(there are no gross scars during wound healing after
cryodestruction); low morbidity (low temperature expo-
sure leads to a rapid decrease/blockade of the sensiti-
vity of nerve endings, which allows performing cryo-
destruction of small tumors without anesthesia).

It is known that collagens play a key role in healing
of skin wounds, in particular by maintaining their
strength characteristics [4], that is especially impor-
tant for cold wounds, since there is no need in sutures
when the cryodestruction applied. Collagen fibers of
types 1 and 3 are the main components of extracel-
lular matrix of skin. Thin fibers with type 3 collagen
are located in the dermis and build the fibrillar compo-
nent of the granulation tissue. Collagen of type 3 is
actively synthesized by fibroblasts at the early stages
of wound healing, collagen fibers of type 1 possess
high strength properties and mainly maintain mecha-
nical properties of tissues [19, 20]. Biosynthesis in
fibroblastic cells of various types of collagen and extra-
cellular fibrillogenesis in optimal proportions provide
the adequate strength characteristics of tissues and
prevent scar formation during wound healing [14, 19].

The use of biologically active substances (BASs)
for the treatment of wounds, especially when only
traditional therapy is carried out due to certain reasons,
has long attracted the attention of clinicians [10]. It is
known that the placenta is the main endocrine organ,
which during pregnancy produces numerous BASs,
ensuring the embryo growth and development. Re-
lease of cytokines and other regulatory proteins out of
placental tissue is accompanied by an increase in their
concentration in cord (placental) blood. The elevated
interest to the application of cord blood plasma in
medical practice is due to its content of a wide range
of highly activity BASs [5]. There is an evidence of
positive effect of cryopreserved cord blood serum
(CCBS) and placenta extract (PE) on wound healing
[9, 11, 12], however, collagenogenesis in cold wo-
unds during their treatment with preparations of fetopla-
cental origin has been poorly studied.

The research aim was to study the rearrangement
of skin intercellular substance on the basis of the results
of assessment of types 1 and 3 collagen in cold wound
regenerated tissue after administration of either cryo-
preserved cord blood serum or placenta extract.
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БАВ, имеющих высокую активность [11]. Имеются
данные о позитивном влиянии криоконсерирован-
ной сыворотки кордовой крови (КСКК) и экстракта
плаценты (ЭП) на заживление ран [2, 5, 6], однако,
коллагеногенез в холодовых ранах при лечении
препаратами фетоплацентарного происхождения
изучен недостаточно.

Цель работы – изучение перестройки межклеточ-
ного вещества кожи на основе результатов оценки
коллагенов I и III типов в регенератах холодовых
ран после введения криоконсервированной сыво-
ротки кордовой крови или экстракта плаценты.

Материалы и методы
Эксперименты выполняли на 90 крысах-самцах

«Сфинкс» массой 200–230 г в соответствии с требова-
ниями комитета по биоэтике ИПКиК НАН Украины,
согласованными с директивой Европейского парла-
мента и Совета Европейского союза от 22.09.2010.

В работе использовали активно охлаждаемый
(жидким азотом) медный аппликатор диаметром
8,0 мм, (–195°C, экспозиция – 60 с). Холодовые раны
моделировали под поверхностным наркозом на ла-
теральной поверхности бедра. Забор материала для
исследования выполняли на 7, 14, 21-е сутки (три
срока наблюдения). Животные были разделены на
три группы (по 10 особей в каждой).

Экспериментальной группе крыс (ЭГ) вводи-
ли КСКК, предоставленную низкотемпературным
банком ИПКиК НАН Украины (Харьков); группе
сравнения (ГС) – ЭП («Юрия-Фарм», Украина);
контрольной группе (КГ) – физиологический раст-
вор («Биофарма», Украина). Инъекции начинали
с 3-х суток после криодеструкции через день по 0,1
мл/кг массы тела внутримышечно на протяжении
9 дней.

Препараты для гистологического исследования
готовили по общепринятому методу [8]. Коллагены
идентифицировали в поляризованном свете (мик-
роскоп «Polmi-A» («Carl Zeiss», Германия) на пре-
паратах, окрашенных пикросириусом красным
(Picro-Sirius Red Stain Kit, «Abcam», США)) [8]. В зави-
симости от зрелости коллаген I типа дает свече-
ние от оранжевого до красного, коллаген III типа –
зеленого. Относительные площади коллагенов в
регенерате раны определяли с помощью сетки
Автандилова в процентах на 100 точек, в 10 полях
зрения каждого препарата (×200). Каждая точка –
это пересечение линий сетки [1].

Для статистической обработки полученных ре-
зультатов применяли пакеты программ «Excel 2003»
(«Microsoft», США), «SPSS v.10.0» («SPSS Inc.»,
США) и непараметрический критерий Манна-Уит-
ни. Данные выражали в виде M ± s, отличия между
выборками считали значимыми при р < 0,05.

Materials and methods
The experiments were performed in Sphinx male

rats (n = 90) of 200–230 g in accordance with the
requirements of the Committee in Bioethics of the
IPC&C of the National Academy of Sciences of Uk-
raine, and the directive of the European Parliament
and the Council of the European Union dated of
22.09.2010.

A copper applicator of 8.0 mm diameter actively
cooled with  liquid nitrogen (–195°C, 60 s exposure)
was used. Cold wounds were made under surface
anesthesia on lateral surface of the thigh. The research
material was sampled to days 7, 14 and 21 of observa-
tion (three observation terms). Animals were divided
into 3 groups by 10 individuals per each. The experi-
mental group of rats was injected with the CCBS, pro-
vided by the Low-Temperature Bank of the IPC&C
of the National Academy of Sciences of Ukraine (Kharkiv);
comparison group consisted of the animals treated with
PE (Yuria-Pharm, Ukraine); the control group made
those treated with physiological solution (Biofarma,
Ukraine). Injections were made starting from day 3
after cryodestruction in a day by 0.1 ml/kg of body weight
intramuscularly for 9 days.

Samples for histological examination were prepared
in a standard way [13]. Collagens were identified in pola-
rized light (microscope Polmi-A (Carl Zeiss, Germany)
in preparations stained with Picrosirius red (Picro-Sirius
Red Stain Kit, Abcam, USA)) [13]. The collagen type
1 depending on maturation demonstrated the lumi-
nescence in polarized light from orange to red, for the
collagen type 3 it was  green. Relative areas of collagen
in the wound regenerated tissue were calculated in
percents per 100 points using the Avtandilov’s morpho-
metrical point grid, in 10 vision fields of each sample
(×200). Each point is an intersection of the grid lines [1].

For statistical processing of the obtained results we
used Excel 2003 (Microsoft, USA), SPSS v.10.0 (SPSS
Inc., USA), and the nonparametric Mann-Whitney test.
The data were expressed as M ± s, the differences
between the samples were considered significant at
p < 0.05.

Results and discussion
The study in polarized light to day 7 of the expe-

riment showed the presence in granulation tissue
formed in the wounds of the control group animals
(introduction of physiological solution), small sites
with type 3 collagen, the relative area of which was
(6.86 ± 1.11)% (Fig. 1). Investigating the wounds of
the animals from the group of comparison (treatment
with PE) revealed type 1 and 3 collagens, herewith
the relative area of type 3 collagen sites was bigger.
The area of the sites of immature and mature type 1
collagen made (10.16 ± 1.32) and (23.96 ± 1.87)%,
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Результаты и обсуждение
Исследование в поляризованном свете на 7-е сут-

ки эксперимента показало наличие в грануляцион-
ной ткани, формирующейся в ранах животных КГ
(введение физиологического раствора), небольших
участков с коллагеном ІІІ типа, относительная пло-
щадь которых составляла (6,86 ± 1,11)% (рис. 1).
При изучении ран у животных ГС (лечение ЭП)
были выявлены коллагены I и III типов, при этом
относительная площадь участков коллагена III ти-
па была больше. Площадь участков незрелого и
зрелого коллагена І типа составляла (10,16 ± 1,32)
и (23,96 ± 1,87)% соответственно. Аналогичные
изменения наблюдали у животных ЭГ (лечение
КСКК). Относительная площадь коллагена ІІІ типа
в зоне регенерата ран у животных этой группы
соответствовала (30,21 ± 2,01)%, незрелого колла-
гена І типа – (15,11 ± 1,57)%, зрелого коллагена І
типа – (21,45 ± 1,80)%.

На 14-е сутки эксперимента в регенератах ран
животных всех групп была отмечена положитель-
ная динамика процесса коллагеногенеза. В ранах
животных КГ, по сравнению с предыдущим сроком
наблюдения, выявлены увеличение, относительной
площади коллагена ІІІ типа (свечение зеленого
цвета), формирование волокон незрелого (свече-
ние желтого цвета) и зрелого (свечение красного

respectively. Similar changes were observed in the
animals of experimental group (treat-ment with CCBS).
The relative area of type 3 collagen in the wound rege-
neration zone in the animals of this group was (30.21
± 2.01)% of immature type 1 collagen made (15.11 ±
1.57)%, and (21.45 ± 1.80)% for mature type 1 collagen.

A positive dynamics of the collagenogenesis was
found in the regenerated tissue of wounds of the animals
for all the groups to day 14 of the experiment. The wounds
of the control group animals were characterized with
following changes comparing with the previous obser-
vation period: an increase in the relative area of type 3
collagen (green luminescence) and the formation of
fibers of immature (yellow luminescence) and mature
(red luminescence) of type 1 collagen, relative areas
of those were (13.82 ± 1.51), (7.69 ± 1.17) and (2.44 ±
0.68)%, respectively (Fig. 2A).

In wounds of the control group rats, the following
distribution of the relative amount of collagens was
established: type 3 collagen had (26.88 ± 1.94)%; im-
mature type 1 collagen made (8.60 ± 1.23)%; mature
type 1 collagen was (32.26 ± 2.05)% (Fig. 2B). In the
zone of regenerated tissue of wounds in experimental
group animals, the sites of type 3 collagen, immature
and mature type 1 collagen were also found, the relative
area of those made (31.76 ± 2.04), (7.84 ± 1.18) and
(36.86 ± 2.11)%, respectively (Fig. 2C).
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Рис. 1. Относительная площадь коллагенов I и III типов в регенератах ран кожи:   – незрелый коллаген І типа;
 – зрелый коллаген І типа;  – коллаген ІІІ типа; 1 – контрольная группа, 2 – группа сравнения, 3 – экспери-

ментальная группа. Различия статистически значимы по сравнению с данными: # – 1, ^ – 2, & – соответствующей
группы на предыдущем сроке наблюдения, p < 0,05.
Fig. 1. Relative area of type 1 and 3 collagens in regenerated tissue of skin wound :  – immature type 1 collagen;   –
mature type 1 collagen;  – type 3 collagen; 1 – control group, 2 – comparison group, 3 – experimental group.
Differences are statistically significant if compared with the data   # – 1, ^ – 2, & – corresponding group at previous
observation term, p < 0.05.
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цвета) коллагена І типа, относительные площади
которых составляли (13,82 ± 1,51), (7,69 ± 1,17) и
(2,44 ± 0,68)% соответственно (рис. 2, А).

В ранах у крыс ГС установлено следующее
распределение относительного количества колла-
генов: коллаген ІІІ типа – (26,88 ± 1,94)%; незрелый
коллаген І типа – (8,60 ± 1,23)%; зрелый коллаген
І типа – (32,26 ± 2,05)% (рис. 2, B). В зоне регене-
рата ран у животных ЭГ также были выявлены
участки коллагена ІІІ типа, незрелого и зрелого
коллагенов І типа, относительная площадь которых
составляла (31,76 ± 2,04), (7,84 ± 1,18) и (36,86 ±
± 2,11)% соответственно (рис. 2, C).

На 21-е сутки наблюдения различия в качест-
венном составе коллагенов и площади, занимае-
мой в регенератах кожной раны у животных раз-
личных групп, были выражены в большей степени.
В ранах у животных КГ относительная площадь
коллагена ІІІ типа составляла (56,07 ± 2,18)%, нез-
релого и зрелого коллагенов І типа – (22,5 ± 1,83) и
(18,93 ± 1,72)% соответственно (рис. 2, D). В регене-
ратах ран животных ГС относительная площадь

To day 21 of observation the differences in the qua-
litative composition of collagens and the area occupied
in the regenerated tissues of skin wound of the animals
of different groups were more pronounced. In wounds
of the animals of the control group the relative area of
type 3 collagen was (56.07 ± 2.18)%, that of imma-
ture and mature type 1 collagen made (22.5 ± 1.83)
and (18.93 ± 1.72)%, respectively (Fig. 2D). In the re-
generated tissues of the wounds of the animals from
the comparison group, the relative area of type 3 colla-
gen regions corresponded to (34.75 ± 2.09)%, the one
of immature type 1 did (6.78 ± 1.10)%, the mature
type 1 was (41.53 ± 2.16)% (Fig. 3A). In the rege-
nerated tissues of cold wounds in the experimental
group rats the area of the sites with type 3 collagen
was (26.34 ± 1.93)%, immature and mature type 1 col-
lagen made (5.36 ± 0.98) and (43.90 ± 2.17)%, respec-
tively (Fig. 3B).

Skin is known to consist of the cells (mainly fibro-
blasts, endothelial cells and keratinocytes) and intercel-
lular substance complexes, based on collagens. They
provide scaffolds to resident cells and regulate their

Рис. 2. Коллагены І и ІІІ типов в регенерате: A – контрольная группа (14-е сутки); B – группа сравнения (14-е сутки);
C – экспериментальная группа (14-е сутки); D –  контрольная группа (21-е сутки). Окраска пикросириусом красным.
Fig. 2. Type 1 and 2 collagens in regenerate tissue: A – control group (day 14); B – comparison group (day 14); C –
experimental group (day 14); D – control group (day  21). Picrosirius red staining.
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участков коллагена ІІІ типа соответствовала (34,75 ±
± 2,09)%, незрелого І типа – (6,78 ± 1,10) %, зрелого
І типа – (41,53 ± 2,16) % (рис. 3, A). В регенератах
холодовых ран у крыс ЭГ площадь участков с колла-
геном ІІІ типа составляла (26,34 ± 1,93)%, незре-
лого и зрелого коллагенов І типа – (5,36 ± 0,98) и
(43,90 ± 2,17)% соответственно (рис. 3, B).

Известно, что кожа состоит из клеток (глав-
ным образом фибробластов, эндотелиальных кле-
ток и кератиноцитов) и сложноорганизованного
межклеточного вещества, основу которого сос-
тавляют коллагены. Они оказывают структурную
поддержку резидентным клеткам и регулируют их
функции. Коллагеновые белки контролируют такие
важнейшие клеточные функции, как синтез белка,
дифференцировку и миграцию клеток. Известно,
что кератиноциты распознают коллаген I типа,
наличие которого важно для их пролиферации и
миграции [9].

Заживление раны кожи представляет собой ста-
дийный интерактивный процесс, в котором  участ-
вуют межклеточное вещество и различные клетки,
синтезирующие цитокины, факторы роста, колла-
гены и т. д. [3, 12, 17, 19].

Клетки фибробластического дифферона играют
важную роль в репарации как за счет продукции
коллагена III типа, так и коллагеназы, которая мо-
жет способствовать высвобождению кератиноци-
тов из матрицы, обогащенной коллагеном, и тем
самым их эффективной миграции [10]. Фиброблас-
ты формируются из клеток-предшественников (не-
дифференцированных стромальных клеток дер-
мы) под влиянием цитокинов и факторов роста,
экспрессируемых тромбоцитами, нейтрофилами и
макрофагами [9, 14].

Коллагены I и III типов являются структурными
и регуляторными молекулами, которые играют
важное значение в каждой фазе раневого процесса
[14, 18, 19]. Процесс заживления ран с точки зрения
формирования в грануляционной ткани холодовой
раны коллагенов I и III типов мы оценивали на
стадиях пролиферации и ремоделирования. Важная
роль коллагена III типа в заживлении кожной раны
показана в эксперименте на мышах с нарушенным
биосинтезом коллагена III типа (Col3+/–). Было
доказано, что его низкий уровень в межклеточном
веществе грануляционной ткани способствует
активизации пролиферации и дифференцировки
миофибробластов [18]. Повышение плотности мио-
фибробластов в ране сопровождается усилением
экспрессии их маркера – гладкомышечного α-акти-
на. Авторы показали, что на 21-е сутки наблюдения
у Col3-дефицитных мышей увеличивается площадь
рубцовой ткани по сравнению с животными дикого
типа (Col3+/+).

functions. Collagen proteins control such important
cellular functions as protein synthesis, differentiation
and cell migration. It has been known that keratinocytes
recognize the type 1 collagen type, the presence of which
is important for their proliferation and migration [8].

Healing of the skin wound is a gradual interactive
process, wherein the intercellular substance and various
cells synthesizing cytokines, growth factors, collagens,
etc. actively participate [4, 10, 18, 20].

Fibroblastic cells play an important role in repairing
due to production of both type 3 collagen and col-
lagenase. The latter can promote the release of kera-
tinocytes from the matrix enriched with collagen, and
thereby their effective migration [7]. Fibroblasts are
formed from progenitor cells (undifferentiated stro-
mal cells of dermis) under the influence of cytokines
and growth factors expressed by platelets, neutrophils
and macrophages [8, 15].

Collagens of types 1 and 3 are structure forming
and regulatory molecules that play a major role in each

Рис. 3. Коллагены І и ІІІ типов в регенерате на 21-е сутки:
A – группа сравнения; B – экспериментальная группа.
Окраска пикросириусом красным.
Fig. 3. Type 1 and 3 collagens in regenerated tissue to
day 21: A – comparison group, B – experimental group.
Picrosirius red staining.
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В фазе ремоделирования соединительной ткани
ран происходит постепенное замещение коллагена
III типа на коллаген I типа до того момента, когда
их соотношение приблизится к таковому в здоровой
коже [9, 17, 19]. Имеются данные (полуколичествен-
ного иммуногистохимического исследования), что
на 6-е сутки после нанесения крысам механической
раны в грануляционной ткани присутствуют сле-
ды коллагена III типа и отсутствует коллаген I ти-
па, а на 14-е сутки на фоне небольшого количества
коллагена I типа повышена экспрессия коллагена
III типа [16].

Межклеточный матрикс играет важную роль в
прикреплении клеток и их функциональной актив-
ности. Установлено, что коллаген III типа регули-
рует экспрессию интегрина [22], влияющего на
способность фибробластов взаимодействовать с
межклеточным веществом в ране и стимулиро-
вать дифференциацию клеток-предшественников
в миофибробласты, благодаря которым обеспе-
чивается контрактация раны [14, 18]. Существует
предположение, что ген Col3 участвует в регуляции
активности трансформирующего ростового фак-
тора TGFβ, повышение уровня которого приводит
к формированию рубцовой ткани [15].

В ходе раневого процесса одновременно с обра-
зованием и ремоделированием соединительной
ткани происходят контрактация и эпителизация
раны, вследствие чего уменьшается ее площадь [12,
20]. Различают эпителизацию раны «со дна», ост-
ровковую и краевую [3]. Эпителизация раны «со дна»
характерна для заживления поверхностного де-
фекта кожи, островковая – для парциальной раны
с частичным повреждением дермы, краевая – для
полнослойных дефектов кожи с гибелью ее при-
датков.

В данной работе эксперименты выполняли на
крысах без шерстного покрова, у которых эпители-
зация ран максимально приближена к эпителизации
дефектов человеческой кожи. Ранее нами было
показано, что применяемый способ моделирования
ран приводит к тяжелому повреждению не только
кожи и ее придатков, но и глубжележащих тканей,
что проявляется некрозом эпидермиса, дермы,
гиподермы, мышечной ткани, нервных волокон и
сопровождается выраженным вторичным ишеми-
ческим повреждением тканей, прилежащих к зоне
крионекроза [7]. Таким образом, учитывая харак-
тер смоделированных ран, можно утверждать, что
эпителизация ран была краевой. Наползание эпите-
лия с краев раны, характерное для краевой эпи-
телизации, возможно только на поверхность адек-
ватно развитой грануляционной ткани, которая
формируется на стадии пролиферации соедини-
тельной ткани в условиях активно протекающего

phase of the wound process [15, 19, 20]. The wound
healing from the point of view of formation of types 1
and 3 collagen in the granulation tissue of a cold
wound was evaluated in our experiment at the stages
of proliferation and remodeling. An important role of
type 3 collagen in the skin wound healing was also
experimentally demonstrated in mice with an impaired
biosynthesis of type 3 collagen (Col3+/–). It was
found that its low content in the intercellular subs-
tance of granulation tissue promoted an activation of
proliferation and differentiation of myofibroblasts [19].
The increase in density of myofibroblasts in wound
was accompanied by a rise in the expression of their
marker, a smooth muscle α-actin. The authors showed
that to day 21 of observation in Col3-deficient mice,
the area of scar tissue enhanced in comparison with
wild-type animals (Col3+/+).

In the phase of remodeling of wound connective
tissue, a gradual replacement of type 3 collagen for type 1
collagen occurs until their ratio approaches that of heal-
thy skin [8, 18, 20]. There are the data (semi-quanti-
tative immune histochemical study in rats) that to day 6
after the mechanical wounding, the traces of type 3
collagen were found in the granulation tissue and there
was no type 1 collagen evident, and to day 14, the
expression of type 3 collagen was increased and only
a small amount of type 1 collagen was observed [17].

Intercellular matrix plays an important role in the
attachment of cells and their functional activity. It has
been established that type 3 collagen regulates the
expression of integrin [6], which influences the abi-
lity of fibroblasts to interact with the intercellular sub-
stance in wound and to stimulate the differentiation
of progenitor cells into myofibroblasts, due to which
the contraction of wound is provided [15, 19]. The Col3
gene is assumed to be involved into regulation of the
activity of the transforming growth factor TGFβ, which
leads to the formation of scar tissue [16].

Wound healing is associated with the contraction
and epithelization of wound, simultaneously with the
formation and remodeling of connective tissue, resul-
ting in its area reducing [4, 21]. One distinguishes the
epithelizations of the wound ‘from the bottom’, as well
as islet and marginal type processes [10]. Epitheliza-
tion of wound ‘from the bottom’ is characteristic for
healing of a superficial skin defect, islet one is a feature
of a wound with partial damage to the dermis, marginal
one is characteristic for full-thickness skin defects with
death of its appendages.

This research was performed in hairless rats, in
which the epithelialization of wounds is as close as
possible to that of the human skin defects. Previously
we showed that the applied method of making the
wounds led to a severe damage not only to the skin
and its appendages, but also to underlying tissues,
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ангиогенеза [20]. Обнаруженное улучшение орга-
низации коллагеновой сети в регенератах холодо-
вых ран, которое отражает процесс созревания и
ремоделирования соединительной ткани согласует-
ся с данными наших предыдущих исследований. Бы-
ло показано, что применение ЭП и КСКК приво-
дило к значимому уменьшению площади холодо-
вых ран, вплоть до их полного закрытия на 21-е сутки
эксперимента у животных, которым вводили КСКК [4].

На основании результатов исследования дина-
мики качественного состава и относительной пло-
щади участков исследуемых типов коллагенов в
зоне регенерата у животных с моделированными
холодовыми ранами можно сделать вывод об акти-
визации процесса коллагеногенеза у животных ГС
и особенно ЭГ. При этом ускоренное образование
коллагенов сопровождалось резорбцией коллагена
ІІІ типа и формированием в регенерате коллагена
І типа разной зрелости.

Так, на 7-е сутки у животных ЭГ относительная
площадь участков коллагена ІІІ типа была в 4,4 раза
больше, чем в КГ. При этом значимых различий
между площадью свечения зрелого коллагена І и
ІІІ типов в ГС и ЭГ не установлено. Содержание в
регенерате незрелого коллагена І типа при лечении
холодовых ран КСКК (ЭГ) превышало в 1,5 раза
таковое у животных ГС. На 14-е сутки наблюдения
у крыс всех групп относительная площадь незре-
лого коллагена І типа статистически значимо не отли-
чалась. Количество зрелого коллагена І типа и кол-
лагена ІІІ типа у животных ЭГ было значимо больше,
чем в ГС. По сравнению с результатами КГ лечение
КСКК сопровождалось увеличением относитель-
ной площади коллагена III и I типов в 2,3 и 15,1 ра-
за соответственно. На 21-е сутки эксперимента отно-
сительная площадь коллагена ІІІ типа у крыс ЭГ была
значимо меньше, чем в КГ и ГС (в 2,1 раза). Отно-
сительные площади незрелого и зрелого коллагена
І типа превышали значения в КГ и ГС в 4,2 и
2,3 раза соответственно. Таким образом, у живот-
ных ЭГ процесс постепенного замещения колла-
гена ІІІ типа на коллаген І типа, характерный для
нормального заживления ран, проходил активнее.

Результаты исследования согласуются с представ-
ленными ранее данными о микро- и ультраструк-
туре холодовых ран после введения крысам ЭП и
особенно КСКК, которые свидетельствуют об их по-
зитивном влиянии на процессы репарации [5]. У
экспериментальных животных, которым вводили
ЭП или КСКК, на более раннем сроке формирова-
лась и созревала молодая соединительная ткань,
что проявлялось в увеличении объема волокнистых
структур, уменьшении количества клеточных эле-
ментов и сосудов, преобладании зрелых фибро-
бластов с типичной ультраструктурой.

manifested in necrosis of the epidermis, dermis, hypo-
dermis, muscle tissue, nerve fibers and accompanied
by severe secondary ischemic damage to the tissues
adjacent to cryonecrosis zone [2]. Thus, taking into
account the nature of the modeled wounds, we can argue
that the epithelialization of wounds was marginal. The
epithelial creeping from the wound edges, characte-
ristic for marginal epithelialization, is possible only on
the surface of an adequately developed granulation
tissue that is formed at the stage of proliferation of con-
nective tissue under conditions of actively developing
angiogenesis [21]. The found improvement in the orga-
nization of the collagen network in cold wound rege-
nerated tissues, which reflects the process of matura-
tion and remodeling of connective tissue, is consistent
with the data of our previous studies. It was shown
that the use of PE and CCBS resulted in a significant
reduction in the area of cold wounds, up to their complete
closure to day 21 of the experiment in the animals
treated with CCBS [3].

Investigation of the dynamics of qualitative compo-
sition and relative area of the sites with the studied
collagen types in the regenerated tissue zone in the
animals with simulated cold wounds allow us to conclu-
de that the collagenogenesis process in the animals of
the comparison group and, especially, of experimen-
tal group was activated.The accelerated formation of
collagens was accompanied here with resorption of
type 3 collagen and formation of type 1 collagen of dif-
ferent maturity in a regenerated tissue.

In particular, the relative area of the sites of type 3
collagen in the experimental group animals was 4.4 ti-
mes bigger than that in the control group to day 7. In
this case, no significant differences between the lumi-
nescence area of mature type 1 and 3 collagen were
established in group of comparison and experimental
group. The content of immature type 1 collagen in the
regenerated tissue during treatment of cold wounds
with CCBS (experimental group) was 1.5 fold that of
the animals from the comparison group. To day 14 of
observation, the relative area of immature type 1 colla-
gen was not significantly different in rats of all the
groups. The amount of mature type 1 and 3 collagen
in the experimental group animals was significantly
higher than in the group of comparison. If compa-
red with the results of the control group the treatment
with CCBS was accompanied by a rise in relative area
of type 3 and 1 collagen by 2.3 and 15.1 times, respec-
tively. To day 21 of the experiment, the relative area
of type 3 collagen in the experimental group rats was
significantly less than in the groups of control group
and comparison (2.1 times). Relative areas of immature
and mature type 1 collagen exceeded the values in the
control and comparison groups in 4.2 and 2.3 times,
respectively. Thus, the experimental group animals
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Механизмы влияния ЭП и КСКК точно неиз-
вестны, как правило, их связывают с наличием в
их составе широкого спектра БАВ фетоплацен-
тарного происхождения [11]. На основании резуль-
татов ранее проведенных исследований нами было
выдвинуто предположение, что системное введе-
ние ЭП или КСКК оказывает как прямое влияние
на процессы, протекающие в ране, так и опосредо-
ванное (через модулирующее воздействие на
нейроэндокринную и иммунную регуляцию ра-
невого процесса). В результате создается благо-
приятный фон для адекватного протекания сано-
генеза [4–6]. На наш взгляд, стимулирующий
эффект ЭП и КСКК на репарацию тканей объяс-
няется не суммарным влиянием отдельных БАВ
в их составе, а совокупным многоплановым дейст-
вием комплекса биорегуляторов, находящихся в
физиологически сбалансированном соотношении.
Более высокая терапевтическая эффективность
КСКК по сравнению с ЭП, по-видимому, связана
с различиями в их составе.

Выводы
Таким образом, лечение животных криоконсер-

вированной сывороткой кордовой крови или эк-
страктом плаценты сопровождалось стимуляцией
образования и ремоделирования волокнистого ком-
понента внеклеточного матрикса в холодовых ранах
кожи. Данный эффект проявлялся в активизации
образования коллагена ІІІ типа с поэтапным его
замещением на коллаген І типа, что свидетель-
ствует о синхронизации репаративных процессов.
При этом влияние введения криоконсервированной
сыворотки кордовой крови на перестройку коллаге-
нового матрикса было выражено в большей степени,
чем экстракта плаценты.

Перспективным направлением дальнейших иссле-
дований может быть изучение влияния криокон-
сервированной сыворотки кордовой крови и экстракта
плаценты на основное вещество соединительной
ткани на моделях ран различного генеза с целью
обоснования их дальнейшего применения в клини-
ческой практике.

Выражаем благодарность заведующему отделом
криобиологии систем репродукции ИПКиК НАН Украины,
д-ру мед. наук, проф. О.С. Прокопюк за консультативную и
организационно-методическую помощь.

were characterized with more active process of gradual
replacement of type 3 collagen for type 1 collagen,
characteristic for normal wound healing.

The results of the study are consistent with the
previously reported data on the micro- and ultrastruc-
tures of cold wounds after administration of the PE
and especially of CCBS to the rats, which indicate
their positive effect on reparative processes [11]. Expe-
rimental animals treated with either PE or CCBS had,
young connective tissue formed and matured earlier,
and it was manifested in an increase in the amount of
fibrous structures, a decrease in the number of cellular
elements and vessels, and predominance of mature
fibroblasts with a typical ultrastructure.

The mechanisms of PE and CCBS influence are
not clearly understood, as a rule, they are associated
with the presence in their composition of a broad spect-
rum of BASs of fetoplacental origin [5]. Based on the
results of previous studies we hypothesized that the
systemic administration of either PE or CCBS affec-
ted directly the processes occurring in wound and
indirectly influenced through a neuroendocrine and im-
mune modulation of the wound process. As a result, a
favorable background is created for an adequate sano-
genesis [10, 11, 12]. We believe that the stimulating ef-
fect of PE and CCBS on tissue repair is not due to the
combined effect of individual BASs in their composi-
tion, but is caused by the combined diverse influence
of a complex bioregulators being in a certain physio-
logically balanced ratio. The higher therapeutic efficacy
of CCBS if compared to EP is likely to be due to the
differences in their compositions.

Conclusions
Thus, the treatment of animals with cryopreserved

cord blood serum or placental extract was accom-
panied by stimulation of the formation and remodeling
of the fibrous component of extracellular matrix in skin
cold wounds. This effect was manifested in the activa-
tion of the type 3 collagen formation with its gradual
replacement for type 1 collagen, that indicated the syn-
chronization of reparative processes. The effect of the
introduced cryopreserved cord blood serum on the rest-
ructuring of the collagen matrix was more pronounced
than that of the placenta extract.

Investigation of the effect of cryopreserved cord
blood serum and placenta extract on connective tissue
basic substance in simulated wounds of various genesis
with a view to justifying their further application in
clinical practice can be promising for further research.

We would acknowledge the Head of the Department
of  Cryobiology of the Reproduction Systems of the IPC&C of the
National Academy of Sciences of Ukraine, Prof. Olga S. Pro-
kopyuk, MD for advisory and methodological assistance.
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