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НА ДОКЛИНИЧЕСКИХ МОДЕЛЯХ IN VIVO

И.А. Демьяненко1, Н.В. Калмыкова1*, С.В. Мельникова2, А.В. Третьякова2,  
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Резюме. Исследовали аллергизирующее и генотоксическое действие медицинского изделия «Материал коллагеновый 
рассасывающийся «КОЛЛОСТ®» в форме 7% геля на лабораторных животных. Показано, что после сенсибилизации мы-
шей в течение 30 дней с кратностью один раз в неделю гиперчувствительность немедленного типа у мышей в реакции 
активной кожной анафилаксии не выявляется. У морских свинок после трехкратной сенсибилизации с интервалом 48 ч 
конъюнктивальная проба не обнаруживает гиперчувствительность к медицинскому изделию. Методом максимального 
сенсибилизирующего воздействия кожно-сенсибилизирующее действие медицинского изделия на морских свинках не 
установлено. Учет хромосомных аберраций в клетках костного мозга мышей не обнаружил наличия генотоксического 
действия у медицинского изделия.
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THE STUDY OF ALLERGENIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF THE MEDICAL DEVICE 
"RESORBABLE COLLAGEN MATERIAL "COLLOST®",GEL" IN THE PRE-CLINICAL MODELS IN VIVO

I.A. Demyanenko1, N.V. Kalmykova1*, S.V. Melnikova2, A.V. Tretyakova2, A.I. Marchenko2, L.V. Mikhina2, A.P. Suslov1

Abstract. Allergenic and genotoxic e�ects of the medical device «Resorbable collagen material "СOLLOST® gel» were studied in 
laboratory animals. It was shown than immediate-type hypersensitivity reaction is not detected in mice by the cutaneous anaphylaxis 
test after once weekly sensitization during 30 days. Conjunctival test revealed no hypersensitivity to medical device in guinea pigs 
after three times sensitization for every 48 hours. Guinea pig maximization test did not reveal any skin-sensitizing e�ect of the medical 
device. Bone marrow chromosome aberration test did not detect genotoxic e�ects of the medical device.
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ВВЕДЕНИЕ
Инъекционные биосовместимые материа-

лы на протяжении длительного времени приме-
няют в эстетической хирургии и косметологии с 
целью коррекции возрастных и атрофических из-
менений кожи. Наибольшую эффективность ме-
дицинские изделия и препараты данного типа 
проявляют при исправлении носогубных складок 
и морщин в нижней трети лица, а также при лече-
нии атрофических рубцов, возникших вследствие 

акне, травмы или хирургического вмешательст- 
-

плантатов служат различные нативные или хи-
мически модифицированные вещества биоло-
гического (коллаген, гиалуроновая кислота) и 
синтетического (поли-L-молочная кислота, гид- 
роксиапатит кальция, полиметилметакрилат и 
др.) происхождения [2]. Среди них коллаген, яв-
ляющийся основным белком волокнистого вне-
клеточного матрикса [3], имеет наибольшую 
продолжительность широкого клинического 
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применения. Так, инъекционный имплантат Zyderm  I 
(Inamed Aesthetics, США) на основе коллагена I типа, 
полученного из шкур крупного рогатого скота (КРС), 
был разработан в 1976 году и разрешен к применению 
Управлением по контролю качества пищевых продук-
тов и лекарственных средств США (FDA) в 1981 году [1]. 
Данные клинических исследований, а также обшир-
ный опыт практического применения, свидетельству-
ют о высокой эффективности и безопасности инъекци-
онных коллагеновых материалов [4–8]. 

Биосовместимость, способность к контролируе-
мой биодеградации и индукции образования аутоло-
гичной соединительной ткани при данном процессе, 
возможность выступать в качестве матрикса для кле-
точной миграции [9–11], обуславливают популярность 
использования коллагена в качестве компонента им-
плантатов. В то же время, преимущественное приме-
нение для производства инъекционных материалов 
коллагена ксеногенного (в первую очередь из КРС) 
происхождения считают основной причиной возник-
новения аллергических реакций, наблюдающихся у 
небольшой части пациентов [12]. В частности, соглас-
но различным данным литературы, имплантаты мар-
ки Zyderm вызывают развитие реакций повышенной 
чувствительности (покраснение, припухлость, уплот-
нение, зуд кожи, крапивница) у 1–5% пациентов [1, 2, 12, 
13]. Помимо аллергических реакций, в ходе длительно-
го клинического применения имплантатов на основе 
коллагена КРС в редких случаях было зафиксировано 
возникновение гранулематозных тканевых реакций в 
области инъекций [14], а также отмечена возможная 
связь между введением коллагеновых дермальных 
имплантатов и возможностью возникновения дерма-
томиозита [15].

Накопленные клинические данные о биологи-
ческих свойствах и возможных побочных эффектах 
инъекционных материалов на основе ксеногенного 
коллагена приковывают дополнительное внимание к 
вопросам, касающимся испытаний их безопасности. В 
настоящей работе представлены результаты изучения 
аллергизирующего и генотоксического действия оте- 
чественного инъекционного медицинского изделия 
на основе нативного коллагена дермы кожи КРС «Ма-
териал коллагеновый рассасывающийся «КОЛЛОСТ®» 
в форме 7% геля на моделях in vivo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Планирование и проведение экспериментов осу-

ществляли в строгом соответствии с правилами над-
лежащей лабораторной практики (GLP), утвержден-
ными ГОСТ 33044-2014 [16] и приказом Министерства 
здравоохранения и социального развития РФ №119н 
от 01.04.2016 [17].

Объектом исследования являлось медицинское 
изделие «Материал коллагеновый рассасывающийся 
«КОЛЛОСТ®», гель». Форма выпуска – стерильный гель 

7% в шприцах на 3 мл с заглушкой. Состав геля: 7% (по 
массе) коллагена I типа нативного нереконструирован-
ного из шкуры КРС в 10% растворе глюкозы для инфу-
зий. Производитель – ООО «БиоФАРМАХОЛДИНГ», Рос-
сия. Серия № 002. Годен до 15.01.18.

Изучение аллергизирующего и генотоксического 
действия данного медицинского изделия проводили 
на моделях in vivo, рекомендованных в ГОСТ ISO 10993-
3-2011 [18], ГОСТ ISO 10993-10-2011 [19], а также в «Руко-
водстве по проведению доклинических исследований 
лекарственных средств» под ред. А.Н. Миронова [20]. 
Выбор вводимых доз изделия осуществляли соглас-
но указанным ГОСТ, а также директивам Организации 
экономического сотрудничества и развития (OECD) 
№ 474, 475 [21, 22]. 

Лабораторные животные. Для проведения экс-
периментов использовали мышей линий Balb/c (n=30) 
и C57Bl/6 (n=50), а также морских свинок альбино-
сов (n=46) в равном соотношении по полу, получен-
ных из питомника ФГБУН НЦБМТ ФМБА России, фили-
ал «Андреевка» (Солнечногорский район, Московская 
область). Животных содержали в поликарбонатных 
клетках с подстилом из стружки лиственных пород де-
ревьев (Лабораторкорм, Россия) при контролируемых 
значениях температуры (20–26 °С), влажности (30–70%) 
и воздухообмена (15 объемов/ч), соблюдении равных 
по длительности (по 12 ч) светового и темнового пери-
одов, а также при неограниченном доступе к питьевой 
воде и стандартному гранулированному корму для со-
держания лабораторных грызунов (Лабораторкорм, 
Россия). Пред началом экспериментов животных ран-
домизировали по массе тела. Всех животных выводили 
из экспериментов путем ингаляционного воздействия 
углекислого газа.

Обеспечение соблюдения принципов гуманного 
обращения с подопытными животными. Обоснован-
ность использования лабораторных животных в ис-
следовании, размер выборок, прижизненные манипу-
ляции, метод выведения животных из эксперимента 
рассмотрены и утверждены Биоэтической комиссией 
НИЦ ТБП – филиала ФГБУ «ГНЦ Институт иммунологии» 
ФМБА России (протоколы № 530, 531 от 29.05.2015).

Изучение аллергизирующего действия 

Для оценки аллергизирующего действия колла-
генового геля исследовали его способность вызы-
вать гиперчувствительность немедленного типа (ГНТ) 
у мышей при курсовом введении (эксперимент №  1) 
и у морских свинок при трехкратном внутрикожном 
введении (эксперимент № 2). Кроме того, изучали спо-
собность медицинского изделия формировать гипер-
чувствительность замедленного типа (ГЗТ) у морских 
свинок методом максимального сенсибилизирующего 
воздействия (эксперимент № 3). В экспериментах № 1 
и № 2 опытные и контрольная группы состояли из 10-и 
животных при равном соотношении по полу. В экспе-
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рименте № 3 опытная группа состояла из 10-и живот-
ных, а контрольная – из 6-и, также при равном соотно-
шении по полу. Животным контрольных групп во всех 
экспериментах вместо геля вводили по 0,1 мл 10% 
раствора глюкозы для инфузий (ООО «МОСФАРМ», Рос-
сия) по аналогичной схеме.

Эксперимент № 1. Двум опытным группам мы-
шей линии Balb/c вводили гель внутрикожно в объеме 
0,1 мл и 0,025 мл один раз в неделю в течение месяца. 
Через 14 дней после последнего введения для выяв-
ления сенсибилизации проводили реакцию активной 
кожной анафилаксии. Для этого всем животным на од-
ной из боковых поверхностей тела внутрикожно инъ-
ецировали гель в объеме 0,05 мл. На другой боковой 
поверхности тела инъецировали 10% раствор глюкозы 
в том же объеме. Через 20 мин мышам в хвостовую ве-
ну вводили 0,2 мл 1% раствора синего Эванса («Диаэм», 
производство США). Спустя 30 мин животных выводи-
ли из эксперимента и оценивали диаметр пятна, обра-
зованного окрашенным синим Эванса экссудатом, на 
внутренней поверхности кожи в местах инъекций.

Эксперимент № 2. Двум опытным группам морс- 
ких свинок альбиносов вводили гель внутрикожно в 
объеме 0,1 мл и 0,025 мл трехкратно с интервалом 48 ч. 
Через 20 дней после последнего введения для выяв-
ления сенсибилизации проводили тестирование жи-
вотных методом конъюнктивальной пробы. Для это-
го всем морским свинкам под верхнее веко вводили 
гель в объеме 0,05 мл, во второй глаз (контрольный) 
вводили такой же объем 10% раствора глюкозы. Реак-
цию оценивали визуально через 1, 24, 48 ч, используя 
полуколичественную (бальную) систему оценки: 0  – 
отсутствие видимых изменений состояния склеры и 
конъюнктивы, 1 – легкое покраснение слезного прото-
ка, 2 – покраснение слезного протока и склеры, 3 – по-
краснение всей конъюнктивы и склеры.

Эксперимент № 3. Каждой морской свинке опыт-
ной группы в выстриженные участки кожи спины вво-
дили внутрикожно в двух повторах по 0,1 мл: 1) полно-
го адъюванта Фрейнда (ПАФ), 2) геля 3) геля в смеси с 
ПАФ в соотношении 1:1. Через 7 суток всем животным 
опытной группы проводили аппликацию геля на 48  ч 
(1,5 мл/особь) на межлопаточную область спины. Жи-
вотным контрольной группы апплицировали тот же 
объем 10% раствора глюкозы. Зону аппликации за 
24  ч обрабатывали раствором 10% лаурилсульфата 
натрия в вазелине, так как в предварительном экспе-
рименте при подборе апплицирующей дозы гель не 
вызывал никаких видимых изменений в состоянии ко-
жи. Через 14 дней проводили провокационную про-
бу с целью выявления сенсибилизации животных. Для 
этого всем животным на кожу боковой части тела, не 
использовавшуюся для инъекций и аппликаций, нано-
сили 1,5 мл геля и закрепляли фиксирующей повязкой 
на 24 ч. Затем фиксирующую повязку снимали и визу-
ально оценивали состояние кожи непосредственно 
после снятия, через 24, 48 и 72 ч, используя полуколи-

чественную систему оценки: 0 – отсутствие видимых 
изменений, 1 – дискретная или очаговая эритема, 2 – 
умеренная и сплошная эритема, 3 – интенсивная эри-
тема и припухлость.

Изучение генотоксического действия

Для оценки генотоксического действия коллаге-
нового геля исследовали его способность вызывать 
хромосомные аберрации в клетках костного мозга 
мышей линии C57Bl/6 (эксперимент № 4). Три опытные 
группы, а также группы положительного и отрицатель-
ного контроля состояли из 10-и животных при равном 
соотношении по полу.

Эксперимент № 4. Мышам опытных групп вводи-
ли коллагеновый гель внутрикожно в дозе 2000 мг/кг 
массы тела. Двум опытным группам гель вводили од-
нократно. При этом выведение животных из экспери-
мента и забор костного мозга проводили через 24 и 
48 ч соответственно. Одной опытной группе гель вво-
дили курсом по 3 раза в неделю в течение 14 дней. За-
бор костного мозга проводили через 24 ч после пос- 
леднего введения. Группе отрицательного контроля 
вводили однократно внутрикожно 10% раствор глюко-
зы (в количестве, аналогичном объему геля, веденно-
му опытным группам), группе положительного контро-
ля  – однократно внутрибрюшинно циклофосфамид 
(ООО «ЛЭНС-Фарм», Россия) в дозе 20 мг/кг; костный 
мозг в обоих случаях выделяли на анализ через 24 ч 
после введения.

За 3 ч до выведения из эксперимента всем живот-
ным вводили внутрибрюшинно 0,025% раствор кол-
хицина (НПП «ПанЭко», Россия) в объеме 0,25 мл. Пос- 
ле выведения мышей из эксперимента проводили 
выделение клеток костного мозга из бедренных кос- 
тей и готовили препараты их метафазных хромосом 
стандартным суховоздушным способом [23]. Получен-
ные препараты подвергали цитогенетическому ис-
следованию. Анализировали по 100 метафаз от каж-
дого животного. Подсчитывали число одиночных и 
парных фрагментов, хроматидных и хромосомных об-
менов, ахроматических пробелов (гепов), число мета-
фазных пластинок с множественными повреждениями 
хромосом.

Статистическая обработка данных

Статистическую обработку полученных чис-
ленных данных проводили при помощи программ 
STATISTICA 10 и SPSS. Для оценки нормальности рас-
пределения и равенства дисперсий использовали 
критерии Колмогорова – Смирнова и Левена соот-
ветственно. Для оценки статистической значимости 
отличий (эксперимент № 4) использовали критерий 
Краскелла – Уоллиса с последующим попарным срав-
нением групп по Данну [24]. Критическое значение 
уровня статистической значимости при проверке ги-
потез о нормальности распределения полученных 
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экспериментальных данных, равенстве дисперсий, а 
также отсутствии различий между экспериментальны-
ми группами принимали равным p=0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Изучение аллергизирующего действия 

Исследование способности медицинского изделия 
вызывать у мышей гиперчувствительность немедлен-
ного типа (эксперимент № 1).

При проведении реакции активной кожной ана-
филаксии визуальный анализ кожи в местах инъек-
ционного введения разрешающей дозы геля, а также 
10% раствора глюкозы показал, что как в контрольной 
группе, так и в обеих опытных группах у 100% живот-
ных во всех точках инъекций область, окрашенная си-
ним Эванса, была ограничена лишь местом введения 
иглы и составляла менее 1 мм в диаметре. Поскольку 
согласно «Методическим рекомендациям по оценке 
аллергизирующих свойств» [20] на наличие сенсиби-
лизации указывает развитие в зоне введения разреша-
ющей дозы выраженного пятна экссудата диаметром 
более 3 мм, полученные данные указывают на отсутст- 
вие ГНТ к медицинскому изделию у мышей в данной 
модели.

Исследование способности медицинского изделия 
вызывать гиперчувствительность немедленного ти-
па у морских свинок (эксперимент № 2).

При проведении конъюнктивальной пробы по-
луколичественная оценка состояния склеры и конъ-
юнктивы после введения под верхнее веко геля или 
10% раствора глюкозы вывила, что у всех животных, 
как в контрольной, так и в обеих опытных группах от-
сутствовали какие-либо визуальные изменения тка-
ней обеих глаз (0 баллов) на всех исследованных сро-
ках. Таким образом, отрицательная конъюнктивальная 
проба свидетельствует об отсутствии развития ГНТ 
к медицинскому изделию у морских свинок в данной 
модели [20].

Исследование способности медицинского изделия 
вызывать гиперчувствительность замедленного ти-
па у морских свинок методом максимального сенсиби-
лизирующего воздействия (эксперимент № 3).

В ходе полуколичественного исследования об-
ласти аппликации геля изменение состояния кожи у 
100% животных как в контрольной, так и в опытной 
группе на всех сроках было оценено в 0 баллов, что 
явилось показателем отсутствия эритемы и отека. Сог- 
ласно ГОСТ ISO 10993-10-2011, о наличии сенсибилиза-
ции к компонентам медицинского изделия свидетельст- 
вует средняя полуколичественная оценка в опытной 
группе, равная или превышающая 1 балл, в том случае, 
если у контрольных животных данный показатель ме-
нее 1 балла. Таким образом, результаты, полученные в 
данной модели, свидетельствуют об отсутствии разви-
тия ГЗТ к медицинскому изделию у морских свинок.

Изучение генотоксического действия

Исследование мутагенного действия медицинско-
го изделия методом учета хромосомных аберраций в 
клетках костного мозга мышей (эксперимент № 4).

Микроскопический анализ цитогенетических пре-
паратов показал, что в группе положительного конт- 
роля, находившейся под воздействием препарата 
циклофосфамид, обладающего мутагенной активнос- 
тью, доля метафазных пластинок с повреждениями 
хромосом находилась в диапазоне 12–17%. В подавля-
ющем числе случаев хромосомные аберрации были 
представлены одиночными фрагментами, в том чис-
ле и по нескольку штук в одной метафазной пластин-
ке, метафазные пластинки с множественными наруше-
ниями составляли на различных препаратах 5–10%. В 
свою очередь характер повреждений хромосом во 
всех опытных группах, а также отрицательном конт- 
роле не различался: метафазные пластинки с множе-
ственными аберрациями не обнаружены, одиночные 
аберрации представлены концевыми делециями. Ста-
тистический анализ не выявил достоверных различий 
между опытными группами и отрицательным контро-
лем (таблица 1). В то же время, группа положительно-
го контроля достоверно превосходила все остальные 
экспериментальные группы по уровню хромосомных 
аберраций. Полученные данные свидетельствуют об 
отсутствии мутагенного действия у медицинского из-
делия в настоящей модели.

Таблица 1. 

Результаты оценки мутагенного действия  
медицинского изделия после внутрикожного введения  

в дозе 2000 мг/кг
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1. Опыт однократно 24 10 2 (1; 2,5)*
2. Опыт однократно 48 10 1,25 (1; 2)*
3. Опыт 14 дней 24 10 1,75 (1; 2)*
4. Отрицательный 
контроль

однократно 24 10 1,75 (1; 2,5)*

5. Положительный 
контроль

однократно 24 10
15,00 

(13; 16,5)

Примечания: 1Me – медиана, (Q1; Q3) – квартили (нижняя, 
верхняя).

*p<0,05 по сравнению с группой положительного контроля.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Несмотря на то, что коллаген обладает низкой 

иммуногенностью относительно большинства других 
белков [25], животное происхождение данного биоре-
зорбируемого материала вызывает повышенную оза-

СЕКЦИЯ:   Доклинические исследования

246 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ

боченность практикующих специалистов касательно 
аллергических свойств и безопасности применения в 
целом медицинских изделий и лекарственных средств 
на его основе. 

В настоящей работе проведено изучение аллерги-
зирующего и генотоксического действия медицинско-
го изделия «Материал коллагеновый рассасывающий-
ся «КОЛЛОСТ®», гель» на основе коллагена I типа из 
шкур КРС. Исследование выполнено на лабораторных 
животных (мыши, морские свинки) в эксперименталь-
ных моделях, рекомендованных принятой на законо-
дательном уровне в Российской Федерации норматив-
ной документацией, регламентирующей проведение 
доклинических испытаний безопасности медицинских 
изделий и лекарственных средств. Данные модели бы-
ли предложены несколько десятилетий назад [23, 26–
28] и на протяжении длительного времени являются 
стандартными для оценки аллергических и мутаген-
ных свойств медицинских изделий in vivo.

Проведенный в различных экспериментах ана-
лиз аллергизирующего действия показал, что меди-
цинское изделие не вызывает развития ГНТ у мышей 
и морских свинок при различных схемах сенсибили-
зации (курсовом и трехкратном внутрикожном вве-
дении). Также методом максимального сенсибилизи-
рующего воздействия не выявлена способность геля 
формировать ГЗТ у морских свинок. Таким образом, 
аллергизирующие свойства медицинского изделия в 
использованных экспериментальных моделях in vivo 
не выявлены. Полученные данные свидетельствуют о 
низкой степени аллергенной активности компонентов 
медицинского изделия, а также в пользу низкого рис- 
ка возможного проявления аллергических реакций 
при его клиническом применении. Тем не менее, при 
экстраполяции на человека результатов, получен-
ных в настоящей работе на лабораторных животных, 
необходимо принимать во внимание опубликован-
ные данные о том, что характер иммунного ответа на 
коллаген, а также локализация распознаваемых анти-
генных детерминант на молекулах тропоколлагена, 
в значительной степени может зависеть от видовой 
принадлежности как животного, из которого был по-
лучен коллаген, так и животного реципиента данного 
белка [29]. Так, данные клинических наблюдений ука-
зывают на наличие у 2–4% популяции людей гипер- 
чувствительности к коллагену КРС в составе инъекци-
онных коллагеновых имплантатов [30–32]. 

Исследование генотоксического действия меди-
цинского изделия «КОЛЛОСТ®» не выявило у него спо-
собности вызывать хромосомные аберрации в клетках 
костного мозга мышей, как при однократном, так и при 
курсовом внутрикожном введении. Результат прове-
денного эксперимента, наряду с данными по отсутст- 
вию аллергенности в моделях in vivo, также говорит 
в пользу безопасности коллагенового геля. К настоя-
щему времени не было опубликовано ни одной рабо-
ты, свидетельствующей о возможном наличии какой-

либо мутагенной активности у коллагенов различных 
типов. Полученные экспериментальные данные об 
отсутствии цитогенетической активности у исследуе-
мого медицинского изделия полностью соответствуют 
этому факту.
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