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Аннотация. Одним из актуальных направлений биотехнологии и медицины является разработка 
высокостабильных биопрепаратов на основе иммобилизованных ферментов. Методом сорбционной 
иммобилизации были получены гетерогенные биокатализаторы на основе коллагеназы (КФ 3.4.24.3) из 
Clostridium histolyticum и среднемолекулярного (200 кДа) и высокомолекулярного (350 кДа) хитозанов. 
Целью работы являлось изучение физико-химических и кинетических свойств свободной и 
иммобилизованной на матрице хитозана коллагеназы из Clostridium histolyticum. 
Классическими биофизическими и биохимическими методами были изучены физико-химические и 
кинетические свойства энзима в растворимом и иммобилизованном состояниях. Показано, что у 
нативной коллагеназы максимальная активность наблюдается при 37ºС, а у иммобилизованного на 
среднемолекулярном и высокомолекулярном хитозанах фермента – при 40ºС. Сорбционная 
иммобилизация биокатализатора на матрице хитозанов способствовала повышению его стабильности 
при инкубации в диапазоне температур 40-70°С. После инкубации при 80 и 90 °С не были выявлены 
существенные различия в активности растворимой и иммобилизованной коллагеназы. При 
исследовании зависимости протеазной активности фермента от кислотности среды в диапазоне рН от 
5.0 до 9.0 было установлено, что максимум каталитической способности растворимой коллагеназы 
наблюдается при значении рН, равном 7.5. Иммобилизованный на среднемолекулярном и 
высокомолекулярном хитозанах биокатализатор оказался высокоактивным при рН 6.0-7.5. 
Каталитическая способность фермента в свободном и адсорбированном состояниях заметно снизилась 
при рН 8.0, а при рН 9.0 растворимая и иммобилизованная на среднемолекулярном и 
высокомолекулярном хитозанах коллагеназа была полностью инактивирована. Максимальная скорость 
ферментативной реакции нативного и иммобилизованного на хитозане биокатализаторов наблюдалась 
при концентрации субстрата, равной 0.04 мМ. Был произведен расчет кажущихся значений V´max и K´m. 
Иммобилизация коллагеназы на среднемолекулярном и высокомолекулярном хитозанах не привела к 
снижению максимальной скорости реакции и изменению степени сродства фермента к субстрату. 
Используя метод динамического светорассеяния, мы подтвердили, что структура коллагеназы в 
растворе наиболее устойчива при рН 7.0-8.0, так как именно в данном диапазоне значений [H+] 
выявлено наибольшее содержание частиц, соответствующих размеру нативной коллагеназы, и 
наименьшее содержание ее агрегатов. Оптимальной температурой, при которой коллагеназа была 
наиболее стабильна (отсутствовали процессы автолиза, а агрегация частиц была минимальна), можно 
считать 46°С. 
Ключевые слова: коллагеназа, хитозан, иммобилизация, физико-химические свойства, кинетические 
свойства. 
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Abstract. One of the modern research areas in biotechnology and medicine is the development of highly stable 
biopreparations based on immobilized enzymes. Using the method of sorption immobilization, heterogeneous 
biocatalysts were obtained based on collagenase (EC 3.4.24.3) from Clostridium histolyticum and from 
medium molecular weight (200 kDa) and high molecular weight (350 kDa) chitosans. The goal of the work 
was to study the physicochemical and kinetic properties of free and immobilized collagenase from Clostridium 
histolyticum on a chitosan matrix. 
The physicochemical and kinetic properties of the enzyme were studied in soluble and immobilized states using 
classical biophysical and biochemical methods. It was shown that the maximum activity of native collagenase 
was observed at 37ºС, while in case of the enzyme immobilized on medium and high molecular weight chitosan 
it was observed at 40ºС. Sorption immobilization of the biocatalyst on a chitosan matrix allowed increasing its 
stability during incubation within the temperature range of 40-70°C. After incubation at 80 and 90°C, no 
significant differences in the activity of soluble and immobilized collagenase were found. When studying the 
dependence of the protease activity of the enzyme on the medium acidity in the pH range from 5.0 to 9.0, it 
was established that the maximum catalytic ability of soluble collagenase was observed at a pH value of 7.5. 
The biocatalyst immobilized on medium and high molecular weight chitosans was highly active at pH 6.0-7.5. 
The catalytic ability of the enzyme in free and in adsorbed states noticeably decreased at pH 8.0, while at pH 
9.0 soluble collagenase immobilized on medium and high molecular weight chitosans was completely inactive. 
The maximum rate of the enzymatic reaction of native and chitosan-immobilized biocatalysts was observed at 
a substrate concentration of 0.04 mM. Apparent values of V´max и K´m were calculated. The immobilization of 
collagenase on medium and high molecular weight chitosans did not result in a decrease of the maximum 
reaction rate or a change in the degree of affinity of the enzyme to the substrate. 
Using dynamic light scattering, we confirmed that the structure of collagenase in solution was most stable at 
pH 7.0-8.0, as exactly in this range of [H+] values we discovered the highest content of particles corresponding 
to the size of native collagenase and the lowest content of its aggregates. The optimal temperature for the best 
stability value of collagenase (no autolysis processes and minimal particle aggregation) can be considered as 
being 46°C. 
Keywords: collagenase, chitosan, immobilization, physicochemical properties, kinetic properties. 
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Введение 
Коллагены являются основными 

структурными белками в тканях чело-
века, включая сухожилия и кожу [1]. 

Кроме того, коллагены обычно использу-
ются в качестве основного белка в напит-
ках, пищевых продуктах, лекарствах и 
косметических средствах. Некоторые 
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важные пептиды, имеющие большое зна-
чение в фармацевтике и промышленно-
сти, были получены в результате гидро-
лиза коллагена под действием коллагеназ 
[2, 3]. 

Коллагеназы (КФ 3.4.24.3) из 
Clostridium histolyticum являются наибо-
лее детально изученными. Культураль-
ный фильтрат C. histolyticum содержит 
смесь коллагеназ и других протеиназ, об-
ладающих мощной гидролитической ак-
тивностью в отношении соединительной 
ткани [4].  

И. Мандл и его коллеги [5, 6] впервые 
попытались выделить коллагеназу из 
C. histolyticum. Впоследствии этот препа-
рат был назван клостридиопептидазой А. 
Более поздние исследования показали, 
что культуральный фильтрат содержал 
несколько типов коллагеназ [7-14]. Семь 
типов коллагеназ с молекулярными мас-
сами от 68 до 130 кДа были очищены до 
гомогенного состояния [14] и охаракте-
ризованы [13, 15]. Они были обозначены 
как коллагеназы класса I (α, β, γ и η) и 
класса II (δ, ε и ζ) на основании различ-
ных критериев, включая их каталитиче-
скую активность в отношении коллагена 
по сравнению с синтетическими пептид-
ными субстратами.  

Известно, что микробная коллагеназа 
проявляет оптимальные значения актив-
ности при температуре 37ºС и рН 7.5. При 
крайних значениях кислотности среды 
(5.0 и 11.0) энзим сохраняет 35 % от мак-
симальной каталитической способности 
[8, 16-18]. 

Одним из актуальных направлений 
промышленности, биотехнологии и ме-
дицины является получение высокоста-
бильных гетерогенных биопрепаратов на 
основе иммобилизованных ферментов. 
Было разработано множество методов 
иммобилизации: от физической адсорб-
ции и ковалентного связывания до улав-
ливания в полимерах и золь-гелях. Из-
вестно, что из-за образования связей с но-
сителем претерпевают изменения фи-

зико-химические и кинетические харак-
теристики биокатализатора. Количество 
инактивирующих механизмов для иммо-
билизованных энзимов существенно 
меньше, чем для интактных ферментов 
[19, 20]. Наиболее значимыми модифика-
циями являются стабильность фермента, 
стерические и конформационные эф-
фекты, кинетические особенности, диф-
фузионные эффекты и эффекты переноса 
[21]. Иммобилизация позволяет прово-
дить целевые процессы при повышенной 
концентрации субстрата [22]. Молекулы 
носителя создают микроокружение, в ко-
тором энзим может выполнять свою 
функцию [23, 24].  

Среди различных полимеров для им-
мобилизации ферментов часто исполь-
зуют следующие полисахариды: целлю-
лозу, хитозан, альгинат и их производные 
[25-28]. С использованием технологии 
Nanospider были получены электропряде-
ные нановолокона хитозана, биофункци-
онализированные микробной коллагена-
зой. Характеристика нановолокон хито-
зана с коллагеназой с точки зрения кажу-
щихся констант Михаэлиса-Ментен по-
казала более высокое сродство фермента 
к субстрату по сравнению с растворимой 
формой коллагеназы. Полученные в ре-
зультате новые коллагеназные наново-
локна хитозана обладали высокой ста-
бильностью и длительным сроком хране-
ния в течение не менее 6 недель. Путем 
ковалентной иммобилизации были полу-
чены высокостабильные комплексы кол-
лагеназы из Clostridium histolyticum с био-
совместимыми нановолокнами хитозана 
и наночастицами хитозана/триполифос-
фата [29]. Были синтезированы маг-
нитно-сшитые гибридные наноматери-
алы коллагеназа-металл. Полученный 
нанобиокатализатор продемонстрировал 
значительное улучшение своих характе-
ристик, включая возможность повтор-
ного использования, низкую степень вы-
щелачивания белка, термическую ста-
бильность и стабильность при хранении, 
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каталитическую эффективность и устой-
чивость к ингибиторам и органическим 
растворителям [30]. 

Целью работы являлось изучение фи-
зико-химических и кинетических свойств 
свободной и адсорбированной на мат-
рице хитозана коллагеназы из Clostridium 
histolyticum. 

Экспериментальная часть 
В качестве объекта исследования была 

выбрана коллагеназа из Clostridium 
histolyticum фирмы «Sigma» (США). В ка-
честве носителей использовали средне-
молекулярный (Мr=200 кДа, степень де-
ацетилирования – 82%) и высокомолеку-
лярный (Mr=350 кДа, СД=95%) хито-
заны, синтезированные ЗАО «Биопро-
гресс» (Россия). 

Иммобилизацию коллагеназы на мат-
рице хитозана осуществляли адсорбци-
онным методом с использованием 0.05 М 
глицинового буфера со значением рН 9.5. 
Для определения каталитической способ-
ности в качестве субстрата использовали 
азоказеин [31]. 

Размеры молекул коллагеназы изме-
ряли на приборе Nano Zetasizer ZS 
(Malvern Instruments). Обратный рассеян-
ный свет от He/Ne-лазера мощностью 
4 мВт (632.8 нм) собирали под углом 
173° [32]. 

Все экспериментальные исследования 
осуществляли в 8-кратной повторности. 
Статистическая обработка полученных 
результатов проводилась традиционным 
способом при уровне значимости 5 % с 
использованием t-критерия Стьюдента. 

Обсуждение результатов 
Важными характеристиками энзимов, 

определяющими их каталитическую ак-
тивность, являются оптимальные для их 
функционирования диапазоны темпера-
туры, рН и концентрации субстрата. 

Значения каталитической активности 
свободной и иммобилизованной на мат-
рице хитозана коллагеназы в зависимо-
сти от температуры (в диапазоне от 25 до 

90ºС) представлены на рис. 1. В ходе экс-
периментов было установлено, что для 
растворимой коллагеназы максимальная 
активность наблюдается при 37ºС, а для 
иммобилизованной на среднемолекуляр-
ном и высокомолекулярном хитозанах – 
при 40ºС. При проведении реакции гид-
ролиза азоказеина при 70ºС фермент, сор-
бированный на высокомолекулярном и 
среднемолекулярном хитозанах, оказался 
стабильнее нативного – сохранялось со-
ответственно 65, 58 и 53% от каталитиче-
ской способности при оптимальных усло-
виях функционирования биокатализа-
тора.  

Результаты исследований показали, 
что максимум активности нативного фер-
мента наблюдается при значении рН, рав-
ном 7.5. Иммобилизованная на среднемо-
лекулярном и высокомолекулярном хи-
тозанах коллагеназа оказалась высокоак-
тивной в диапазоне рН от 6.0 до 7.5. Ка-
талитическая способность фермента в 
свободном и иммобилизованном состоя-
нии заметно снизилась при рН 8.0. При 
рН 9.0 растворимая и иммобилизованная 
на среднемолекулярном и высокомолеку-
лярном хитозанах коллагеназа была пол-
ностью инактивирована (рис. 2). 

Исследования по определению опти-
мальной концентрации субстрата прово-
дились в диапазоне концентраций азока-
зеина от 0.0001 до 1 мМ. Зависимость ка-
талитической активности свободной и 
сорбированной на матрицах среднемоле-
кулярного и высокомолекулярного хито-
занов коллагеназы представлена на рис. 
3. Максимальная скорость реакции у на-
тивного и иммобилизованного на хито-
зане препаратов наблюдалась при кон-
центрации субстрата, равной 0.04 мМ, 
при дальнейшем увеличении концентра-
ции азоказеина до 1 мМ не было выяв-
лено статистически достоверных измене-
ний в скорости ферментативного катализа. 

Одной из главных характеристик фер-
мента является степень его сродства к 
субстрату. Иммобилизация энзима на не-
растворимых носителях, как правило, 
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способствует изменению кинетических 
параметров ферментативного катализа. 
Основываясь на результатах предыдущих 
экспериментов, нами были определены 
кажущиеся значения константы Миха-
элиса и максимальной скорости реакции 
гидролиза азоказеина свободной и адсор-

бированной коллагеназой, которые пред-
ставлены в табл. 1. Иммобилизация кол-
лагеназы на среднемолекулярном и высо-
комолекулярном хитозанах не привела к 
снижению значений V´max и изменению 
степени сродства фермента к субстрату. 

Влияние кислотности среды на про-
цессы агрегации молекул коллагеназы 

  
Рис. 1. Зависимость удельной каталитиче-

ской активности коллагеназы (ед/мг белка) 
от температуры инкубации: 1 – свободная 
коллагеназа, 2 – коллагеназа, адсорбиро-

ванная на среднемолекулярном хитозане, 3 
– коллагеназа, адсорбированная на высоко-

молекулярном хитозане 
Fig. 1. Dependence of specific catalytic 

activity of collagenase (units/mg of protein) 
on the temperature of incubation, where 1 is 

free collagenase, 2 is collagenase adsorbed on 
medium molecular weight chitosan, and 3 is 

collagenase adsorbed on high molecular 
weight chitosan 

Рис. 2. Зависимость удельной каталити-
ческой активности коллагеназы (ед/мг 

белка) от рН среды: 1 – свободная коллаге-
наза, 2 – коллагеназа, адсорбированная на 
среднемолекулярном хитозане, 3 – колла-

геназа, адсорбированная на высокомолеку-
лярном хитозане 

Fig. 2. Dependence of specific catalytic ac-
tivity of collagenase (units/mg of protein) on 
the medium рН, where 1 is free collagenase, 
2 is collagenase adsorbed on medium molec-
ular weight chitosan, and 3 is collagenase ad-

sorbed on high molecular weight chitosan 
 

 
Рис. 3. Зависимость удельной каталитической активности коллагеназы (ед/мг белка) от 

концентрации субстрата, где 1 – свободная коллагеназа, 2 – коллагеназа, адсорбированная 
на среднемолекулярном хитозане, 3 – коллагеназа, адсорбированная на высокомолекуляр-

ном хитозане 
Fig. 3. Dependence of specific catalytic activity of collagenase (units/mg of protein) on the 

substrate concentration, where 1 is free collagenase, 2 is collagenase adsorbed on medium mo-
lecular weight chitosan, and 3 is collagenase adsorbed on high molecular weight chitosan 
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было исследовано в диапазоне значений 
pH 3.0-13.0 методом динамического све-
торассеяния. Нами было выделено 4 раз-
мерных группы (кластера) частиц, при-
сутствующих в исследуемой системе. Ча-
стицы первой группы с радиусом менее 5 
нм, вероятно, соответствуют продуктам 
автолиза коллагеназы, второй группы с 
радиусом 5-10 нм – нативной коллаге-
назе, третьей группы с радиусом 10-40 нм 
– мелким агрегатам, четвертой группы с 
радиусом 80 нм – крупным агрегатам мо-
лекул энзима. Частицы с радиусом 40-80 
нм не были нами детектированы в усло-
виях эксперимента, поэтому мы не стали 
выделять их в отдельную группу. 

Значения размеров частиц коллаге-
назы в зависимости от кислотности среды 
отображены на рис. 4-6. За диаметр на-
тивной коллагеназы принимали диапазон 
между 5 и 10 нм, выбранный на основе 
модели пространственной структуры 
фермента [33]. 

При pH 3.0-5.0 наблюдалось присут-
ствие исключительно крупных агрегатов 
коллагеназы (рис. 4). Так, при значении 
водородного показателя, равного 3.0, 
средний диаметр наблюдаемых частиц 

составил 863.9±130.7 нм, при pH 4.0 – 
478.9±34.2 нм, при 5.0 – 204.3±4.3 нм. 

Мелкие агрегаты наблюдались при 
значениях pH от 6.0 до 13.0 (рис. 5). Мак-
симальное их содержание было выявлено 
при pH 6.0 (58%) со средним размером 
11.2±0.4 нм, затем, при pH 7.0 и 8.0, их 
количество снизилось до 20 и 23% (соот-
ветствующий средний размер – 11.8±1.5 
и 12.9±1.5 нм). При pH 9.0 содержание 
мелких агрегатов вновь возросло до 40% 
(размер частиц составил 13.2±0.6 нм), а 
затем снизилось до 33% при pH 10.0 и 
11.0 (средний размер частиц – 12.3±0.7 и 
13.3±2.5 нм). При pH 12.0 средний размер 
частиц данной группы был максимален и 
составил 13.3±2.5 нм, а всего частиц дан-
ной группы при названном значении pH 
среды зарегистрировано 53%. При pH 
13.0 количество частиц, соответствую-
щих по размеру мелким агрегатам, также 
было равно 53%, и их средний размер со-
ставил 13.3±1.4 нм. Обобщая полученные 
результаты, можно сказать, что процесс 
образования мелких агрегатов (10-40 нм) 
протекает наиболее интенсивно при pH 
6.0, далее количество таких агрегатов 

Таблица 1. Кинетические свойства нативной и иммобилизованной коллагеназы 
Table 1. Kinetic properties of native and immobilized collagenase 

Препарат V´max, мкМ/(мг·мин) K´m, мкмM 
Свободная коллагеназа 1400±80 14.0±0.2 

Коллагеназа + среднемолекулярный 
хитозан 1250±90 11.0±0.3 

Коллагеназа + высокомолекулярный 
хитозан 1400±70 14.0±0.2 

 

 
Рис. 4. Средний размер частиц крупных агрегатов коллагеназы при pH 3.0-5.0 

Fig. 4. Average particle size of large aggregates of collagenase at pH 3.0-5.0 
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снижается при pH 7.0-8.0, а затем вновь 
возрастает при подщелачивании среды. 

Содержание частиц, соответствующих 
размеру нативной коллагеназы, возрас-
тало при pH 6.0-8.0 (с 42%, размер 8.8±0.5 
нм, до 69%, размер 8.4±1.1 нм), затем в 
целом снижалось, достигая минимума 
при значении pH 12.0-24% со средним 
размером частиц 5.7±0.9 нм. Наибольшее 
содержание частиц данной группы выяв-
лено при значениях pH 7.0-8.0. 

Продукты автолиза не были детекти-
рованы при значении pH 6.0. При pH 8.0 
их было зарегистрировано 8% от общего 
количества частиц в системе, а размер со-
ставил 4.19±0.89 нм. При значении pH 9.0 
наблюдался наибольший процент про-
дуктов автолиза (27%, средний размер ча-
стиц – 4.26±0.43 нм). 

В диапазоне значений pH 3.0-5.0 были 
зарегистрированы частицы, соответству-
ющие по размеру крупным агрегатам мо-
лекул коллагеназы, тогда как при pH 7.0-
13.0 наблюдались как процессы агрега-
ции, так и процессы автолиза (рис. 6). 

Таким образом, результаты, получен-
ные методом динамического светорассе-
яния, показывают, что структура коллаге-
назы в растворе наиболее устойчива при 
рН 7.0-8.0, так как именно в данном диа-
пазоне значений выявлено наибольшее 
содержание частиц, соответствующих по 
размеру молекулам нативной коллаге-
назы, и наименьшее содержание ее мел-
ких агрегатов. Кроме того, при pH 8.0 
наблюдалась крайне малая интенсив-
ность процессов автолиза. 

 
Рис. 5. Средний размер частиц мелких агрегатов (1), нативной коллагеназы (2) и про-

дуктов автолиза (3) при pH 6.0-13.0 
Fig. 5. Average particle size of small aggregates (1) of native collagenase (2) and autolysis 

products (3) at pH 6.0-13.0 

 
Рис. 6. Процентное содержание частиц коллагеназы, принадлежащих разным класте-

рам в зависимости от значений pH среды, где 1 – крупные агрегаты, 2 – нативная коллаге-
наза, 3 – мелкие агрегаты, 4 – продукты автолиза 

Fig. 6. Percentage of collagenase particles that belong to different clusters depending on pH 
medium values, where 1 is large aggregates, 2 is native collagenase, 3 is small aggregates, and 4 

is autolysis products 
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Следующая серия экспериментов была 
посвящена изучению термостабильности 
коллагеназы. Проводились исследования 
размеров частиц путем нагревания рас-
твора коллагеназы от 20 до 92°С с шагом 
2°С. Согласно полученным данным, про-
цессы автолиза наблюдались в широком 
диапазоне температур, однако, его интен-
сивность возросла при температурах 70, 
90-92°С, при этом наличие частиц натив-
ного фермента не было зарегистриро-
вано. Кроме того, в области данных тем-
ператур снизилось количество мелких аг-
регатов. Частицы нативной коллагеназы 
были зарегистрированы при температу-
рах 20, 46, 50, 54°С. Процессов автолиза 
не наблюдалось только при 46°С (рис. 7). 

Таким образом, согласно полученным 
нами результатам, оптимальной темпера-
турой, при которой коллагеназа наиболее 

стабильна (отсутствуют процессы авто-
лиза, а агрегация частиц минимальна) 
можно считать 46°С. 

При инкубации коллагеназы при тем-
пературе 90 °С (рис. 8) преобладали про-
цессы образования мелких агрегатов со 
средним размером 33.8±10.6 нм (54%). 
Нативный фермент со средним размером 
частиц 9.0±0.6 нм был зафиксирован 
только в первые 10 минут инкубации. Ко-
личество крупных агрегатов составило 
13% (средний размер частиц 294.7±15.8 
нм). 

Согласно вышеизложенным данным, 
можно предположить, что снижение ак-
тивности коллагеназы при температуре 
90°С вызвано процессами образования 
мелких агрегатов. 

 

 
Рис. 7. Процентное содержание частиц коллагеназы, принадлежащих разным класте-

рам в зависимости от температуры инкубации, где 1 – продукты автолиза, 2 – нативный 
фермент, 3 – мелкие агрегаты, 4 – крупные агрегаты 

Fig. 7. Percentage of collagenase particles that belong to different clusters depending on the 
temperature of incubation where 1 is large aggregates, 2 is native enzyme, 3 is small aggregates, 

and 4 is large aggregates 
 

 
Рис. 8. Процентное содержание частиц разных кластеров при температуре 90°С 

Fig. 8. Percentage of particles of different clusters at the temperature of 90°С 
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Заключение 
Было показано, что для растворимой 

коллагеназы максимальная активность 
наблюдается при 37ºС, для иммобилизо-
ванной коллагеназы на среднемолекуляр-
ном и высокомолекулярном хитозанах – 
при 40ºС. Сорбционная иммобилизация 
биокатализатора на матрице хитозанов с 
молекулярными массами 200 и 350 кДа 
способствовала повышению стабильно-
сти фермента в диапазоне температур 40-
70°С. При 80 и 90°С не были выявлены 
существенные различия в активности 
растворимой и иммобилизованной колла-
геназы. При исследовании зависимости 
протеазной активности фермента от кис-
лотности среды в диапазоне рН от 5.0 до 
9.0 было установлено, что максимум ка-
талитической способности растворимой 
коллагеназы наблюдается при значении 
рН, равном 7.5. Адсорбированный на 

матрице хитозанов энзим оказался высо-
коактивным в диапазоне рН от 6.0 до 7.5. 
Иммобилизация коллагеназы на средне-
молекулярном и высокомолекулярном 
хитозанах не привела к снижению кажу-
щихся значений V´max и изменению сте-
пени сродства фермента к субстрату. 

В ходе изучения размеров частиц кол-
лагеназы методом динамического свето-
рассеяния установлено, что фермент в 
растворе наиболее устойчив при рН 7.0-
8.0. Оптимальной температурой, при ко-
торой структура биокатализатора наибо-
лее стабильна, можно назвать 46°С. 

Конфликт интересов  
Авторы заявляют, что у них нет из-

вестных финансовых конфликтов интере-
сов или личных отношений, которые 
могли бы повлиять на работу, представ-
ленную в этой статье. 
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