
ÎÖÅÍÊÀ ÂÀÑÊÓËÎÃÅÍÍÎÃÎ ÏÎÒÅÍÖÈÀËÀ ÃÈÄÐÎÃÅËÅÉ

ÍÀ ÎÑÍÎÂÅ ÌÎÄÈÔÈÖÈÐÎÂÀÍÍÎÃÎ ÔÈÁÐÈÍÀ

© À. È. Øïè÷êà,1, * À. Â. Êîðîëåâà,2, * À. Äàéâèê,2 Ï. Ñ. Òèìàøåâ,3, 4

Å. Ô. Ñåìåíîâà,1 È. ß. Ìîèñååâà,1 Ì. À. Êîíîïëÿííèêîâ,5 Á. Í. ×è÷êîâ2

1 Êàôåäðà îáùåé è êëèíè÷åñêîé ôàðìàêîëîãèè
Ïåíçåíñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, Ïåíçà, 440026,

2 Ãàííîâåðñêèé ëàçåðíûé öåíòð, Ãàííîâåð, 30419, Ãåðìàíèÿ,
3 ÔÍÈÖ «Êðèñòàëëîãðàôèÿ è ôîòîíèêà», Èíñòèòóò ôîòîííûõ òåõíîëîãèé,

Ìîñêâà, Òðîèöê, 142092,
4 Ïåðâûé Ìîñêîâñêèé ãîñóäàðñòâåííûé ìåäèöèíñêèé óíèâåðñèòåò èì. È. Ì. Ñå÷åíîâà,

Èíñòèòóò ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû, Ìîñêâà, 119991, è
5 Ôåäåðàëüíûé íàó÷íî-êëèíè÷åñêèé öåíòð ñïåöèàëèçèðîâàííûõ âèäîâ ìåäèöèíñêîé ïîìîùè

è ìåäèöèíñêèõ òåõíîëîãèé Ôåäåðàëüíîãî ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêîãî àãåíòñòâà, Ìîñêâà, 115682;
* ýëåêòðîííûå àäðåñà: ana-shpichka@yandex.ru; a.koroleva@lzh.de

À. È. Øïè÷êà è äð.
Îöåíêà âàñêóëîãåííîãî ïîòåíöèàëà ãèäðîãåëåé íà îñíîâå ìîäèôèöèðîâàííîãî ôèáðèíà

Ñîâðåìåííûå ðàçðàáîòêè â îáëàñòè òêàíåâîé èíæåíåðèè ñòàëêèâàþòñÿ ñ ïðîáëåìîé ñîçäàíèÿ êðî-
âåíîñíûõ ñîñóäîâ, êîòîðûå ìîãëè áû îáåñïå÷èâàòü ýôôåêòèâíûé òðàíñïîðò ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ è ðàç-
ëè÷íûõ ìåòàáîëèòîâ. Äëÿ ïðåîäîëåíèÿ óêàçàííîãî îãðàíè÷åíèÿ âåäóòñÿ èññëåäîâàíèÿ ïî ñîçäàíèþ çà-
ñåëåííûõ êëåòêàìè áèîêîíñòðóêòîâ íà îñíîâå ìîäèôèöèðîâàííûõ ïðèðîäíûõ ïîëèìåðîâ, â ÷àñòíîñòè
ÏÝÃèëèðîâàííîãî ôèáðèíà. Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëü ïðîâåäåííîãî èññëåäîâàíèÿ çàêëþ÷àëàñü â âûÿñíåíèè
îïòèìàëüíûõ ñîîòíîøåíèé êîìïîíåíòîâ ãèäðîãåëÿ èç ìîäèôèöèðîâàííîãî ôèáðèíà äëÿ îáåñïå÷åíèÿ
áëàãîïðèÿòíûõ óñëîâèé äëÿ ïðîÿâëåíèÿ âàñêóëîãåííîãî ïîòåíöèàëà ñîâìåñòíîé êóëüòóðû ýíäîòåëèàëü-
íûõ è ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê. Íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ãåëè ÏÝÃèëèðîâàííîãî ôèáðèíà ñïî-
ñîáíû ïîääåðæèâàòü òðåõìåðíûé ðîñò êëåòîê HUVECs è hASCs. Ãèäðîãåëü ñ ìèêðîïîðèñòîé íèò÷àòîé
ñòðóêòóðîé, ïîëó÷åííûé èç ÏÝÃèëèðîâàííîãî 5 : 1 ôèáðèíîãåíà è òðîìáèíà â êîíöåíòðàöèè 0.2 U íà
1 ìã, îáåñïå÷èâàë îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ äëÿ ðàñïðîñòðàíåíèÿ, ðîñòà è ðàçâèòèÿ ñîâìåñòíî êóëüòèâèðóå-
ìûõ êëåòîê îáîèõ òèïîâ, à òàêæå ýêñïðåññèè áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â àíãèîãåíåçå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òêàíåâàÿ èíæåíåðèÿ, ÏÝÃèëèðîâàííûé ôèáðèí, ãèäðîãåëü, âàñêóëîãåíåç,
òðåõìåðíîå ñîâìåñòíîå êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÏÝÃ — ïîëèýòèëåíãëèêîëü, hASCs — ÷åëîâå÷åñêèå ñòâîëîâûå êëåò-
êè æèðîâîé òêàíè, HUVECs — ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè ïóïî÷íîé âåíû ÷åëîâåêà, PEG-NHS —
Î,ÎR-áèñ[2-(N-ñóêöèíèìèäèë-ñóêöèíèëàìèíî)ýòèë]ïîëè(ýòèëåíãëèêîëü).

Ïðîáëåìà ñîçäàíèÿ êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ ïðè ðåêîí-
ñòðóêöèè ìÿãêèõ òêàíåé ÿâëÿåòñÿ ÷ðåçâû÷àéíî àêòóàëü-
íîé, ïîòîìó ÷òî èõ îòñóòñòâèå ìîæåò ñòàòü ïðè÷èíîé ðàç-
âèòèÿ ìíîãî÷èñëåííûõ ïàòîëîãèé è ñóùåñòâåííî îãðà-
íè÷èâàåò ðàçðàáîòêó óñïåøíûõ ìåòîäîâ ëå÷åíèÿ ñ
ïðèìåíåíèåì ìåòîäîâ òêàíåâîé èíæåíåðèè.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìèêðîöèðêóëÿòîðíîé ÷àñòè ñîñóäè-
ñòîãî ðóñëà âíóòðè çàñåëåííûõ êëåòêàìè òðåõìåðíûõ
áèîêîíñòðóêòîâ áûëè èçó÷åíû ðàçëè÷íûå ìàêðîñîåäèíå-
íèÿ è êëåòî÷íûå êóëüòóðû â îòíîøåíèè èõ âàñêóëîãåííî-
ãî ïîòåíöèàëà (Koike et al., 2004; Traktuev et al., 2009;
Merfeld-Clauss et al., 2010; Montano et al., 2010). Èìèòèðî-
âàíèå ýìáðèîíàëüíîé ñðåäû äëÿ ñòèìóëèðîâàíèÿ ïðîöåñ-
ñîâ âàñêóëîãåíåçà ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç íàèáîëåå ðàñïðî-
ñòðàíåííûõ ñòðàòåãèé. Íàïðèìåð, êàê ïîêàçàëè ýêñïåðè-
ìåíòû ïî çàñåëåíèþ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ âíóòðü
òðåõìåðíîãî ýêñòðàöåëëþëÿðíîãî ìàòðèêñà, àíãèîáëàñòû
è ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè â ýòèõ óñëîâèÿõ ñàìî-

îðãàíèçîâûâàëèñü â ìèêðîñîñóäèñòóþ ñåòü è ôîðìèðîâà-
ëè êàïèëëÿðû (Auerbach, Auerbach, 2002).

Îñîáîãî âíèìàíèÿ çàñëóæèâàþò áèîìàòåðèàëû, èç
êîòîðûõ ñîñòîÿò òðåõìåðíûå êîíñòðóêòû. Â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü îíè äîëæíû îòâå÷àòü òðåì ãëàâíûì çàäà÷àì: áûòü
ïîðèñòûìè è îáåñïå÷èâàòü îáìåí âåùåñòâ âî âñåì îáúå-
ìå ìàòåðèàëà, ñîçäàâàòü ìèêðîñðåäó ñ îïòèìàëüíûìè ôè-
çèêî-õèìè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè, îáëàäàòü ó÷àñòêàìè äëÿ
èíòåãðèíçàâèñèìîé àäãåçèè êëåòîê. Íà ïðîòÿæåíèè ïî-
ñëåäíåãî äåñÿòèëåòèÿ ðàñïðîñòðàíåíèå ñðåäè áèîëîãîâ
ïîëó÷èëè ýêñòðàöåëëþëÿðíûå ìàòðèêñû ïðèðîäíîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ êàê îñíîâíîé ìàòåðèàë äëÿ òðåõìåðíîãî cîâ-
ìåñòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê. Ê íèì îòíîñÿòñÿ ãåëè
íà îñíîâå î÷èùåííîãî êîëëàãåíà I òèïà, ôèáðèíà, ðåêîí-
ñòðóèðîâàííûõ áàçàëüíûõ ìåìáðàí, íàïðèìåð Ìàòðèãåëü
(Matrigel®). Ãèäðîãåëè ïîçâîëÿþò ñîçäàòü íåîáõîäèìûå
óñëîâèÿ äëÿ òðåõìåðíîãî ðîñòà êëåòîê çà ñ÷åò íàëè÷èÿ
êàê ñòèìóëèðóþùèõ àäãåçèþ âåùåñòâ, òàê è íàïðàâëåí-
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íîãî ôåíîòèïè÷åñêîãî âûðàâíèâàíèÿ êëåòîê (Auerbach
et al., 2003; Hughes et al., 2010).

Áëàãîäàðÿ ñâîèì óíèêàëüíûì ñâîéñòâàì îäíèì èç
íàèáîëåå ïîäõîäÿùèõ ìàòåðèàëîâ â òêàíåâîé èíæåíåðèè
ñîñóäîâ ÿâëÿåòñÿ ôèáðèí, êîòîðûé îáðàçóåòñÿ â ðåçóëü-
òàòå êàòàëèòè÷åñêîãî ðàñùåïëåíèÿ ôèáðèíîãåíà ïîä äåé-
ñòâèåì òðîìáèíà (Shaikh et al., 2008). Ôèáðèíîãåí îò-
íîñèòñÿ ê ïðîòåèíàì ïëàçìû êðîâè, ïðîìûøëåííîå ïðî-
èçâîäñòâî êîòîðîãî îñíîâàíî ãëàâíûì îáðàçîì íà
èñïîëüçîâàíèè êðîâè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà. Ôèçè÷å-
ñêèå ñâîéñòâà ôèáðèíà ëåãêî ìîãóò áûòü èçìåíåíû ðàç-
íûìè ñïîñîáàìè. Â ÷àñòíîñòè, åãî ïëîòíîñòü ìîæíî ðåãó-
ëèðîâàòü âàðüèðîâàíèåì óðîâíÿ ðÍ, êîíöåíòðàöèé ôèá-
ðèíîãåíà è èîíîâ êàëüöèÿ, ñîîòíîøåíèåì ôèáðèíîãåíà è
òðîìáèíà, äîáàâëåíèåì ôàêòîðà XIII (Rowe et al., 2007).

Îäíàêî êîíñòðóêòû íà îñíîâå ÷èñòûõ êîìïîíåíòîâ
ýêñòðàöåëëþëÿðíîãî ìàòðèêñà èìåþò äâà îñíîâíûõ îãðà-
íè÷åíèÿ: áûñòðàÿ äåãðàäàöèÿ è íåïðîçðà÷íîñòü. Êðîìå
òîãî, íàïðèìåð, Ìàòðèãåëü (Matrigel®) ñîäåðæèò â ñâîåì
ñîñòàâå íåîõàðàêòåðèçîâàííûå è îïóõîëåèíäóöèðóþùèå
ôàêòîðû ðîñòà, êîíöåíòðàöèÿ êîòîðûõ ìîæåò âàðüèðî-
âàòü â ðàçíûõ ïàðòèÿõ ïðîäóêòà (Auerbach et al., 2003;
Hughes et al., 2010). Îäíèì èç ïóòåé ïðåîäîëåíèÿ óêàçàí-
íûõ íåäîñòàòêîâ ñòàëà õèìè÷åñêàÿ ìîäèôèêàöèÿ ïðèðîä-
íûõ ÷èñòûõ ìàêðîñîåäèíåíèé.

ÏÝÃèëèðîâàíèå ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íàèáîëåå ðàñïðî-
ñòðàíåííûõ ñïîñîáîâ, ïðè êîòîðîì ïðîèñõîäèò êîíúþãà-
öèÿ ìîëåêóëû áåëêà è ïîëèýòèëåíãëèêîëÿ (ÏÝÃ). Ðåàêöèÿ
îñóùåñòâëÿåòñÿ çà ñ÷åò âçàèìîäåéñòâèÿ òåðìèíàëüíûõ
ãèäðîêñèëüíûõ ãðóïï ÏÝÃ ñ àìèíîãðóïïàìè ïðîòåèíà,
÷òî ïðèâîäèò ê ïåðåêðåñòíîìó ñøèâàíèþ ìîëåêóë (Bryant
et al., 2003). Ãèäðîãåëè íà îñíîâå íåìîäèôèöèðîâàííîãî
ôèáðèíà ïîäâåðãàþòñÿ äåãðàäàöèè, ñèëüíîìó ðåìîäåëè-
ðîâàíèþ in vitro, ÷òî âåäåò ê ñæàòèþ êîíñòðóêöèè è ïîòå-
ðå â âåñå (Bensaid et al., 2003; Rowe et al., 2007). ÏÝÃèëè-
ðîâàíèå, íàïðèìåð ôèáðèíîãåíà, ïîçâîëÿåò êîíòðîëèðî-
âàòü åãî ôèçè÷åñêèå ñâîéñòâà, ðàñïàä è äàåò âîçìîæíîñòü
äëÿ áîëåå äëèòåëüíîãî òðåõìåðíîãî ìîðôîãåíåçà òêàíåé
â óñëîâèÿõ in vitro.

Â ðàííèõ ðàáîòàõ (Dikovsky et al., 2006; Zhang et al.,
2006, 2010; Galler et al., 2011) áûëà ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü
èñïîëüçîâàíèÿ òðåõìåðíûõ ìàòðèêñîâ íà îñíîâå ÏÝÃè-
ëèðîâàííîãî ôèáðèíà äëÿ èçó÷åíèÿ êëåòî÷íîé ìèãðàöèè,
ïðîëèôåðàöèè, äèôôåðåíöèàöèè è òóáóëîãåíåçà. Â ÷àñò-
íîñòè, áûëè èçó÷åíû ýôôåêòû ôèáðèíà, ìîäèôèöèðî-
âàííîãî ñîãëàñíî ðàçëè÷íûì ïðîòîêîëàì, íà äèôôåðåí-
öèàöèþ ÷åëîâå÷åñêèõ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ïî
âàñêóëÿðíîìó ôåíîòèïó (Zhang et al., 2010). Îäíàêî âîç-
ìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ýòîãî ãèäðîãåëÿ â èíæåíåðèè
ñîñóäîâ òðåáóåò äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ, â ÷àñòíîñòè îò-
íîñèòåëüíî âîçìîæíîñòè åãî ïðèìåíåíèÿ äëÿ äðóãèõ òè-
ïîâ êëåòîê è èõ ñîâìåñòíûõ êóëüòóð. Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëü
ïðîâåäåííîãî èññëåäîâàíèÿ çàêëþ÷àåòñÿ â âûÿñíåíèè
îïòèìàëüíûõ ñîîòíîøåíèé êîìïîíåíòîâ ãèäðîãåëÿ íà
îñíîâå ìîäèôèöèðîâàííîãî ôèáðèíà, îáåñïå÷èâàþùåãî
íàèáîëåå áëàãîïðèÿòíûå óñëîâèÿ äëÿ ïðîÿâëåíèÿ âàñêó-
ëîãåííîãî ïîòåíöèàëà ñîâìåñòíîé êóëüòóðû ýíäîòåëè-
àëüíûõ è ñòâîëîâûõ êëåòîê.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å ð à ñ ò â î ð î â ô è á ð è í î ã å í à è
ò ð î ì á è í à. Ëèîôèëèçèðîâàííûå áû÷üè ôèáðèíîãåí è
òðîìáèí (Sigma-Aldrich, Ãåðìàíèÿ) ðàñòâîðÿëè â ñòåðèëü-

íîì ôîñôàòíîì áóôåðå â êîíöåíòðàöèÿõ 25 ìã/ìë è
100 U/ìë ñîîòâåòñòâåííî. Ïåðåä ïðèìåíåíèåì ðàñòâîðû
ïðîòåèíà è ôåðìåíòà õðàíèëè ïðè –20 °Ñ.

Ï Ý Ã è ë è ð î â à í è å ô è á ð è í î ã å í à. Î,ÎR-áèñ[2-
(N-ñóêöèíèìèäèë-ñóêöèíèëàìèíî)ýòèë]ïîëè(ýòèëåíãëè-
êîëü) (PEG-NHS; Sigma-Aldrich, Ãåðìàíèÿ) áûë èñïîëü-
çîâàí äëÿ ìîäèôèêàöèè ôèáðèíîãåíà. PEG-NHS ðàñòâî-
ðÿëè â ñòåðèëüíîì ôîñôàòíîì áóôåðå â êîíöåíòðàöèè
1.5 ìã/ìë. Ê ðàñòâîðó ôèáðèíîãåíà äîáàâëÿëè ïîëó÷åí-
íûé ðàñòâîð PEG-NHS â ìîëÿðíûõ ñîîòíîøåíèÿõ 10 : 1 è
5 : 1 (PEG-NHS : ôèáðèíîãåí). Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè â òå-
÷åíèå 2 ÷ ïðè 37 °Ñ.

Ê ó ë ü ò ó ð û ê ë å ò î ê. ×åëîâå÷åñêèå ñòâîëîâûå êëåò-
êè (hASCs) âûäåëÿëè èç æèðîâîé òêàíè ïàöèåíòîâ, ïîëó-
÷åííîé ïðè ïëàñòè÷åñêîé îïåðàöèè, ïîñëå âçÿòèÿ èíôîð-
ìèðîâàííîãî ñîãëàñèÿ. Êëåòêè èçîëèðîâàëè ñîãëàñíî
îïóáëèêîâàííîìó ïðîòîêîëó (Gruene et al., 2011). ×åëîâå-
÷åñêèå óìáèëèêàëüíûå ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè (HUVECs)
áûëè ïðèîáðåòåíû â ôèðìå Lonza (Øâåéöàðèÿ). hASCs è
HUVECs êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå EBM-2 (Lonza, Øâåéöà-
ðèÿ) ñ 1 % ôåòàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè è 1 % ïåíèöèëëè-
íà-ñòðåïòîìèöèíà. Â ýêñïåðèìåíòå èñïîëüçîâàëè 4—6-é
ïàññàæè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê è 5—7-é ïàññàæè hASCs.

È í ê à ï ñ ó ë è ð î â à í è å ê ë å ò î ê â ã è ä ð î ã å ë å.
Â 24-ëóíî÷íîì ïëàíøåòå ê 200 ìêë ìîäèôèöèðîâàííîãî
ôèáðèíîãåíà äîáàâëÿëè ñóñïåíçèþ êëåòîê HUVECs è
hASCs (4 : 1) èç ðàñ÷åòà 150 000 êëåòîê íà 100 ìêë ãåëÿ. Èñ-
õîäíûé ðàñòâîð òðîìáèíà ðàçâîäèëè â ñîîòíîøåíèÿõ ôèá-
ðèíîãåíà è òðîìáèíà â ãåëå 1 ìã ê 1 U è 1 ìã ê 0.2 U. Ïîëó-
÷åííûå ðàñòâîðû òðîìáèíà äîáàâëÿëè ê ñìåñè ôèáðèíîãåíà
è ñóñïåíçèè äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñòàáèëüíîãî ãèäðîãåëÿ.

Ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Ñêàíèðóþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðî-
ñêîïèÿ áûëà âûïîëíåíà íà ìèêðîñêîïå Quanta 400F (Fei
Company, ÑØÀ) ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîé äåãèäðàòàöèè
îáðàçöîâ ãèäðîãåëåé ñ ïîìîùüþ ñïèðòîâîãî ðÿäà (30, 50,
70, 90, 95 è 100 % ýòàíîëà) è íàíåñåíèÿ ñëîÿ çîëîòà
100 íì. Ñâåòîâaÿ ìèêðîñêîïèÿ èíêàïñóëèðîâàííûõ â
ãåëå êëåòîê áûëà îñóùåñòâëåíà íà ìèêðîñêîïå Zeiss (Ãåð-
ìàíèÿ) ïðè óâåëè÷åíèÿõ 10, 20 è 32�.

Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ áûëà âûïîëíåíà íà ìèê-
ðîñêîïå Inverted Confocal LSM Zeiss 780 (Zeiss, Ãåðìà-
íèÿ). Ïðåäâàðèòåëüíî HUVECs è hASCs áûëè ïðîìàðêè-
ðîâàíû ñ ïîìîùüþ Vibrant®DiO è Vibrant®Dil (Life
Technologies, Ãåðìàíèÿ) ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-
ïðîèçâîäèòåëÿ. Èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå
áûëî âûïîëíåíî íåïðÿìûì äâóõñòàäèéíûì ìåòîäîì.
Ãåëè áûëè çàôèêñèðîâàíû â òå÷åíèå 1 ÷ 4%-íûì ïàðà-
ôîðìàëüäåãèäîì è ïåðìåàáèëèçîâàíû 1%-íûì Triton
X-100 â ôîñôàòíîì áóôåðå. Äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ íåñïå-
öèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë ãåëè îáðàáàòûâàëè
2%-íûì ðàñòâîðîì àëüáóìèíà èç áû÷üåé ñûâîðîòêè â
ôîñôàòíîì áóôåðå â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè 37 °Ñ. Çàòåì èíêóáè-
ðîâàëè èõ ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè: êðîëè÷üèìè ïîëè-
êëîíàëüíûìè ê PECAM/CD31 (1 : 50) è MMP14 (1 : 500)
(Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ), ìûøèíûìè ìîíîêëîíàëüíû-
ìè ê a-àêòèíó ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòîê (aSMA, 1 : 1000),
ëàìèíèíó (1 : 250) (Sigma-Aldrich, Ãåðìàíèÿ) è êîëëàãåíó
òèïà IV (1 : 50) (Progen, Ãåðìàíèÿ), ðàñòâîðåííûìè â
1%-íîì Triton X-100 â ôîñôàòíîì áóôåðå â òå÷åíèå íî÷è
ïðè 4 °Ñ. Ïîñëå îòìûâêè ãåëè èíêóáèðîâàëè ño âòîðè÷-
íûìè êîçëèíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ
êðîëèêà è ìûøè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ôëóîðîôîðàìè
Alexa Fluor 488 (Dianova, Ãåðìàíèÿ) è Alexa Fluor®555
(Life Technologies, Ãåðìàíèÿ) ñîîòâåòñòâåííî, â òå÷åíèå
1 ÷ ïðè 37 °Ñ. Êëåòî÷íîå ÿäðî îêðàøèâàëè Hoechst 33342.

786 À. È. Øïè÷êà è äð.



Çàòåì ãåëè îòìûâàëè 3 ðàçà è äî ìèêðîñêîïèè õðàíèëè â
ôîñôàòíîì áóôåðå.

Â å ñ ò å ð í - á ë î ò ò è í ã. Ïðîòåèíû áûëè âûäåëåíû èç
êëåòîê, êóëüòèâèðóåìûõ â ôîðìå ìîíîñëîÿ è â ãåëå, c ïî-
ìîùüþ ëåäÿíîãî RIPA ëèòè÷åñêîãî áóôåðà (25 ìÌ
Tris-HCl, pH 7.6, 150 ìÌ NaCl, 1 % Nonidet P-40, 0.1 %
ëàóðèëñóëüôàòà íàòðèÿ è 1 % äåîêñèõîëàòà íàòðèÿ) è
óëüòðàçâóêà. Îáùåå ñîäåðæàíèå áåëêîâ â ïîëó÷èâøåìñÿ
ëèçàòå îïðåäåëÿëè èçìåðåíèåì áèöèíõîíèíîâîé êèñëîòû
(Roth, Ãåðìàíèÿ). Íà 10%-íûé ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü
ïîìåùàëè ýêâèâàëåíòíûå êîëè÷åñòâà îáùåãî áåëêà
(10 ìêã), êîòîðûå ðàçäåëÿëè ìåòîäîì SDS-PAGE. Ïîñëå
ýëåêòðîôîðåçà ïðîòåèíû ïåðåíîñèëè íà ïîëèâèíèëèäå-
íîâóþ ìåìáðàíó (Roth, Ãåðìàíèÿ) ïîëóñóõèì áëîòòèíãîì.
Ìåìáðàíó îáðàáàòûâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ 1� Roti® Block
(Roth, Ãåðìàíèÿ) ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Çàòåì íà
íåå íàíîñèëè êðîëè÷üè àíòèòåëà MT1-MMP ê ÷åëîâå÷å-
ñêèì àíòèòåëàì (1 : 1000; Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ) è âû-
äåðæèâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ. Ïîñëå ïðîìûâàíèÿ
ìåìáðàíó èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå ñî âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàí-
íûìè ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà. Äåòåêòèðîâàíèå âòîðè÷íûõ
àíòèòåë ïðîèçâîäèëè ïî óâåëè÷åíèþ õåìèëþìèíåñöåí-
öèè ñ ïîìîùüþ ñóáñòðàòà Pierce ECL (Thermo FisherSci-
entific, Ãåðìàíèÿ). Èíòåíñèâíîñòü ïîëîñ â ñêàíèðîâàííîì
ìàòåðèàëå àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì äåíñèòîìåòðèè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Image J (Natio-
nal Institutes of Health, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Ïðè ÏÝÃèëèðîâàíèè íåçàâèñèìî îò ìîëÿðíîãî îòíî-
øåíèÿ ïîëó÷àåìûé ãèäðîãåëü èç ìîäèôèöèðîâàííîãî
ôèáðèíà îòëè÷àëñÿ ïðîçðà÷íîñòüþ ïî ñðàâíåíèþ ñ ÷èñ-
òûì ôèáðèíîâûì ãåëåì (ðèñ. 1).

Ïðè ïðîâåäåíèè ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèê-
ðîñêîïèè áûëè âûÿâëåíû ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ â ìîð-
ôîëîãèè íèòåé ðàçëè÷íûõ ãåëåé íà îñíîâå ÏÝÃèëèðî-
âàííîãî ôèáðèíà (ðèñ. 2). Â ñðàâíåíèè ñ ìàòðèêñîì èç
íåìîäèôèöèðîâàííîãî ôèáðèíà ñòðóêòóðà âñåõ ÏÝÃèëè-
ðîâàííûõ ãèäðîãåëåé ïðè äîáàâëåíèè PEG-NHS ïðåòåð-
ïåâàåò ñèëüíûå èçìåíåíèÿ. Ñòåïåíü ÏÝÃèëèðîâàíèÿ, òàê
æå êàê è êîíöåíòðàöèÿ òðîìáèíà, èñïîëüçóåìàÿ äëÿ ïîëó-
÷åíèÿ ãåëåé, âëèÿëè íà ïëîòíîñòü ïðîòåèíîâîãî ãèäðîãå-
ëÿ. Ãåëè, ïðèãîòîâëåííûå èç ÏÝÃèëèðîâàííîãî â ñîîòíî-
øåíèè 10 : 1 ôèáðèíîãåíà, â ñëó÷àå îáåèõ êîíöåíòðàöèé
òðîìáèíà (1 ìã ê 1 U è 1 ìã ê 0.2 U) èìåëè î÷åíü ïëîòíî
óïàêîâàííóþ íèò÷àòóþ ñòðóêòóðó áåç ïîð. ÏÝÃèëèðîâà-
íèå 5 : 1 ïðèâåëî ê ôîðìèðîâàíèþ áîëåå ðûõëîé ñåòè ñ
íåîäíîðîäíûì ðàñïðåäåëåíèåì ïîð ðàçíûõ ðàçìåðîâ.
Ãåëü, ïðèãîòîâëåííûé èç ÏÝÃèëèðîâàííîãî 5 : 1 ôèáðè-
íà ñ ñîîòíîøåíèåì ïðîòåèíà è òðîìáèíà 1 ìã : 1 U, èìåë
áîëåå ìèêðîïîðèñòóþ ñòðóêòóðó ñ âíóòðåííåé íèò÷àòîé
ñåòüþ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ìèêðîñêîïèè îáúÿñíÿþò
íàøè íàáëþäåíèÿ ïîâåäåíèÿ êëåòîê âíóòðè ãèäðîãåëÿ,
ïðè êîòîðûõ ðîñò HUVECs è hASCs áûë èíãèáèðîâàí

Îöåíêà âàñêóëîãåííîãî ïîòåíöèàëà ãèäðîãåëåé íà îñíîâå ìîäèôèöèðîâàííîãî ôèáðèíà 787

Ðèñ. 1. Âíåøíèé âèä ãèäðîãåëåé íà îñíîâå íåìîäèôèöèðîâàí-
íîãî (ñëåâà) è ÏÝÃèëèðîâàííîãî (ñïðàâà) ôèáðèíà.

Ðèñ. 2. Ìèêðîñòðóêòóðà ãåëåé íà îñíîâå íåìîäèôèöèðîâàííîãî è ÏÝÃèëèðîâàííîãî 10 : 1 è 5 : 1 ôèáðèíà ñ äîáàâëåíèåì òðîìáè-
íà â êîíöåíòðàöèÿõ 1 U è 0.2 U íà 1 ìã ïðîòåèíà.

Ò — òðîìáèí, Ô — ôèáðèíîãåí. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 1 ìêì.
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Ðèñ. 3. Ñîâìåñòíàÿ êóëüòóðà HUVECs è hASCs, èíêàïñóëèðîâàííàÿ â ãèäðîãåëå íà îñíîâå ìîäèôèöèðîâàííîãî ôèáðèíà ÷åðåç
7 è 14 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ. Ò — òðîìáèí, Ô — ôèáðèíîãåí, ñòðåëêè — êëåòî÷íûå îòðîñòêè, ïóíêòèðíûå ñòðåëêè — êëåòêè îêðóãëîé ôîðìû. Ìàñøòàá-
íûå îòðåçêè — 100 ìêì.

Ðèñ. 4. Ýêñïðåññèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ (ãëàäêîìûøå÷íûé a-àêòèí) è âíåêëåòî÷íûõ ìåìáðàííî-ñâÿçàííûõ (êîëëàãåí IV òèïà, ëàìè-
íèí è CD31) áåëêîâ â ìîíîêóëüòóðàõ HUVECs è hASCs è èõ ñîâìåñòíîé êóëüòóðå âíóòðè ÏÝÃèëèðîâàííûõ ôèáðèíîâûõ ãèäðî-

ãåëåé.

Íåïðÿìîå èììóíîôëóîðåñöåíòíîå ìå÷åíèå. ßäðà îêðàøåíû Hoechst 33342 (ñèíÿÿ ôëóîðåñöåíöèÿ). Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 100 ìêì.



ñèëüíî ìîäèôèöèðîâàííûìè ôèáðèíîâûìè ãåëÿìè è óâå-
ëè÷åííûìè êîíöåíòðàöèÿìè òðîìáèíà.

Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ ãåëÿ íà îñíîâå ÏÝÃèëèðîâàííî-
ãî ôèáðèíà íà ïîâåäåíèå êëåòîê â óñëîâèÿõ in vitro â íåãî
áûëè èíêàïñóëèðîâàíû HUVECs è hASCs (ðèñ. 3). Íà-
áëþäåíèå ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 14 ñóò. Ãåëè ñ ïîâûøåí-
íîé ïëîòíîñòüþ, ïðèãîòîâëåííûå èç ÏÝÃèëèðîâàííîãî
10 : 1 ôèáðèíîãåíà è ñ ñîîòíîøåíèÿìè ïðîòåèíà è òðîì-
áèíà 1 : 1 è 1 : 0.2, íå îáåñïå÷èâàëè òðåõìåðíîãî ðîñòà
êëåòîê. HUVECs è hASCs, êóëüòèâèðóåìûå âíóòðè òà-
êèõ ãåëåé, íå ìîãëè â äîñòàòî÷íîé ìåðå ðàñïëàñòàòüñÿ,
êëåòêè èìåëè ñôåðè÷åñêóþ ôîðìó è ïðàêòè÷åñêè íå ôîð-
ìèðîâàëè îòðîñòêîâ. Ãåëü, ïðèãîòîâëåííûé èç ÏÝÃèëè-
ðîâàííîãî 5 : 1 ôèáðèíîãåíà è ñ ñîîòíîøåíèåì ïðîòåèíà
è òðîìáèíà 1 : 1, ÷àñòè÷íî îáåñïå÷èâàë ðàñïëàñòûâàíèå è
ðàçðàñòàíèå hASCs, íî íå ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê. Â îò-
ëè÷èå îò íèõ ãåëü, ïîëó÷åííûé èç ÏÝÃèëèðîâàííîãî 5 : 1
ôèáðèíîãåíà è ñ ñîîòíîøåíèåì ïðîòåèíà è òðîìáèíà 1 :
0.2, îáåñïå÷èâàë ðîñò è ðàñïëàñòûâàíèå HUVECs è
hASCs ñ ôîðìèðîâàíèåì îòðîñòêîâ è ìåæêëåòî÷íûõ êîí-
òàêòîâ.

Â ìîíîêóëüòóðå hASCs, êóëüòèâèðóåìîé âíóòðè ãèä-
ðîãåëÿ íà îñíîâå ìîäèôèöèðîâàííîãî ôèáðèíà, íå áûëî
îáíàðóæåíî çíà÷èòåëüíîé ýêñïðåññèè êîëëàãåíà IV òèïà,
íî â íåáîëüøîì êîëè÷åñòâå îòìå÷åíî åãî ïðèñóòñòâèå â
ìîíîêóëüòóðå HUVECs (ðèñ. 4). Ýêñïðåññèÿ ýòîãî ïðîòå-
èíà HUVECs çíà÷èòåëüíî óñèëèâàëàñü â ñîâìåñòíîé
êóëüòóðå, îñîáåííî â ìåñòàõ êîíòàêòà ñ hASCs (ðèñ. 4).
Îäèíî÷íàÿ êóëüòóðà hASCs â ôèáðèíîâîì ãèäðîãåëå
ïîêàçàëà äîñòàòî÷íî íèçêóþ ýêñïðåññèþ ãëàäêîìûøå÷-
íîãî a-àêòèíà, êîòîðûé èìåë äèôôóçíîå ðàñïðîñòðàíå-
íèå âíóòðè ãåëÿ è íå ôîðìèðîâàë ôèáðèëëÿðíûõ ñòðóê-

òóð (ðèñ. 4). Îäíàêî â ñîâìåñòíîé êóëüòóðå áûëè îòìå-
÷åíû çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè ãëàäêîìûøå÷-
íîãî a-àêòèíà è ôîðìèðîâàíèå åãî ôèáðèëë â hASCs
ïðè ïðÿìîì êîíòàêòå èëè áëèçêîì ðàñïîëîæåíèè ê
HUVECs (ðèñ. 4). Êðîìå òîãî, â ñîâìåñòíîé êóëüòóðå
HUVECs è hASCs áûë îáíàðóæåí ëàìèíèí, êîòîðûé ïðè
íàêîïëåíèè âûÿâëÿëñÿ ïî âñåìó îáúåìó ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòîê.

Âëèÿíèå ÏÝÃèëèðîâàííûõ ôèáðèíîâûõ ãèäðîãåëåé
íà ýêñïðåññèþ ìåòàëëîïðîòåèíàçû ìàòðèêñà ÌÒ1 áûëî
èçó÷åíî êàê â ìîíîêóëüòóðàõ HUVECs è hASCs, òàê è â
èõ ñîâìåñòíîé êóëüòóðå (ðèñ. 5). Ñîãëàñíî ëèòåðàòóðíûì
äàííûì, ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè ñïîñîáíû ñèíòåçèðîâàòü
òàêèå ìåòàëëîïðîòåèíàçû ìàòðèêñà, êàê MMP-2, MMP-9,
MMP-19, MT1-ÌÌÐ è MP3-ÌÌÐ, êîòîðûå ó÷àñòâóþò â
ðåãóëÿöèè àíãèîãåíåçà (Lafleur et al., 2002; Taraboletti
et al., 2002). Ìàòðèêñíàÿ ìåòàëëîïðîòåèíàçà I òèïà
(MT1-ÌÌÐ) ó÷àñòâóåò â ðàçâèòèè îòðîñòêîâ ó ýíäîòåëè-
àëüíûõ êëåòîê è íåîáõîäèìà äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ êàïèëëÿ-
ðîâ (Lafleur et al., 2002; Taraboletti et al., 2002). Ýêñïðåñ-
ñèÿ MT1-ÌÌÐ â ìîíîêóëüòóðàõ HUVECs è hASCs, êóëü-
òèâèðóåìûõ âíóòðè ÏÝÃèëèðîâàííîãî ôèáðèíîâîãî
ãèäðîãåëÿ, áûëà çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì â èõ ñîâìåñòíîé
êóëüòóðå. Íàèáîëåå ÿðêàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ áûëà îòìå÷åíà
â ãåëå, ñîäåðæàùåì îáà òèïà êëåòîê (ðèñ. 5). Âåñ-
òåðí-áëîò-àíàëèç MT1-ÌÌÐ ïîêàçàë, ÷òî ÷åðåç 4 ÷ ïîñëå
èíîêóëèðîâàíèÿ êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå â ãèäðîãåëÿõ,
îáëàäàëè áîëåå âûñîêîé àêòèâíîñòüþ â îòíîøåíèè ñèí-
òåçà ýòîãî ôåðìåíòà ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòî÷íûì ìîíîñëî-
åì. Óðîâåíü ýêñïðåñèè MT1-ÌÌÐ â òðåõìåðíîé êóëüòó-
ðå, âûðàùåííîé â ÏÝÃèëèðîâàííîì ôèáðèíîâîì ãåëå,
çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàëñÿ íà÷èíàÿ ñ 6-õ ñóò (ðèñ. 5).

Îöåíêà âàñêóëîãåííîãî ïîòåíöèàëà ãèäðîãåëåé íà îñíîâå ìîäèôèöèðîâàííîãî ôèáðèíà 789

Ðèñ. 5. Ýêñïðåññèÿ ìåòàëëîïðîòåèíàçû MT1-ÌÌÐ HUVECs è hASCs, èíêàïñóëèðîâàííûìè â ÏÝÃèëèðîâàííîì ôèáðèíîâîì ãèä-
ðîãåëå.

I — èììóíîôëóîðåñöåíòíîå âûÿâëåíèå ìåòàëëîïðîòåèíàçû MT1-ÌÌÐ (çåëåíàÿ è êðàñíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ) â òðåõìåðíûõ ìîíîêóëüòóðàõ HUVECs è
hASCs è â èõ ñîâìåñòíîé êóëüòóðå. ßäðà îêðàøåíû Hoechst 33342 (ñèíÿÿ ôëóîðåñöåíöèÿ). Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 100 ìêì. II — Âåñòåðí-áëîò-àíà-
ëèç ýêñïðåññèè MT1-ÌÌÐ (66 êÄà) â êóëüòóðàõ HUVECs è hASCs â óñëîâèÿõ ìîíîñëîéíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ (1, 4, 7, 10) è â òðåõìåðíûõ ãèäðîãåëÿõ

íà îñíîâå ìîäèôèöèðîâàííîãî (2, 5, 8, 11) è íåìîäèôèöèðîâàííîãî (3, 6, 9, 12) ôèáðèíà.



Îáñóæäåíèå

Â ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòå èçó÷åíû êëþ÷åâûå ïàðà-
ìåòðû ïîëó÷åíèÿ ãèäðîãåëÿ íà îñíîâå ìîäèôèöèðîâàí-
íîãî ôèáðèíà, îáóñëîâëèâàþùèå ôîðìèðîâàíèå îïðåäå-
ëåííîé ìèêðîñðåäû, êîòîðàÿ ñïîñîáñòâóåò ïðîÿâëåíèþ
âàñêóëîãåííîãî ïîòåíöèàëà ýíäîòåëèàëüíûõ è ñòâîëîâûõ
êëåòîê. Â ãåëå, ïîäîáíîì ýêñòðàöåëëþëÿðíîìó êëåòî÷íî-
ìó ìàòðèêñó, íà ôîðìó êëåòîê è öèòîñêåëåòà âëèÿþò òà-
êèå ñòðóêòóðíûå îñîáåííîñòè ãèäðîãåëÿ, êàê ðàçìåð íè-
òåé, èõ âçàèìîñâÿçü, ïëîòíîñòü è ìîëÿðíîå ñîîòíîøåíèå
ïðè ÏÝÃèëèðîâàíèè. Ìåõàíè÷åñêèå âçàèìîäåéñòâèÿ
ìåæäó êëåòêàìè è èõ îêðóæåíèåì îáåñïå÷èâàþò âàæíûé
íàáîð ñèãíàëîâ, êîòîðûå êîíòðîëèðóþò ôîðìó êëåòîê è èõ
ôóíêöèþ (Hoffman et al., 2011). Ïðåäñòàâëåííîå ðàçíîîá-
ðàçèå ñòðóêòóð êîìïîíåíòîâ ýêñòðàöåëëþëÿðíîé ñðåäû äå-
ëàåò íåóäèâèòåëüíûì ôàêò òîãî, ÷òî êëåòî÷íàÿ àäãåçèÿ â
òðåõìåðíîì ïðîñòðàíñòâå ñèëüíî ðàçëè÷àåòñÿ (Bensaid
et al., 2003; Bryant et al., 2003; Dikovski et al., 2006; Hughes
et al., 2010). Ïðîöåäóðà ÏÝÃèëèðîâíèÿ áûëà ïðèìåíåíà ñ
öåëüþ êîíòðîëÿ ñòàáèëüíîñòè ãåëåé íà îñíîâå ôèáðèíà
ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê in vitro. Ïðè âû-
áîðå îïòèìàëüíûõ ïàðàìåòðîâ îñóùåñòâëåíèÿ êîâàëåíòíî-
ãî ñâÿçûâàíèÿ ÏÝÃ ñ ïðîòåèíîâîé ìîëåêóëîé âîçìîæíî
ñîõðàíåíèå ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ñèíòåçèðîâàííûõ
êîíúþãàòîâ, íàïðèìåð, ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè èëè
ðàñïîçíàâàíèÿ ðåöåïòîðîâ (Veronese, 2001).

ÏÝÃèëèðîâàíèå ôèáðèíîãåíà PEG-NHS íå âëèÿëî íà
åãî ñïîñîáíîñòü ïîäâåðãàòüñÿ ôåðìåíòàòèâíîìó ïåðåêðå-
ñòíîìó ñøèâàíèþ â ðåçóëüòàòå ðåàêöèè ñ òðîìáèíîì.
ÏÝÃèëèðîâàííûé ôèáðèí ñ ðàçíûìè ìîëÿðíûìè ñîîò-
íîøåíèÿìè áûë èñïîëüçîâàí äëÿ èíêàïñóëèðîâàíèÿ
HUVECs è hASCs ñ öåëüþ îöåíêè îïòèìàëüíîãî ñîñòàâà
ãåëÿ äëÿ êëåòî÷íîãî ðîñòà. Íà îñíîâàíèè èìåþùèõñÿ â
ëèòåðàòóðå äàííûõ (Zhang et al., 2006; Galler et al., 2011)
äëÿ ìîäèôèêàöèè ôèáðèíîãåíà áûëè âûáðàíû ñîîòíîøå-
íèÿ 10 : 1 è 5 : 1. Â îòëè÷èå îò ÷èñòîãî ôèáðèíà ãåëè ÏÝ-
Ãèëèðîâàííîãî ôèáðèíà îñòàþòñÿ ïîëíîñòüþ ïðîçðà÷íû-
ìè ïîñëå ñøèâàíèÿ ñ òðîìáèíîì, ÷òî ïðåäñòàâëÿåò ôèçè-
êî-îïòè÷åñêîå ïðåèìóùåñòâî (ðèñ. 1) è äåëàåò
âîçìîæíûì ìèêðîñêîïè÷åñêèé àíàëèç êëåòîê, êóëüòèâè-
ðóåìûõ âíóòðè ôèáðèíîâîãî ãèäðîãåëÿ.

Èçìåíåíèå ïëîòíîñòè ãèäðîãåëÿ èç ÏÝÃèëèðîâàííî-
ãî ôèáðèíà ìîæåò ñîîòíîñèòüñÿ ñ ïîâåäåíèåì êëåòîê
âíóòðè åãî. Ôèáðèëëÿðíàÿ ïðèðîäà ôèáðèíà ïîçâîëÿåò
êîððåêòèðîâàòü êëåòî÷íóþ àäãåçèþ è îñóùåñòâëÿòü ìåõà-
íè÷åñêóþ ïåðåäà÷ó ñèãíàëîâ. Íàíîðàçìåðíûé õàðàêòåð
íèòåé ïîëèìåðà ÿâëÿåòñÿ âàæíûì ñâîéñòâîì, áëàãîäàðÿ
êîòîðîìó ìèêðîñðåäà ìîæåò âëèÿòü íà ôóíêöèþ êëåòîê.
HUVECs è hASCs, êóëüòèâèðóåìûå â ãåëå èç ÷èñòîãî, íå-
ìîäèôèöèðîâàííîãî ôèáðèíà, ìîãëè îòíîñèòåëüíî áûñò-
ðî óäëèíÿòüñÿ è óñòàíàâëèâàòü ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû,
ïðè ýòîì ïðîäîëæàÿ ïðîëèôåðèðîâàòü, ìèãðèðîâàòü è
ðàçðóøàòü ôèáðèíîâûé ìàòðèêñ. Îäíàêî áûëî âûÿâëåíî,
÷òî ôèáðèí, ÏÝÃèëèðîâàííûé â ñîîòíîøåíèè 10 : 1, íå
ìîã îáåñïå÷èòü òðåõìåðíûé ðîñò èçó÷àåìîé ñîâìåñòíîé
êóëüòóðû. Ñîãëàñíî äàííûì ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé
ìèêðîñêîïèè (ðèñ. 2), ãåëü íà îñíîâå ÏÝÃèëèðîâàííîãî
10 : 1 ôèáðèíà èìååò î÷åíü ïëîòíî óïàêîâàííóþ ñòðóêòó-
ðó, êîòîðàÿ, âåðîÿòíî, èíãèáèðóåò ïðîñòðàíñòâåííîå ðàñ-
ïðîñòðàíåíèå, ðîñò è ìèãðàöèþ êëåòîê. Â ãåëå èç ôèáðè-
íà, ÏÝÃèëèðîâàííîãî â ñîîòíîøåíèè 5 : 1 è ïðèãîòîâ-
ëåííîãî ñ 1 U òðîìáèíà íà 1 ìã ïðîòåèíà, ïðîèñõîäèëî
íåçíà÷èòåëüíîå ðàñïðîñòðàíåíèå HUVECs è hASCs.
Äàëüíåéøåå ñíèæåíèå êîíöåíòðàöèè òðîìáèíà ïðèâîäè-

ëî ê ìåíüøåé ïëîòíîñòè ãåëåé, êîòîðûå ìîãëè îáåñïå-
÷èòü òðåõìåðíûé ðîñò ýíäîòåëèàëüíûõ è ñòâîëîâûõ
êëåòîê.

Ãåëü íà îñíîâå ôèáðèíà ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç áàðüåðîâ,
êîòîðûé äîëæíû ïðåîäîëåòü àíãèîãåííûå ýíäîòåëèàëü-
íûå êëåòêè ïðè ôîðìèðîâàíèè êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ. Èí-
âàçèÿ è òóáóëîãåíåç ïðîèñõîäÿò òîëüêî ïðè ýêñïðåññèè
ïîëíîé ìåìáðàíî-ñâÿçàííîé ôîðìû ìàòðèêñíîé ìåòàëëî-
ïðîòåèíàçû I òèïà (MT1-MPP) (Chun et al., 2004). Íåäàâ-
íî îïóáëèêîâàííûå èññëåäîâàíèÿ âûÿâèëè êîìáèíàòîð-
íóþ ïðîòåîëèòè÷åñêóþ ïðîãðàììó MT1-MPP, êîòîðàÿ
ðåãóëèðóåò â ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ õåìîòàêñèñ, ïîä-
âèæíîñòü, àäãåçèþ, ÷òî è ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûìè ôàêòîðàìè
ïðè àíãèîãåíåçå (Koziol et al., 2012). Àêòèâíûé ïåðèöåë-
ëþëÿðíûé ôèáðèíîëèçèí MT1-MPP äàåò âîçìîæíîñòü
ýíäîòåëèàëüíûì êëåòêàì ïðîíèêàòü è ðàñïðîñòðàíÿòüñÿ
âíóòðè ôèáðèíîâîãî ãèäðîãåëÿ è ôîðìèðîâàòü òóáóëÿð-
íûå ñòðóêòóðû. Â ïðîâåäåííîì èññëåäîâàíèè â ãèäðîãåëå
íà îñíîâå ìîäèôèöèðîâàííîãî ôèáðèíà âûñîêèé óðîâåíü
ýêñïðåññèè MT1-MPP áûë îòìå÷åí â ñîâìåñòíîé êóëüòó-
ðå HUVECs è hASCs, íî íå â èõ ìîíîêóëüòóðàõ. Äàííîå
íàáëþäåíèå äîïîëíèòåëüíî ïîäòâåðæäàåò çàâèñèìîñòü
ïðîöåññà êëåòî÷íî-îïîñðåäîâàííîãî âàñêóëîãåíåçà îò ñî-
âìåñòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ñî ñòðîìàëüíûìè êëåòêàìè
(hASCs).

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñîâìåñòíûå êóëüòóðû
hASCs è ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê (â ñîîòíîøåíèÿõ 1 : 3 è
1 : 7) ïðè äâóõìåðíîì è òðåõìåðíîì êóëüòèâèðîâàíèè â
Ìàòðèãåëå (Matrigel®) îáðàçîâûâàëè ñòàáèëüíóþ ñîñóäè-
ñòóþ ñåòü, ãäå âíóòðåííèå ñëîè áûëè ñôîðìèðîâàíû ýí-
äîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè, à âíåøíèå — hASCs. Ýòî ÿâëå-
íèå áûëî ñâÿçàíî ñ óâåëè÷åíèåì ýêñïðåññèè òàêèõ áåëêîâ
ýêñòðàöåëëþëÿðíîãî ìàòðèêñà, êàê ëàìèíèí, êîëëàãåí
IV òèïà è ãëàäêîìûøå÷íûé a-àêòèí (Koike et al., 2004;
Montano et al., 2010). Â íàøåì èññëåäîâàíèè áûëè èñ-
ïîëüçîâàíû hASCs è HUVECs â ñîîòíîøåíèè 1 : 4 ñîîò-
âåòñòâåííî äëÿ èíêàïñóëèðîâàíèÿ â ãèäðîãåëå íà îñíîâå
ÏÝÃèëèðîâàííîãî ôèáðèíà. Áûëî ïîäòâåðæäåíî, ÷òî
çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè êîëëàãåíà IV òèïà,
ëàìèíèíà è ãëàäêîìûøå÷íîãî a-àêòèíà ñâÿçàíî ñ ñîâìå-
ñòíûì êóëüòèâèðîâàíèåì èçó÷àåìûõ òèïîâ êëåòîê â ãèä-
ðîãåëå íà îñíîâå ÏÝÃèëèðîâàííîãî ôèáðèíà (ðèñ. 4).

Òàêèì îáðàçîì, ïðîâåäåííîå èññëåäîâàíèå ïîêàçàëî,
÷òî ãèäðîãåëè íà îñíîâå ÏÝÃèëèðîâàííîãî ôèáðèíà ñïî-
ñîáíû ïîääåðæèâàòü òðåõìåðíûé ðîñò ñîâìåñòíîé êóëü-
òóðû HUVECs è hASCs. Ãåëü ñ ìèêðîïîðèñòîé íèò÷àòîé
ñòðóêòóðîé, ïîëó÷åííûé èç ÏÝÃèëèðîâàííîãî 5 : 1 ôèá-
ðèíîãåíà è òðîìáèíà â êîíöåíòðàöèè 0.2 U íà 1 ìã ïðî-
òåèíà, îáåñïå÷èâàë íàèáîëåå áëàãîïðèÿòíûå óñëîâèÿ
ìèêðîñðåäû äëÿ ðàñïðîñòðàíåíèÿ, ðîñòà è ðàçâèòèÿ ñî-
âìåñòíî êóëüòèâèðóåìûõ hASCs è HUVECs, à òàêæå ýêñ-
ïðåññèè èìè áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â àíãèîãåíåçå. Ðåçóëü-
òàòû äàííîãî èññëåäîâàíèÿ ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â
ðàçðàáîòêå ìèêðîôëþèäíûõ òðåõìåðíûõ êîíñòðóêòîâ,
çàñåëåííûõ êëåòêàìè, ñ öåëüþ èõ äàëüíåéøåãî ïðèìåíå-
íèÿ â òêàíåâîé èíæåíåðèè è äèàãíîñòè÷åñêèõ ñèñòåìàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû DAAD è Ìèíèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ
«Ìèõàèë Ëîìîíîñîâ» (ïðîåêò ÍÌ 3738; èíêàïñóëèðîâà-
íèå êëåòîê è èçó÷åíèå èõ ìîðôîëîãèè â òðåõìåðíîé
êóëüòóðå, êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ, Âåñòåðí-áëîòòèíã)
è Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 16-15-10432; ðàç-
ðàáîòêà ïðîòîêîëà ìîäèôèêàöèè ôèáðèíîãåíà, ñêàíèðó-
þùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ).

790 À. È. Øïè÷êà è äð.
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EVALUATION OF VASCULOGENIC POTENTIAL OF MODIFIED FIBRIN HYDROGEL
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In recent years, engineering of blood vessels, which can provide the effective transport of nutrients and va-
rious metabolites, is one of the major challenges in tissue reconstruction. Many researches are carried out to de-
velop cell-seeded bioconstructs based on natural polymers, particularly on PEGylated fibrin. Therefore, the aim
of this study was to reveal the optimal component ratio for modified fibrin hydrogels in order to provide favo-
rable conditions for vascular development of endothelial and mesenchymal stem cell co-culture. It has been
found out that the PEGylated fibrin hydrogels can support 3D cell growth in HUVECs and hASCs co-culture.
The microporous filamentous hydrogel prepared from PEGylated 5 : 1 fibrinogen and using the 1 : 0.2 protein
to thrombin ratio had the most favorable microenvironment for cell distribution, growth and development in the
studied co-culture that resulted in high levels of expression of proteins required for angiogenesis.

K e y w o r d s: tissue engineering, PEGylated fibrin, hydrogel, vasculogenesis, 3D cell co-cultivation.
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