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Катионные полимеры представляют собой положительно заряженные высокомолекулярные соединения,
в состав которых входят N-содержащие функциональные группы, такие как первичные, вторичные и тре-
тичные аминогруппы, четвертичные аммонийные группы и др. В настоящей работе изучено действие син-
тетического поликатиона поли-2-диметиламиноэтилметакрилата (ПДМАЭМ) на биологическую актив-
ность фибробластов китайского хомячка и эритроцитов человека. На культуре фибробластов проведен
анализ воздействия поликатиона на клеточную адгезию. В качестве субстрата использовали культураль-
ный пластик, обработанный или необработанный поликатионом. Адсорбция поликатиона на полистиро-
ловой поверхности не приводила к изменению адгезивной способности фибробластов. Предварительная
обработка фибробластов ПДМАЭМ в малых концентрациях (0.1 и 1 мкг/мл) не влияла на адгезионные
свойства клеток, посеянных на необработанный пластик. При концентрациях 10 и 100 мкг/мл ПДМАЭМ
ингибировал прикрепление фибробластов к этому субстрату. Установлена связь между подавлением кле-
точной адгезии под влиянием полимера и его токсическим действием на жизнеспособность фибробла-
стов. Обработка эритроцитов человека поликатионом при концентрациях 10 и 100 мкг/мл приводила к по-
вреждению клеток и выделению гемоглобина из эритроцитов. При малых дозах поликатион практически
не оказывал влияния на процессы гемолиза эритроцитов. Показано, что ПДМАЭМ вызывал морфологи-
ческие изменения эритроцитов и их агрегацию. Токсический эффект поликатиона в отношении эритро-
цитов человека в целом совпадал с таковым для фибробластов животных. Обсуждаются возможные кле-
точные мишени, на которые может воздействовать изученный поликатион.
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Катионные полимеры ‒ это высокомолекуляр-
ные соединения, положительный заряд которых обу-
словлен наличием N-содержащих функциональных
групп (первичных, вторичных и третичных амино-
групп или четвертичных аммонийных групп) в струк-
туре линейных поликатионов или дендритных/(гидро-
гелевых) сферических полимерных образований
(Samal et al., 2012; Madaan et al., 2014).

В настоящее время поликатионы рассматривают-
ся в качестве перспективных инструментов для фор-
мирования наноструктур для транспортировки раз-

личных белков, пептидов и лекарственных препара-
тов, в качестве невирусных векторных систем для
переноса нуклеиновых кислот в клетки-мишени, а
также для тканевого конструирования (Lv et al.,
2006; Rihová et al., 2009; Samal et al., 2012).

Поликатион поли-2-диметиламиноэтилметакри-
лат (ПДМАЭМ) представляет собой линейный по-
лимер с третичной аминогруппой в боковой цепи.
Это водорастворимый полиэлектролит, обладаю-
щий биоактивностью. В частности, ПДМАЭМ про-
являет антибактериальную активность в отношении
широкого спектра бактерий, включая Mycobacterium
tuberculosis (Rawlinson et al., 2010; Phillips et al., 2017;
Stawski et al., 2022). ПДМАЭМ адгезирует к моно-
слою клеток кишечника человека, секретирующих

Принятые сокращения: ВКМ – внеклеточный матрикс; ЛДГ ‒
лактатдегидрогеназа; ПДМАЭМ – поли-2-диметиламино-
этилметакрилат.
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слизь. При этом поликатион усиливает барьерную
функцию клеток кишечника, уменьшая проницае-
мость слизистой оболочки кишечника (Keely et al.,
2005). Благодаря способности поликатиона форми-
ровать комплексы с противоположно заряженными
соединениями, ПДМАЭМ может использоваться в
качестве носителя при трансфекции и для доставки
лекарственных препаратов в поврежденные и (или)
инфицированные ткани человека (You et al., 2007;
Keely et al., 2009; Layman et al., 2009; Tanasienko et al.,
2015).

Стратегия тканевого конструирования заключа-
ется в создании на основе синтетических полимер-
ных носителей матриц, обеспечивающих оптималь-
ную адгезию клеточного материала (фибробластов,
остеобластов, кератиноцитов, эпителиоцитов и др.)
для структурирования или формирования зон реге-
неративного роста тканей в местах их повреждения
(Lutolf, Hubbell, 2003; Bačáková et al., 2004; Ravichan-
dran et al., 2012). В связи с этим важной задачей оста-
ется подбор полимерных соединений для получения
матриц с инкорпорированными линкерными фраг-
ментами известных белков внеклеточного матрикса
(ВКМ) (например, коллагена или фибронектина),
обладающих высокой адгезивной активностью и
связывающихся с определенными участками инте-
гриновых рецепторов, определяющих в итоге сте-
пень клеточной адгезии к полимерной поверхности
(Lutolf, Hubbell, 2003; VandeVondele et al., 2003; Santi-
ago et al., 2006; Thompson et al., 2006; Tsai et al., 2009).
Кроме того, поликатионы могут использоваться для
создания полимерных средств доставки различных
растворимых соединений (от регуляторных пепти-
дов до ростовых факторов), регулирующих клеточ-
ную адгезию, воздействуя на процесс регенерации в
целом (Gribova et al., 2012; Ravichandran et al., 2012).

Кроме воздействия на резидентные ядросодержа-
щие клетки поликатионные носители, попадая в
кровоток, могут воздействовать на форменные эле-
менты крови, включая безъядерные клеточные эле-
менты ‒ эритроциты человека, являющиеся доми-
нирующей клеточной формой в крови (Щербак,
2005; Трошкина и др., 2007). Ввиду высокого поло-
жительного заряда поликатионы изменяют физио-
логические характеристики эритроцитов, что может
приводить к их повреждению или трансформации их
структурных элементов (Moreau et al., 2000).

Основная сложность, ограничивающая исполь-
зование поликатионных носителей в медицинской
практике, связана с их токсическими свойствами
(Fischer et al., 2003; Lv et al., 2006; Madaan et al., 2014;
Xie et al., 2022). Для снижения негативных послед-
ствий при использовании поликатионов разрабаты-
ваются способы минимизации токсического эффекта
за счет маскировки периферического заряда у молеку-
лы полимера посредством модификации поверхност-
ных характеристик полимерного носителя (Samal et al.,
2012; Xie et al., 2022).

В представленной работе исследовали влияние
синтетического поликатиона ПДМАЭМ на функ-
ции фибробластов (резидентных клеток) и эритро-
цитов (нерезидентных клеток) млекопитающих. Ос-
новное внимание уделено анализу воздействия по-
ликатиона, во-первых, на адгезивную активность
фибробластов, которая определяет все последующие
стадии развития и дифференцировки резидентных
клеток в растворенной форме или в виде субстрата
на твердой поверхности и, во-вторых, на морфо-
функциональные характеристики эритроцитов, раз-
витие гемотоксического эффекта, включая лизис и
агрегацию эритроцитов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки. В работе использовали фибробласты лег-

кого китайского хомячка линии CHL V-79 RJK
(предоставленной Иельским университетом, США),
а также эритроциты человека. Фибробласты культиви-
ровали в среде ДМЕМ/F12, содержащей 10% эмбрио-
нальной телячьей сыворотки (Gibco, США), 50 мкг/мл
пенициллина и стрептомицина (Gibco, США), в атмо-
сфере 5% СО2 при 37°С. Клетки, достигшие моно-
слоя, промывали фосфатно-солевым буферным рас-
твором (PBS, Sigma, США) и суспендировали в пита-
тельной среде без сыворотки. Действие поликатиона
на фибробласты оценивали по изменению адгезии и
выживаемости. Эритроциты выделяли из венозной
крови здоровых доноров, стабилизированной добав-
лением 2 мМ EGTA. Суспензию эритроцитов полу-
чали после двукратной промывки цельной крови
PBS (pH 7.4). Отмытые эритроциты (гематокрит
2.2%) ресуспендировали в том же буфере. Действие
поликатиона на эритроциты оценивали по его влия-
нию на лизис эритроцитов, а также на их морфофунк-
циональные характеристики.

Оценка адгезии клеток линии CHL V-79 RJK. Вли-
яние ПДМАЭМ (с мол. массой 30000), синтезиро-
ванного в Институте высокомолекулярных соедине-
ний РАН (Санкт-Петербург), на адгезию клеток
оценивали по описанному ранее методу (Иванова,
2023). Клетки линии CHL V-79 RJK (106 кл./мл)
культивировали в питательной среде в 96-луночных
планшетах (Corning, США), обработанных или не-
обработанных полимером. Во втором случае клетки
выдерживали в питательной среде без сыворотки с
ПДМАЭМ в концентрации от 0.1 до 100 мкг/мл или
без поликатиона (контроль) 30 мин при 37°С, затем
в питательную среду добавляли сыворотку, перено-
сили клеточную суспензию в планшет и выдержива-
ли 1 ч в тех же условиях. Прикрепившиеся клетки
окрашивали кристаллическим фиолетовым. Свя-
занный краситель экстрагировали этанолом и опре-
деляли его оптическую плотность на анализаторе
“Униплан” (Пикон, Россия) при длине волны 570 нм.
По величине оптической плотности судили об изме-
нении количества прикрепленных клеток. Результа-
ты выражали в % от контроля, принятого за 100%.
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Планшеты предварительно (до посева клеток) об-
рабатывали поликатионом в концентрациях 10, 20 и
50 мкг/мл (в PBS) в течение 18 ч при 4°С. После дву-
кратной отмывки PBS в лунки планшета вносили
клеточную суспензию в полной питательной среде и
выдерживали клетки 1 ч при 37°С. Количество при-
крепившихся клеток оценивали, как описано выше.

Оценка цитотоксичности клеток линии CHL V-79
RJK. Цитотоксичность поликатиона оценивали по
выживаемости клеток, которую определяли с помо-
щью МТТ-теста (Niks, Otto, 1990) по количеству об-
разовавшегося в процессе реакции продукта форма-
зана. Клетки рассевали в 96-луночные планшеты по
2 × 104 клеток в лунку в полной питательной среде,
через 1 сут ее удаляли и добавляли питательную сре-
ду без сыворотки с исследуемым полимером (в кон-
центрации от 0.1 до 100 мкг/мл) или без него. Клетки
выдерживали 1.5 ч при 37°С, после чего проводили
замену питательной среды. В каждую лунку добавля-
ли 0.5 мг/мл МТТ (3-(4,5-диметилтиазолил)-2,5-дифе-
нил-тетразолий бромид; Sigma, США) в PBS и культи-
вировали 2 ч 40 мин при 37°С в атмосфере 5% СО2. О
количестве жизнеспособных клеток судили по изме-
нению величины оптической плотности экстраги-
рованного из клеток формазана. Оптическую плот-
ность измеряли на анализаторе Униплан (Пикон,
Россия) при длине волны 570 нм.

Определение количества эритроцитов в крови. Ве-
нозную кровь здоровых доноров использовали для
анализа влияния ПДМАЭМ на содержание эритро-
цитов. От здоровых доноров получали информирован-
ное согласие на работу с их кровью. Кровь стабилизи-
ровали добавлением антикоагулянта (2 мМ EGTA). В
пробы цельной крови вносили исследуемый полика-
тион в концентрации от 0.1 до 100 мкг/мл и выдер-
живали в течение 30 мин при 35°С. После этого про-
водили подсчет эритроцитов на гематологическом
анализаторе МЕК-6550 (Nihon Kohden, Япония).
Контролем служили образцы цельной крови без до-
бавления поликатиона.

Гемолиз эритроцитов. Гемолитическую актив-
ность поликатиона оценивали по модифицирован-
ному методу (Jacobson et al., 2005). Эритроциты че-
ловека выделяли из венозной крови здоровых доно-
ров. Эритроциты дважды промывали PBS (pH 7.4) и
ресуспендировали в том же буфере. Суспензию
эритроцитов в PBS (гематокрит 2.2%) инкубировали
с полимером (в различных концентрациях от 0.1 до
100 мкг/мл) или без него 30 мин при 37°С. Степень
гемолиза оценивали по величине выделившегося ге-
моглобина. Количество выделенного гемоглобина
оценивали по оптической плотности, которую изме-
ряли при 540 нм, используя анализатор Clariostar
Plus Reader (BMG Labtech, Германия). Полный лизис
эритроцитов получали после добавления в суспензию
эритроцитов 1%-ного раствора Тритона Х-100. Ре-
зультаты выражали в % от содержания гемоглобина
в эритроцитах после их полного лизиса.

Морфология эритроцитов. Для изучения действия
ПДМАЭМ на эритроциты использовали их суспен-
зию (гематокрит 2.2%), разведенную PBS в 20 раз.
Образцы суспензии эритроцитов переносили в 96-
луночный планшет, куда вносили ПДМАЭМ в кон-
центрации от 0.1 до 100 мкг/мл. Через 5 мин анали-
зировали изменение клеточной формы эритроцитов
с помощью инвертированного микроскопа Nikon
Eclipse TS2-FL (Nikon, Япония), оснащенного фото-
камерой Retiga R1 (Cairn, Великобритания). Ис-
пользовали объективы с увеличением 20× и 40×.

Одновременно исследовали влияние поликатио-
на на изменение клеточной формы эритроцитов по-
сле внесения ПДМАЭМ в тех же концентрациях в
суспензию эритроцитов (гематокрит 2.2%) и инку-
бирования в течение 30 мин при 37°С. Анализ изме-
нения клеточной формы эритроцитов проводили с
помощью инвертированного микроскопа Nikon
Eclipse TS2-FL (Nikon, Япония), оснащенного фото-
камерой Retiga R1 (Cairn, Великобритания). Ис-
пользовали объективы с увеличением 20× и 40×.

Статистическая обработка результатов. Результа-
ты представлены в виде средних значений и их оши-
бок. Достоверность различий оценивали с помощью
t-критерия Стьюдента для сравнения контрольных и
экспериментальных групп. Различия считали досто-
верными при вероятности нулевой гипотезы Р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Как правило, поверхностная модификация суб-

страта осуществляется посредством адсорбции бел-
ков ВКМ или их фрагментов на ригидной или полу-
ригидной подложке для имитации существующего in
vivo внеклеточного окружения.

В последнее время используются синтетические по-
лимеры, в том числе поликатионы, в качестве биоак-
тивных субстратов для изучения адгезивной активно-
сти клеток различного происхождения (Thompson et al.,
2006; Иванова и др., 2010). Использование природных
биодеградируемых полимеров (белков ВКМ, таких
как коллаген, фибронектин) (Спичкина и др., 2008;
Иванова и др., 2012) и синтетических катионных по-
лимеров (таких как полилизин, полиэтиленимин)
(Vancha et al., 2004) в качестве адсорбируемого мате-
риала на субстратной подложке ускоряет адгезион-
ные процессы у клеток различных типов.

Поиск синтетических поликатионов (среди из-
вестных или новых соединений) с оптимальным со-
четанием биосовместимости и биодеградации поли-
мерных материалов, используемых в качестве по-
крытий для изменения (усиления или подавления)
адгезионной активности клеток, остается важным
направлением биотехнологии. Биосовместимость
синтетических полимеров связана с клеточным по-
ведением в процессе контакта клеток с этими мате-
риалами и, чаще всего она определяется клеточной
адгезией к полимерным субстратам.
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В натоящей работе исследовали влияние ад-
сорбированного на полистироловой поверхности
ПДМАЭМ на адгезию фибробластов линии CHL
V-79 RJK. Данные, представленные в табл. 1, пока-
зывают, что адсорбция ПДМАЭМ на культуральном
пластике во всех использованных концентрациях
(10, 20 и 50 мкг/мл) не влияла на степень прикрепле-
ния клеток к субстрату и не отличалась от контроль-
ных значений. Таким образом, ПДМАЭМ, адсорби-
рованный на синтетической поверхности другого
химического состава, не подавляет адгезионную ак-
тивность фибробластов, а значит не вызывает токси-
ческого эффекта в данных условиях.

Нейтральный статус в отношении регуляции кле-
точной адгезии исследованного нами ПДМАЭМ в
качестве поверхности прикрепления не совпадает с
действием ряда других поликатионов на адгезивный
ответ клеток. Так, установлено, что катионные по-
лиэлектролиты способствуют прикреплению, рас-
пластыванию и пролиферации фибробластов, а так-
же синтезу ВКМ (коллагенов I и III типов) этими
клетками (Rosa et al., 2004). Кроме того, полистиро-
ловый субстрат, покрытый полиэтиленимином,
обеспечивал быстрое прикрепление и распластыва-
ние клеток гепатомы человека (HepG2) (Soravia, To-
ca-Herrera, 2009), эмбриональных клеток почки че-
ловека (HEK293) и клеток феохромоцитомы крысы
(PC12) (Vancha et al., 2004), а также ускорял созрева-
ние нейрональных клеток после их прикрепления к
поликатиону (Lelong et al., 1992). Адгезия фибробла-
стов к полиаллиламину, адсорбированному на куль-
туральном пластике, усиливалась или ингибирова-
лась в зависимости от концентрации поликатиона
(Иванова и др., 2010). Возможно, менее выражен-
ный эффект ПДМАЭМ на клеточную адгезию фиб-
робластов связан с тем, что этот поликатион содер-
жит третичные аминогруппы, что обусловливает
снижение его реакционной способности.

Положительно заряженные поверхности часто
используются на практике, чтобы обеспечить при-
крепление клеток к субстрату. Вместе с тем не все
субстратные поверхности, несущие заряд, обеспечи-

вают оптимальную клеточную адгезию в ходе куль-
тивирования клеток. Определяющую роль в этом
процессе играют плотность заряда и ориентация в
пространстве аминогрупп у поликатионов. Можно
предположить, что при адсорбции поликатиона
ПДМАЭМ на искусственной поверхности (поли-
стироле) формирующаяся пространственная ори-
ентация функционально значимых аминогрупп
ПДМАЭМ не препятствует взаимодействию клеток
с субстратом.

Нельзя исключить также возможность адсорбции
сывороточных белков, включая белки ВКМ, содер-
жащихся в среде культивирования, на адсорбиро-
ванный слой ПДМАЭМ. В этом случае фибробласты
могут специфически взаимодействовать с адсорби-
рованными белками ВКМ через интегриновые ре-
цепторы (Humphries et al., 2006; Iwamoto, Calderwood,
2015). Установлено, что эндотелиальные клетки чело-
века, адгезированные на многослойных пленках, тер-
минирующим слоем которых являются поликатионы
поли-D-лизин или полиаллиламин, экспрессируют
интегрины, содержащие β1-субъединицу (Boura et al.,
2005).

Как известно, линейные полиэлектролиты (по-
ликатионы и полианионы) используются для получе-
ния многослойных пленок, способных регулировать
клеточную адгезию, свойства которых определяются
зарядом и эластическими свойствами поверхности
субстрата (VandeVondele et al., 2003; Boura et al., 2005;
Tsai et al., 2009). Представляется возможным ис-
пользование исследованного поликатиона в каче-
стве матрицы для обеспечения регулируемой адге-
зии клеток к полимерной поверхности или в каче-
стве составляющей многослойных пленок для
трансплантации клеток в места тканевого поврежде-
ния для оптимизации регенеративных процессов.

Далее мы исследовали влияние ПДМАЭМ в рас-
творенном виде на функции фибробластов. При
внесении этого синтетического поликатиона в кле-
точную суспензию выявлено его заметное действие
на адгезивные свойства фибробластов линии CHL
V-79 RJK. Данные, представленные на рис. 1, пока-
зывают, что ПДМАЭМ после предварительной об-
работки клеток не изменяет количество прикрепив-
шихся клеток к культуральному пластику в концен-
трациях 0.1 и 1 мкг/мл. Дальнейшее увеличение
концентрации ПДМАЭМ в среде культивирования
приводит к резкому сокращению числа прикрепив-
шихся клеток: в концентрации 10 мкг/мл ‒ в 2.7 раза
(P < 0.001) и 100 мкг/мл ‒ в 8.1 раза (P < 0.001) по
сравнению с клетками, не обработанными полика-
тионом.

Известно, что степень заряженности ПДМАЭМ в
водных растворах зависит от величины рН. При ней-
тральных значениях рН молекула этого поликатиона
содержит заряженные и незаряженные участки мо-
лекулы. Это создает предпосылки для дифферен-
цированного взаимодействия его с липидными

Таблица 1. Влияние адсорбированного на пластике поли-
катиона ПДМАЭМ на адгезию фибробластов линии CHL
V-79 RJK

Примечание. Интактные клетки сеяли на поликатион, адсорби-
рованный на пластике. Через 1 ч культивирования в полной пи-
тательной среде при 37°С оценивали количество прикрепив-
шихся клеток. Показаны средние значения и их ошибки из 4-х
независимых экспериментов.

Концентрация 
поликатиона, мкг/мл

Количество 
прикрепившихся клеток, %

– (Контроль) 100
10 100.1 ± 3.6
20 102.1 ± 4.2
50 99.7 ± 12.9
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компонентами клеточной мембраны. Незаряжен-
ные фрагменты поликатиона взаимодействуют с
гидрофобными участками мембранных фосфоли-
пидных молекул (Schwieger, Blume, 2009), а положи-
тельно заряженные фрагменты полимера взаимо-
действуют электростатически с отрицательно заря-
женными участками липидных молекул (Oku et al.,
1986; Reuter et al., 2009). При этом поликатион может
не только адсорбироваться на поверхности клеточной
мембраны, но и инкорпорироваться во внутренний
монослой липидного бислоя мембран (Flebus et al.,
2015). В последнем случае ПДМАЭМ, возможно,
может взаимодействовать с фосфатидилсерином, ин-
дуцируя формирование липидных доменов, обогащен-
ных этим фосфолипидом, как это было показано для
поликатиона поли-L-лизина (Franzin, Macdonald,
2001). Сегрегация фосфолипидов в мембране (Oku et al.,
1986) обусловливает перераспределение плотности
поверхностного заряда у клеток, а значит изменяет
силу элетростатического взаимодействия между по-
ликатионом и клеточной поверхностью.

Токсичность любого препарата, в том числе по-
лимерных соединений, обусловлена повреждением
ими клеточной мембраны и выходом внутриклеточ-
ных компонентов во внеклеточное пространство.
Для оценки влияния ПДМАЭМ на жизнеспособ-
ность резидентных клеток мы использовали МТТ-
тест, т.к. он позволяет оценить внутриклеточное
действие анализируемого препарата на активность
митохондриальных дегидрогеназ.

При наименьших из использованных концентра-
ций ПДМАЭМ (0.1 и 1 мкг/мл) жизнеспособность
фибробластов практически не изменялась и не отлича-

лась от таковой клеток, не обработанных ПДМАЭМ.
Увеличение дозы ПДМАЭМ в среде культивирова-
ния приводило к уменьшению числа жизнеспособ-
ных фибробластов в клеточной популяции. Но если
ПДМАЭМ в дозе 10 мкг/мл приводит только к появ-
лению тенденции к ингибированию метаболиче-
ской активности клеток, то в дозе 100 мкг/мл он вы-
зывал сильный токсический эффект, уменьшая ко-
личество жизнеспособных клеток более, чем в 9 раз
(P < 0.001) (рис. 2). Аналогичные данные были по-
лучены другими исследователями. Так, линейный
ПДМАЭМ не влиял на жизнеспособность эндоте-
лиальных клеток и опухолевых клеток поджелудоч-
ной железы человека в дозе 10 мкг/мл, но вызывал
сильный цитотоксический эффект в дозах 20 и
50 мкг/мл, уменьшая число жизнеспособных клеток
соответственно до 40 и 10% (You et al., 2007) или 20%
(Layman et al., 2009). Кроме того, при обработке кле-
ток поликатионом поли-L-лизином или полиэтиле-
нимином в дозе 55 мкг/мл жизнеспособность сохраня-
ли около 10% гладкомышечных клеток (Putnam et al.,
2001) или 2–5% фибробластов мыши (при 100 мкг/мл;
Fischer et al., 2003).

Изменение метаболической активности мито-
хондрий под действием поликатиона свидетельству-
ет о проникновении полимера в клетку. Недавно
подтверждено, что токсичность полимеров, оцени-
ваемая по МТТ-тесту, обусловлена повреждением
клеточных мембран (Monnery et al., 2017) и связан-
ным с этим процессом входом молекул поликатиона
во внутриклеточное пространство. Авторы полага-
ют, что поликатион может поступать в клетки, ми-
нуя процесс эндоцитоза.

Рис. 1. Адгезия фибробластов линии CHL V-79 RJK, предварительно обработанных поликатионом ПДМАЭМ, к культураль-
ному пластику. Клетки выдерживали с поликатионом или без него (Контроль, К) в течение 30 мин при 37°С в питательной
среде без сыворотки, затем сеяли на пластик и оценивали количество прикрепившихся клеток через 1 ч культивирования в
питательной среде с 10% сыворотки при 37°С. Показаны средние значения и их ошибки из 6 независимых измерений, (*) –
отличия от контроля достоверны при P < 0.001.
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Только для максимальной из использованных
концентраций ПДМАЭМ (100 мкг/мл) установлена
четкая взаимосвязь между ингибированием клеточ-
ной адгезии и снижением числа жизнеспособных
клеток. Т.е. сокращение числа прикрепленных кле-
ток к субстрату при 100 мкг/мл ПДМАЭМ напрямую
связано с его токсическим действием. Ранее уже по-
казано, что ПДМАЭМ обладает токсичностью
(You et al., 2007). Кроме того, установлено, что ток-
сичность ПДМАЭМ обусловлена гибелью клеток по
некротическому механизму, т.е. обработка этим поли-
катионом приводила к гибели клеток через поврежде-
ние клеточных мембраны, что подтверждается данны-
ми об усилении выделения цитозольного фермента
ЛДГ из эндотелиальных клеток человека под действи-
ем ПДМАЭМ в концентрации от 20 до 50 мкг/мл (Lay-
man et al., 2009). Поликатионы полиэтиленимин и
поли-L-лизин также вызывали повреждение мем-
бран фибробластов мыши, увеличивая выделение
ЛДГ соответственно на 45 и 18% (Fischer et al., 2003).

В результате проведенных нами исследований
установлено, что адсорбированный на полистироло-
вой поверхности ПДМАЭМ поддерживает адгезию
фибробластов линии CHL V-79 RJK на одном уровне
с контрольными значениями вне зависимости от ис-
пользованной дозы поликатиона для его адсорбции
на пластиковой поверхности. Предварительная об-
работка фибробластов ПДМАЭМ по-разному влия-
ла на адгезию клеток к необработанному пластику.
Если при малых концентрациях ПДМАЭМ практи-
чески не влиял на адгезионные свойства клеток, то
дальнейшее увеличение его дозы в культуральной

среде приводило к дозозависимому ингибированию
клеточной адгезии к необработанному пластику,
связанному с уменьшением числа жизнеспособных
фибробластов в клеточной популяции.

Эритроциты привлекают внимание исследовате-
лей в качестве объекта изучения, т.к. они обладают
уникальными биологическими и биофизическими
свойствами. Эритроциты, относящиеся к нерези-
дентным клеткам, являются наиболее важными
компонентами крови, основная функция которых
состоит в поддержании дыхательной активности ре-
зидентных клеток (Щербак, 2005).

При внутривенном введении синтетических по-
лимеров и их комплексов последние непосредствен-
но взаимодействуют с циркулирующими компонен-
тами крови. Повреждение эритроцитов различными
фармакологическими препаратами и средствами до-
ставки последних, в том числе поликатионных по-
лимеров, может приводить к серьезным негативным
эффектам, включая гемолиз, пойкилоцитоз и др.
(Боровская и др., 2010). Попадая в кровеносную си-
стему, молекулы поликатионов в свободной или
связанной форме могут взаимодействовать с клетка-
ми крови и белковыми компонентами плазмы крови
(Moreau et al., 2002; Flebus et al., 2015). Поэтому в до-
клинических исследованиях необходимо проводить
оценку токсичности полимеров, включая поликати-
оны, в отношении форменных элементов крови.

Гемолиз является простым и надежным способом
оценки совместимости полимерных материалов с
компонентами крови, индикатором цитотоксично-
сти. В представленной работе проведен анализ влия-

Рис. 2. Влияние поликатиона ПДМАЭМ на жизнеспособность фибробластов линии CHL V-79 RJK. Клетки культивировали
в присутствии поликатиона или без него при 37°С в течение 1.5 ч. После удаления культуральной среды с полимером в лунки
планшета вносили свежую питательную среду без сыворотки. Жизнеспособность клеток оценивали по активности митохон-
дриальных дегидрогеназ с помощью МТТ-теста. Показаны средние значения и их ошибки из 4-х независимых измерений,
(*) – отличия от контроля достоверны при P < 0.001.
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ния ПДМАЭМ на гемолиз эритроцитов человека.
Показано, что ПДМАЭМ в зависимости от исполь-
зованной дозы по-разному влиял на интенсивность
гемолиза. Так, в дозах 0.1 и 1 мкг/мл ПДМАЭМ не
влиял на гемолиз и полученные показатели факти-
чески не отличались от контрольных значений. При
добавлении ПДМАЭМ в суспензию эритроцитов в
дозах 10 и 100 мкг/мл гемолитический эффект воз-
растал соответственно в 2.8 и 10 раз (P < 0.001) по
сравнению с эритроцитами, не обработанными этим
полимером (рис. 3).

Согласно данным из литературы (Moreau et al.,
2002), ПДМАЭМ не оказывал значительного влия-
ния на гемолиз эритроцитов человека. Возможно,
это связано с тем, что эти авторы использовали для
анализа активности полимера 40%-ную суспензию
эритроцитов, в то время мы использовали суспен-
зию эритроцитов 2.2%.

Поскольку гемолиз (выделение гемоглобина из
эритроцитов во внешнюю среду) связан с нарушени-
ем целостности мембран эритроцитов, а эритроциты
человека являются безъядерными клеточными фор-
мами, которые не содержат каких-либо органелл,
можно с большой вероятностью утверждать, что ос-
новной мишенью токсического действия исследо-
ванного поликатиона является их мембрана.

Поэтому на следующем этапе мы исследовали
влияние ПДМАЭМ на изменение формы эритроци-
тов (пойкилоцитоз) (Мороз и др., 2012). Обнаруже-
но, что краткосрочная обработка эритроцитов поли-
мером ПДМАЭМ в дозах 0.1 и 1 мкг/мл не влияла на
морфологию эритроцитов, поскольку они сохраня-

ют дисковидную форму. Дальнейшее увеличение
концентрации поликатиона (10 и 100 мкг/мл) в ин-
кубационной среде приводило к резкому изменению
клеточной формы эритроцитов (рис. 4) и часть из
них приобретала сферическую форму. В этом случае
мембрана эритроцитов становится более контраст-
ной в поле зрения микроскопа. Другая часть популя-
ции эритроцитов приобретала более вытянутую
форму. Происходило уплощение эритроцитов с по-
терей дисковидной формы. Кроме того, отмечено
слияние 2−3-х эритроцитов с измененной клеточной
формой. Можно предположить, что при краткосроч-
ном воздействии ПДМАЭМ на эритроциты адсорбция
поликатиона на поверхности клетки вызывает струк-
турные изменения, скорее всего, во внешнем листке
липидного бислоя мембраны эритроцитов, трансфор-
мируя взаимодействие компонентов цитоскелета с
интегральными трансмембранными комплексами.
Это приводит к запуску пойкилоцитоза и морфоло-
гическим деформациям эритроцитов.

Данные, представленные на рис. 5, показывают,
что инкубация эритроцитов с ПДМАЭМ в течение
30 мин при 37°С существенно влияет на актив-
ность полимера. При инкубировании эритроцитов
с ПДМАЭМ в дозах 0.1 и 1 мкг/мл незначительная
часть клеточной популяции изменяла форму на эхи-
ноцитарную. По-видимому, трансформация в эхино-
цитарную форму носит обратимый характер, посколь-
ку не приводит к увеличению гемолиза при инкубиро-
вании эритроцитов при малых дозах ПДМАЭМ. В
концентрациях 10 и 100 мкг/мл ПДМАЭМ вызывал аг-
регирование эритроцитов с образованием крупных
конгломератов. Агрегирование эритроцитов связано

Рис. 3. Влияние поликатиона ПДМАЭМ на степень гемолиза эритроцитов человека. В суспензию эритроцитов (гематокрит
2.2%) вносили ПДМАЭМ в концентрации от 0.1 до 100 мкг/мл на 30 мин при 37°С. Контролем служили эритроциты, не об-
работанные ПДМАЭМ. Степень гемолиза оценивали по величине выделившегося гемоглобина в среду инкубации. Оптиче-
скую плотность измеряли при длине волны 540 нм. Результаты представлены в % от содержания гемоглобина в эритроцитах
после их полного гемолиза (см. Материал и методика). Показаны средние значения и их ошибки из 8–9 независимых изме-
рений, (*) – отличия от контроля достоверны при P < 0.001.
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с полной или частичной потерей отрицательного за-
ряда на их поверхности. В норме отрицательный за-
ряд эритроцитов обеспечивает взаимное отталкива-
ние эритроцитов, тем самым предотвращая их сбли-
жение и слипание в кровяном русле. Изменение

формы эритроцитов (потеря дисковидной формы)
после обработки ПДМАЭМ приводит к увеличению
контактной зоны у эритроцитов, что обусловливает
ускорение процессов их агрегации. При этом проч-
ность формирующихся агрегатов может возрастать.

Рис. 4. Изменение формы эритроцитов человека при краткосрочном воздействии поликатиона ПДМАЭМ. а – Эритроциты,
необработанные ПДМАЭМ (контроль); б–д – эритроциты, обработанные ПДМАЭМ в концентрации 0.1 (б), 1 (в), 10 (г) и 100
(д) мкг/мл. ПДМАЭМ добавляли в суспензию эритроцитов (гематокрит 2.2%), разведенную PBS в 20 раз. Через 5 мин оцени-
вали форму эритроцитов с помощью инвертированного микроскопа Nikon Eclipse TS2-FL (Япония), объектив 40×. Стрелка-
ми указаны дискоциты (а, б, в), уплощение эритроцитов (г), сферизация эритроцитов (д) и слияние 2−3-х эритроцитов (д).
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Ранее сообщалось, что обработка эритроцитов
человека поли-L-лизином, ПДМАЭМ и диэтилами-
ноэтил-декстраном вызывала гемагглютинацию
(Moreau et al., 2002; Cerda-Cristerna et al., 2011). Авторы
показали, что линейный ПДМАЭМ в концентрации

500 мкг/мл при внесении в образцы цельной крови
человека вызывал образование значительных агрега-
тов эритроцитов в течение 15–120 мин, а при меньших
дозах ПДМАЭМ не влиял на процессы агрегирования
эритроцитов человека (Cerda-Cristerna et al., 2011).

Рис. 5. Влияние поликатиона ПДМАЭМ на деформацию и агрегацию эритроцитов человека. а – Эритроциты, необработан-
ные ПДМАЭМ (контроль); б–д – эритроциты, обработанные ПДМАЭМ в концентрации 0.1 (б), 1 (в), 10 (г) и 100 (д) мкг/мл.
Поликатион добавляли в суспензию эритроцитов (гематокрит 2.2%) на 30 мин при 37°С. Форму эритроцитов оценивали по-
сле разбавления суспензии эритроцитов PBS в 20 раз, используя микроскоп Nikon Eclipse TS2-FL (Япония) и объектив 20×
(г, д) или 40× (а–в). Стрелками указаны дискоциты (а); эхиноциты (б, в); агрегаты эритроцитов (г, д).
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Необходимо отметить, что авторы использовали
цитратную кровь, возможно, наличие цитрата Na в
образцах крови снижало протонирование
поликатиона, а значит и реакционную способность
ПДМАЭМ в данных условиях.

Не менее важным при изучении влияния на гемо-
совместимость является анализ воздействия полимера
на содержание эритроцитов в цельной крови. Данные,
представленные в табл. 2, показывают, что при вне-
сении в цельную кровь в дозе от 0.1 до 10 мкг/мл
ПДМАЭМ не влиял на количественные показатели
эритроцитов. Только в процессе инкубации образ-
цов цельной крови с ПДМАЭМ в дозе 100 мкг/мл от-
мечена тенденция к уменьшению числа эритроци-
тов в крови по сравнению с контрольными значени-
ями. Отсутствие влияния этого поликатиона на
содержание эритроцитов в крови может быть связано
с адсорбционной активностью сывороточного альбу-
мина, на долю которого в составе белков плазмы при-
ходится около 60% (Щербак, 2005). Альбумины, свя-
зываясь с циркулирующими в организме соединения-
ми природного или искусственного происхождения,
защищают клетки крови от повреждающего воздей-
ствия, как при физиологических, так и патологических
состояниях. Поликатионы, связываясь с белками
плазмы, формируют полиэлектролитные комплексы с
низкой аффинностью для эритроцитов. Подобные
взаимодействия могут снижать реакционную спо-
собность поликатионов в цельной крови. Известно,
что плазма, добавленная в суспензию эритроцитов,
частично предотвращала гемотоксический эффект
поликатионов за счет электростатических взаимо-
действий с белками плазмы (Moreau et al., 2002).
Низкая гемолитическая активность линейных поли-
катионов (ПДМАЭМ), обнаруженная и при инкуба-
ции цельной крови человека с полимерами, объяс-
няется адсорбционной активностью белков плазмы,

снижающей концентрацию реактивных поликатио-
нов в крови (Cerda-Cristerna et al., 2011).

В представленной работе показано, что ПДМАЭМ
сохраняет характеристики гемосовместимости при
малых концентрациях. Увеличение концентрации
поликатиона в среде инкубации приводит к дозоза-
висимому гемолизу и агрегированию отмытых эрит-
роцитов, но не влияет на количество эритроцитов в
образцах цельной крови человека. Это означает, что
ПДМАЭМ сохраняет свойство гемосовместимости
при его добавлении в цельную кровь in vitro. Это да-
ет основание полагать, что исследованный нами
ПДМАЭМ может быть использован при опреде-
ленных концентрациях в качестве полимерного но-
сителя.

Необходимо подчеркнуть, что было выявлено
сходство зависимости действия ПДМАЭМ на адге-
зивный ответ резидентных (фибробластов) клеток и
на гемолитический ответ нерезидентных (эритроци-
тов) клеток от использованной дозы поликатиона.
При относительно малых концентрациях ПДМАЭМ
практически не оказывал действия на указанные фи-
зиологические реакции фибробластов и эритроцитов.
Увеличение его концентрации до 10 и 100 мкг/мл в сус-
пензии фибробластов и эритроцитов дозозависимо
ингибировало клеточную адгезию или усиливало ли-
зис эритроцитов (см. рис. 1 и 3). Возможно, выявлен-
ная корреляция между антиадгезивными свойствами в
отношении фибробластов и гемолитической активно-
стью в отношении эритроцитов ПДМАЭМ связана с
однотипным воздействием поликатиона на фиброб-
ласты и эритроциты, скорее всего на физико-хими-
ческую структуру клеточных мембран.

Известно, что поликатионы взаимодействуют с
отрицательно заряженными компонентами клеточ-
ных мембран и внутриклеточными структурами
(Molotkovsky et al., 2021). В качестве мембранных
компонентов, с которыми может связываться поли-
катион, могут выступать фосфолипиды, структури-
рующие липидный бислой клеточных мембран, а
также гликолипиды, которые благодаря сиаловым
кислотам вносят существенный вклад в суммарный
отрицательный заряд клетки (Крепс, 1981). У эрит-
роцитов отрицательный поверхностный заряд в
большей степени обусловлен наличием олигосаха-
ридных цепей, связанных с гликопротеинами, в
первую очередь гликофоринами, наряду с фосфоли-
пидами и гликолипидами (Боронихина и др., 2021).

Адсорбция молекул поликатиона на клеточной
мембране вызывает многоуровневое воздействие. Во-
первых, происходит частичная нейтрализация поверх-
ностного заряда клетки под действием поликатиона,
что не может не изменить физико-химические свой-
ства клетки. Во-вторых, связывание молекул поли-
катиона с эктодоменами сложных белковых комплек-
сов (рецепторов, ионных каналов и др.) приводит к
прямому воздействию полимера на структуру бел-
ков/комплексов, изменяя в первую очередь конфор-

Таблица 2. Влияние поликатиона ПДМАЭМ на количе-
ство эритроцитов в цельной крови человека

Примечание. Образцы цельной крови человека инкубировали с
поликатионом или без него (контроль) 30 мин при 35°С. Коли-
чество эритроцитов определяли на гематологическом анализа-
торе MEK-6550 (Япония). Показаны средние значения и их
ошибки из 8 независимых экспериментов.

Концентрация 
поликатиона, мкг/мл

Количество эритроцитов
(×1012/л)

Контроль 4.64 ± 0.29

0.1 4.22 ± 0.21

1 4.32 ± 0.15

10 4.06 ± 0.10

100 3.95 ± 0.13
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мационные характеристики последних (Gao et al.,
2019). Это означает, что молекулы поликатиона, из-
меняя характеристики белковых структур, включая
локальный заряд молекулы белка, влияют и на про-
ведение сигнала из и в клетку, тем самым оказывая
опосредованное воздействие на активность клеточ-
ной/эритроцитарной популяции в целом.

В настоящее время нет единого мнения о меха-
низме воздействия поликатионов на мембрану ядер-
ных и безъядерных клеток (Molotkovsky et al., 2021).
Предполагается, что адсорбированный на клеточ-
ной мембране поликатион, электростатически взаи-
модействуя с фосфатными группами фосфолипи-
дов, вызывает трансформацию липидного бислоя,
которая при критических воздействиях может при-
водить к образованию пор (дыр) в липидном бислое
мембраны (Oku et al., 1986; Reuter et al., 2009). Пер-
форация клеточной мембраны приводит к некон-
тролируемому выходу/входу внутриклеточных/вне-
клеточных соединений в тканевую жидкость или
кровь/клетку. Кроме того, влияние адсорбирован-
ного на клеточной мембране поликатиона может
ограничиваться локальными изменениями в струк-
туре клеточной мембраны. Например, положитель-
но заряженные поликатионы могут вызывать огра-
ниченную в пространстве сегрегацию липидных мо-
лекул, чаще одноименно заряженных (Oku et al.,
1986; Franzin, Macdonald, 2001), что приводит к мо-
заичному перераспределению плотности поверх-
ностного заряда мембраны. Одновременно может
происходить локальное изменение текучести кле-
точной мембраны (в сторону увеличения степени
жидкостности или ригидности отдельных локусов
мембраны), тем самым создаются условия для регу-
лирования процессов деформации клеточных мем-
бран, приводящих к нарушению пластических
функций плазматической мембраны у резидентных
и нерезидентных клеток.

На основании полученных данных можно заклю-
чить, что ПДМАЭМ может быть использован в ме-
дицинской практике в фармакологических концен-
трациях 0.1 и 1 мкг/мл в качестве средств доставки
лекарственных препаратов (в частности противоопу-
холевых или противовоспалительных), а также в каче-
стве одного из компонентов многослойных пленок для
трансплантации клеток в места повреждения тканей,
осуществляя тем самым регулирование процессов кле-
точной адгезии и восстановление целостности ткани.
При малых концентрациях ПДМАЭМ сохраняет ха-
рактеристики цито- и гемосовместимости. Увеличе-
ние фармакологической дозы ПДМАЭМ во внекле-
точной жидкости или в плазме крови может приво-
дить к негативным последствиям, трансформируя
физиологические функции резидентных и нерези-
дентных клеток млекопитающих. При этом при под-
боре полимерных носителей необходимо учитывать
не только используемую дозу ПДМАЭМ, но и вели-
чину положительного заряда полимера, которая
определяет степень нейтрализации поверхностного

заряда клеток. Модификация структуры ПДМАЭМ
посредством введения дополнительных заместите-
лей с гидрофобными/гидрофильными свойствами
или с разной степенью заряженности, а также ис-
пользование сополимеров ДМАЭМ с различными
сомономерами позволит регулировать реакционную
способность поликатиона для обеспечения опти-
мального уровня биосовместимости полимеров с
различными типами резидентных и нерезидентных
клеток.
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The Effect of Synthetic Polycation Poly-2-Dimethylaminoethylmethacrylate on Biological 
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Cationic polymers are the positively charged macromolecules that have in their structure N-containing functional
groups such as primary, secondary and tertiary amine groups; quaternary ammonium groups and others. The effect
of synthetic polycation poly-2-dimethylaminoethylmethacrylate (PDMAEM) on biological activity of animal fibro-
blasts (CHL V-79 RJK) and human red blood cells (RBCs) was studied. The influence of PDMAEM on cell adhe-
sion using fibroblast culture was analyzed. Cultural plastic treated or untreated by polycation was used as substrate.
The polycation adsorption on polystyrene surface did not change the adhesive capacity of fibroblasts. Pretreatment
of fibroblasts with PDMAEM did not influence at low concentrations (0.1 and 1 µg/mL) the adhesive properties of
cells plated on the untreated plastic surface. At high concentrations (10 and 100 µg/mL) PDMAEM inhibited the
attachment of fibroblasts to this substrate. Relationship between the inhibition of cell adhesion under PDMAEM
action and the toxic effect on fibroblast viability has been found. The PDMAEM treatment of human RBCs at high
doses led to the damage of cells and release of hemoglobin to incubation medium. At low doses PDMAEM practi-
cally did not influence the hemolysis of RBCs. It was shown that PDMAEM induced the change of the shape and
aggregation of RBCs. The toxic effect of PDMAEM on human RBCs coincided as a whole with such effect for an-
imal fibroblasts. Possible cell targets upon the PDMAEM effect are discussed.

Keywords: synthetic polycation, adhesion, cytotoxicity, hemolysis, aggregation, fibroblasts, red blood cells


