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Тканевая инженерия является многообещающим направлением для изготовления сосудистых графтов 
малого диаметра. В последние годы разработан ряд стратегий для придания полимерным поверхностям 
сосудистых протезов способности селективно адгезировать эндотелиальные клетки. Перспективной 
для модифицирования является последовательность аргинин–глицин–аспарагиновая кислота (RGD) – 
сайт клеточной адгезии, присутствующий на многих белках внеклеточного матрикса. На эффективность 
прикрепления эндотелиальных клеток может влиять как структура RGD-пептида, так и протяженность 
линкерной группы. Цель – определить оптимальный способ модифицирования RGD-пептидами не-
тканых матриксов из полигидроксибутирата/валерата и поликапролактона (P HBV/PCL), повышающий 
адгезию, жизнеспособность и пролиферацию эндотелиальных клеток. Материалы и методы. Методом 
электроспиннинга изготовлены трубчатые полимерные матриксы диаметром 4 мм из PHBV/PCL. Для 
модифицирования поверхности полимерных каркасов использовали 4,7,10-триокса-1,13-тридекандиа-
мин, гексаметилендиамин, глутаровый альдегид, нингидрин, аскорбиновую кислоту, циклический пептид 
c[RGDFK], RGDK, AhRGD. Качество проведенной модификации оценивали с помощью нингидринового 
теста и посредством определения аргинин-содержащего пептида. Структуру поверхности матриксов до и 
после модифицирования изучали методом сканирующей электронной микроскопии. Исследование адгезии, 
жизнеспособности и пролиферации эндотелиальных клеток пупочной вены человека (HUVEC), культи-
вируемых в течение 7 суток на поверхности матриксов с и без RGD, изучали с помощью флуоресцентной 
и сканирующей лазерной микроскопии после предварительного окрашивания клеток флуоресцентными 
ядерными красителями этидиумом бромидом и Hoechst 33342, а также набором на пролиферацию Click-
iTTM Plus EdU Alexa FluorTM 488 Imaging Kit. Результаты. Большей биодоступностью и активностью 
обладали RGD-пептиды, связанные с поверхностью матриксов посредством длинного линкера (4,7,10-три-
окса-1,13-тридекандиамин). Высокая клеточная адгезия, жизнеспособность и пролиферация отмечены на 
поверхности матриксов, модифицированных RGDK и c[RGDFK], тогда как их парные аналоги с коротким 
линкером (гексаметилендиамин) демонстрировали низкие результаты клеточной жизнеспособности даже 
на фоне удовлетворительной клеточной адгезии. Заключение. Нетканые матриксы на основе PHBV/PCL, 
модифицирование поверхности которых проведено с использованием 4,7,10-триокса-1,13-тридекандиами-
на, демонстрировали лучшие результаты в плане адгезии HUVEC и последующего сохранения клеточной 
жизнеспособности и пролиферации, а RGD-содержащие пептиды RGDK и c[RGDFK] были более тропны 
к рецепторам эндотелиальных клеток.
Ключевые слова: тканевая инженерия, биодеградируемые полимеры, сосудистый графт, 
модифицирование поверхности, RGD-пептиды, эндотелиальные клетки.
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Высокая распространенность сердечно-сосудис-
тых заболеваний обуславливает потребность в со-
судистых протезах малого диаметра для хирургиче-
ского лечения этих процессов в случае имеющихся к 
тому показаний. На сегодняшний день клиническим 
стандартом для проведения шунтирующих операций 
и реконструкции сосудов малого диаметра являются 
аутологичные кровеносные сосуды. Но последние не 
всегда доступны для проведения операций. Синтети-
ческие протезы на основе Dacron или ePTFE де монст-
ри ру ют низкую проходимость при диаметре меньше 
5 мм вследствие тромбоза и гиперплазии неоинтимы.

Тканевая инженерия является многообещающим 
направлением для изготовления сосудистых граф-
тов малого диаметра [1]. Альтернативой сосудистого 

аналога артерий и вен малого диаметра может стать 
функционально активный биодеградируемый сосу-
дистый протез, обладающий пролонгированной ре-
зорбцией и способный замещаться во времени собс-
твенными клетками и тканями пациента, формируя 
на месте каркаса новый сосуд.

В последние годы разработан ряд стратегий для 
улучшения или придания полимерным поверхностям 
сосудистых протезов способности селективно адге-
зировать на своей внутренней поверхности эндоте-
лиальные клетки. Большинство из них заключаются в 
иммобилизации на поверхность специфических бел-
ков клеточной адгезии и биоактивных пептидов [2].

Последовательность аргинин–глицин–аспараги-
новая кислота (RGD) представляет собой сайт кле-
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Tissue engineering is a promising area for the production of small-diameter vascular grafts. In recent years, a 
number of strategies have been developed to make the polymer surfaces of vascular prostheses capable to se-
lectively adhesion of endothelial cells. The arginine–glycine–aspartic acid (RGD) sequence (a cell adhesion site 
that is present on many extracellular matrix proteins) is the promising target for modifi cation. The effi ciency of 
attachment of endothelial cells can be infl uenced both by the structure of RGD peptide and the extent of linker 
group. Aim: to determine the optimal method for modifi cation of non-woven matrices of polyhydroxybutyrate/
valerate and polycaprolactone (PHBV/PCL) by RGD-peptides leading to the increasing of adhesion, viability and 
proliferation of endothelial cells. Materials and methods. Electrospinning was used to produce 4 mm diameter 
tubular polymer matrices from PHBV/PCL. Modifi cation of surface of polymer scaffolds was performed using 
4,7,10-trioxa-1,13-tridekandiamin, hexamethylenediamine, glutaraldehyde, ninhydrin, ascorbic acid, a cyclic 
peptide c [RGDFK], RGDK, AhRGD. The quality of modifi cation was assessed by ninhydrin test and determi-
nation of arginine-containing peptide. The structure of the surface of matrices before and after modifi cation was 
studied by scanning electron microscopy. Adhesion, viability and proliferation of Human umbilical vein (HUVEC) 
endothelial cells cultured for 7 days on the surface of matrices in the presence of RGD and without one were exa-
mined using fl uorescence and laser scanning microscopy after the cells were pre-stained with fl uorescent nuclear 
dyes (ethidium bromide and Hoechst 33342), and also by special kits for proliferation assessment (Click-iTTM 
Plus EdU Alexa FluorTM 488 Imaging Kit). Results. RGD peptides bound to the matrix surface via a long linker 
(4,7,10-trioxa-1,13-tridecanediamine) were characterized by the increased bioavailability and activity. High level 
of cell adhesion, viability and proliferation were noted on the surface of RGDK and c[RGDFK] modifi ed matrices, 
whereas their paired analogues with a short linker (hexamethylenediamine) showed low results of cellular viabi-
lity even against satisfactory cell adhesion. Discussion. Non-woven matrices based on PHBV/PCL and modifi ed 
using 4,7,10-trioxa-1,13-tridecanediamine showed better results in case of adhesion of HUVEC and subsequent 
preservation of cell viability and proliferation. RGD-containing peptides of RGDK and c [RGDFK] were more 
tropic to endothelial cell receptors.
Key words: tissue engineering, biodegradable polymers, vascular grafts, surface modifi cation, 
RGD peptides, endothelial cells.
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точной адгезии, присутствующий на многих белках 
внеклеточного матрикса (к примеру, фибронектин, 
ламинин, витронектин, фибриноген, фактор фон 
Виллебранда и остеопонтин) [3]. Данная последо-
вательность является одним из ключевых лигандов 
для интегринов – рецепторов, которые ответственны 
за клеточную адгезию, миграцию, пролиферацию, 
дифференцировку и выживание [4]. В сравнении с 
белками биоактивные RGD-содержащие пептиды 
обладают более простой структурой и более высокой 
химической стабильностью [2].

Положительный эффект RGD-пептидов на жизне-
способность клеток на пленках из PCL был впервые 
показан Gabriel с соавторами [5]. Ковалентная им-
мобилизация RGD-пептидов на поверхностях PCL 
привела к 11-кратному повышению адгезии эндоте-
лиальных клеток в сравнении с поверхностями, не 
содержащими RGD [5]. Данные результаты были да-
лее подтверждены на других клеточных линиях [6]. 
В настоящее время в литературе описано исполь-
зование широкого спектра пептидов, содержащих 
RGD-фрагмент [7], однако какое-либо обоснование 
большей предпочтительности к структуре того или 
иного пептида в литературе отсутствует.

Ранее было показано, что на эффективность при-
крепления фибробластов Swiss 3T3 к поверхности 
золота, модифицированного гидрофобными моле-
кулами, напрямую влияет длина линкерных групп, 
связывающих RGD-пептид с поверхностью. Луч-
шие результаты были получены при использовании 
наи более протяженных линкерных групп (гекса эти-
лен гли коль, содержащий 21 атом в линкерной груп-
пе) [8]. Результаты проведенных исследований пока-
зали, что длина спейсерной группы (полиглициновая 
линкерная группа) достоверно влияет на адгезию и 
пролиферацию фибробластов в двухмерном и трех-
мерном матриксах на основе альгинатных гелей. Ус-
тановлено, что эффективность адгезии значительно 
возрастает с увеличением длины линкерной группы 
до 6 глициновых звеньев (18 атомов в линкерной 
группе). Дальнейшее увеличение числа остатков гли-
цина (6–20) практически не приводит к дальнейшему 
увеличению эффективности адгезии [9].

Таким образом, несмотря на ограниченное чис-
ло литературных данных, можно предположить, что 
на био совместимость полимерных матриксов может 
значимо влиять протяженность линкерной группы и 
структура RGD-пептида.

Цель работы – определить оптимальный способ 
модифицирования RGD-пептидами нетканых мат-
риксов PHBV/PCL, повышающий адгезию, жиз-
неспособность и пролиферацию эндотелиальных 
клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Изготовление полимерных матриксов 
PHBV/PCL

Труб чатые полимерные матриксы диаметром 4 мм 
изготовлены методом электроспиннинга на приборе 
Nanon-01A (MECC CO, Япония) из композиции по-
лимеров полигидроксибутирата/валерата (PHBV) с 
процентным содержанием валерата до 10% (Sigma 
Aldrich, США) и поликапролактона (PCL) молеку-
лярной массой 80 000 kDa (Sigma Aldrich, США). 
В качестве растворителя использовали неполярный 
органический растворитель хлороформ ХЧ (Вектон, 
Россия). Соотношение полимеров в растворе 1:2.

Определение оптимального времени 
первичной модификации поверхности 
аминогруппами

В работе использовали: 4,7,10-триокса-1,13-три-
декандиамин, гексаметилендиамин, глутаровый аль-
дегид, нингидрин, аскорбиновую кислоту (Sigma-
Aldrich, США), циклический пептид c[RGDFK], 
RGDK, AhRGD (НаноТех-С, Россия).

Полимерные трубчатые каркасы PHBV/PCL об-
рабатывали 10% раствором амина (гексаметилен-
диамин (амин 1) или 4,7,10-триокса-1,13-тридекан-
диамина (амин 2) в смеси изопропанола и воды 1 : 1 
при 37 °С в течение 10, 30 и 60 мин. Здесь и при 
дальнейших обработках каждый матрикс находился в 
отдельном реакторе объемом 15 мл в горизонтальном 
положении при постоянном покачивании.

Далее матриксы PHBV/PCL последовательно про-
мывали 3-кратным объемом реактора смесью изо про-
па нола и воды 1 : 1, водой, 0,1% раствором тритон 
Х-100, водой.

Методика определения степени 
модифицирования трубчатых матриксов 
диаминами [10]

Образцы полученных графтов длиной 1 см по-
мещали в пробирки на 1,5 мл и обрабатывали 1 мл 
1% раствора нингидрина в этаноле в присутствии 
20 мкл 0,05% аскорбиновой кислоты. Реакцию про-
водили при 80 °С в течение 30 мин, графты тща-
тельно промывали этанолом, сушили, растворяли в 
500 мкл хлороформа. К полученному раствору добав-
ляли 500 мкл изопропанола и измеряли оптическую 
плотность (L = 1 cм) при длине волны 568 нм.

Для обоих аминов был построен калибровочный 
график зависимости поглощения от концентрации. 
В результате проведенных измерений было рассчи-
тано количество аминогрупп на поверхности:

С = DV/εLS,
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где С – количество (моль) аминогрупп на 1 см2; 
D – усредненное значение оптической плотности, 
полученное из трех экспериментов; V – объем ана-
лизируемого раствора в литрах (10–3); ε – молярный 
коэффициент поглощения, рассчитанный из калиб-
ровочных графиков, равный 9810 Л/Моль × см; L – 
толщина оптической кюветы (1 см); S – площадь 
в см2 образца, взятого для исследования (d графта 
0,4 см, l – 1 см, S = 1,26).

Модифицирование матриксов PHBV/PCL 
RGD-пептидами

Полимерные трубчатые каркасы PHBV/PCL обра-
батывали 10% раствором амина 1 в течение 60 мин 
либо 10% раствором амина 2 в течение 30 мин, как 
описано выше. После последней промывки матриксы 
обрабатывали 2% раствором глутарового альдегида в 
воде в течение 3 ч при 24 °С, промывали 3-кратным 
объемом воды, затем помещали в растворы 0,2 мг/
мл пептида (RGDK – пептид 1, AhRGD – пептид 2, 
циклический пептид c[RGDFK] – пептид 3) в 50 мМ 
карбонатном буфере (рН = 8,5), содержащем 2,5 мМ 
цианоборгидрид натрия, и выдерживали в течение 
4 ч при 24 °С. После присоединения пептида графты 
промывали 3-кратным объемом реактора 0,1% рас-
твором тритон Х-100 и водой.

Методика определения наличия 
аргинин-содержащего пептида [11, 12]

К 1 см2 образца графта добавляли раствор 0,5 мл 
α-нафтола (0,01% раствор в 95% этиловом спирте, 
5% мочевины). После равномерного смачивания об-
разцов в раствор добавляли 50 мкл раствора NaOH 
в спирте. Через 5 минут в реакционные смеси было 
добавлено по 0,5 мл раствора брома (2% раствор в 
8% водном растворе NaOH). Образец инкубировали 
12 ч при комнатной температуре. Окрашивание об-
разца в оранжево-красный цвет свидетельствовало о 
наличии гуанидиниевой группы аргинина.

Сканирующая электронная микроскопия 
поверхности матриксов до и после 
модифицирования RGD-пептидами

Внутренняя поверхность нетканых трубчатых 
каркасов PHBV/PCL площадью 0,5 × 0,5 мм, не мо-
дифицированных и модифицированных RGD-пепти-
дами (n = 5 в каждой группе), была изучена на ска-
нирующем электронном микроскопе Hitachi S-3400N 
(Hitachi, Япония) с напылением золотом и палладием 
(Quorum Technologies) и образованием проводящего 
покрытия 30 нм.

Иccледование адгезии, жизнеспособности 
и пролиферации HUVEC, культивируемых 
на модифицированных RGD-матриксах 
PHBV/PCL

Для культивирования клеток на внутренней по-
верхности матриксов трубчатые каркасы переводили 
в формат 2D путем разрезания вдоль длины.

Эндотелиальные клетки из пупочной вены чело-
века (human umbilical vein endothelial cells, HUVEC) 
выделяли согласно адаптированному протоколу 
Jaffe с соавторами [13]. Последующее культивиро-
вание клеток проводили с использованием наборов 
Endothelial Cell Culture Medium Kit (BD Bioscience). 
В эксперименте использовали культуру HUVEC 
4-го пассажа. Образцы стерильных матриксов с и 
без RGD-пептидов (n = 5 для каждой группы в трех 
дублях) с помощью 0,6% раствора агарозы (Helicon, 
США) фиксировали на дно стерильных 24-луночных 
культуральных планшетов. На образцы матриксов 
вносили по 2,5 × 105 клеток и культивировали в те-
чение 7 суток.

Абсолютное количество клеток на 1 мм2 поверх-
ности и относительное содержание погибших клеток 
на матриксах оценивали с помощью флуоресцентной 
микроскопии на инвертированном микроскопе Axio 
Observer Z1 (Carl Zeiss, Германия), предварительно 
окрашивая клетки на матриксах ядерными красите-
лями этидиумом бромидом (Sigma Aldrich, США) 
0,03 мг/мл (оранжевое окрашивание ядер погибших 
клеток) и Hoechst 33342 ( Sigma Aldrich, США) 2 мкг/
мл (синее окрашивание ядер всех адгезированных 
клеток). Красители вносили на образцы за 3 минуты 
до микроскопии.

Оценку пролиферативной активности адгези-
рованных клеток проводили с помощью набора 
Click-iTTM Plus EdU Alexa FluorTM 488 Imaging 
Kit (№ C10637, Thermo Fisher Scientifi c Inc, США) 
согласно инструкции производителя. Анализ основан 
на включении EdU (5-этинил-2,-дезоксиуридин) в 
состав ДНК во время активного синтеза и последу-
ющей реакции с флуоресцентной меткой Alexa Fluor 
488. Оценка флуоресцентного сигнала проведена на 
конфокальном лазерном сканирующем микроскопе 
LSM 700 (Carl Zeiss, Германия). Ядра клеток, нахо-
дящихся в стадии активного деления, приобретали 
зеленое свечение. Культуру докрашивали ядерным 
красителем Dapi (Sigma Aldrich, США) в количестве 
10 мкг/мл (синее свечение ядер всех адгезированных 
клеток) для определения общего количества адге-
зированных к поверхности клеток. Подсчет клеток 
осуществляли с помощью программы Image J 1.38 
software (National Institutes of Heath, Bethesda, США) 
в 10 различных полях зрения при увеличении ×200 
с последующим пересчетом на 1 мм2 изучаемой по-
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верхности. Исследования проведены на 10 случайно 
выбранных полях зрения в образцах каждой группы.

Относительное количество пролиферирующих 
клеток высчитывали по формуле: абс. кол-во проли-
ферирующих клеток · 100% / абс. кол-во всех адге-
зированных клеток.

Статистическая обработка данных
Полученные данные обработаны с использовани-

ем программы STATISTICA 6.0. Достоверность раз-
личий определена с помощью непараметрического 
критерия Манна–Уитни для несвязных пар. Различия 
между группами принимали статистически значи-
мыми при р < 0,05. Также была применена поправка 
Бонферрони на множественные сравнения. Данные 
представлены в виде медианы (Ме) и 25% и 75% 
процентилей.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Модифицирование поверхности нетканых мат-

риксов PHBV/PCL пептидами, содержащими RGD-
фрагмент, проводили в два этапа, согласно схеме, 
приведенной на рис. 1. На первом этапе был осу-
ществлен частичный аминолиз сложноэфирных 
связей материала графта под действием диаминов. 
На втором этапе проведено введение RGD-пептида 
посредством кросс-сшивающего реагента.

С целью увеличения доступности RGD-пептида 
для рецепторов клеток при модифицировании был 
использован протяженный гидрофильный 4,7,10-три-
окса-1,13-тридекандиамин (рис. 1, общее число ато-

мов в линкерной группе 20) и гексаметилендиамин, 
широко описанный в литературе (общее число ато-
мов в линкерной группе 13). Структура пептидов, 
использованных в работе, также приведена на рис. 1.

Выявлено, что степень первичного модифициро-
вания поверхности возрастала с увеличением време-
ни обработки диаминами. Плотность модифицирова-
ния графтов составила 5,8–8,6 нМ/см2 поверхности 
в зависимости от условий обработки. Полученные 
результаты согласуются с литературными данными 
(7,9 × 10–9 моль/см2), полученными для модифици-
рования поликапролактона [5]. В табл. 1 приведены 
значения количества аминогрупп на 1 см2 поверх-
ности в зависимости от времени обработки. На ос-
новании полученных результатов для дальнейших 
экспериментов было выбрано следующее время мо-
дифицирования: 60 мин – для гексаметилендиамина 
и 30 мин – для 4,7,10-триокса-1,13-тридекандиамина.

На второй стадии осуществляли модифициро-
вание поверхности графтов RGD-пептидами по-
сред ством глутарового альдегида с последующей 
обработкой цианоборгидридом натрия. В случае пеп-
тидов 1 и 3 присоединение к полимеру происходило 
через ε-аминогруппу лизина, а в случае пептида 2 – 
через аминогруппу 6-аминогексановой кислоты.

Наличие пептидов на полимерной поверхности 
подтверждено с использованием теста Сакагучи 
на наличие аргинина [11, 12]. Окраска образца не 
исчезала после промывки, что свидетельствовало о 
ковалентной пришивке пептида. Контрольный об-
разец, не содержащий RGD-пептида, окрашивался 

Рис. 1. Схема модифицирования нетканых матриксов PHBV/PCL пептидами, содержащими RGD-фрагмент. Ah – 
6-аминогексановая кислота

Fig. 1. A scheme for the modifi cation of non-woven matrices of PHBV/PCL peptides containing the RGD fragment. Ah is 
6-aminohexanoic acid
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в светло-желтый цвет, окраска образца исчезала при 
промывках.

Таким образом, получено 6 образцов полимерных 
матриксов, отличавшихся структурой пептида, содер-
жащего RGD-фрагмент, и линкерной группой, соеди-
няющей поверхность графта с пептидом (табл. 2).

При проведении сканирующей электронной 
микроскопии выявлено, что нетканые матриксы на 
основе PHBV/PCL, как не модифицированные, так 
и модифицированные RGD, обладали однородной 
высокопористой структурой, образованной хаотично 
расположенными изогнутыми нитями (рис. 2).

Модифицирование с использованием различных 
линкеров и RGD-пептидов не приводило к досто-
верным структурным изменениям поверхности мат-
риксов.

Однако в отличие от немодифицированных образ-
цов матриксы, конъюгированные с RGD-пептидами, 
имели выпуклости на нитях полимера, хорошо замет-
ные при большом увеличении. Данные неровности 
предположительно и являются RGD-пептидами, им-
мобилизованными на поверхности.

На немодифицированных нетканых матриксах от-
сутствовала адгезия и пролиферация HUVEC, что 
обусловлено отсутствием сайтов клеточной адгезии, 
являющихся обязательными для адгезии HUVEC.

Проведенное модифицирование матриксов 
RGD-пептидами различной структуры обеспечило 
присутствие на полимерной поверхности сайтов 
клеточной адгезии. На всех представленных видах 
модифицированных матриксов процесс адгезии 
HUVEC протекал со схожей динамикой (рис. 3).

По количеству адгезированных клеток в порядке 
убывания матриксы расположились следующим об-

разом: RGD3: 70,6 (41,2; 79,4) > RGD5: 64,7 (52,9; 
94,1) > RGD6: 58,8 (38,2; 132,4) > RGD1: 50,0 (44,1; 
88,3) > RGD4: 47,1 (20,6; 67,6) > RGD2: 41,2 (29,4; 
100,0). Статистически значимых отличий по обще-
му количеству клеток на 1 мм2 между группами не 
установлено.

В соответствии с количеством погибших клеток 
на 1 мм2 модифицированные матриксы выстроились 
иначе: RGD4: 29,4 (14,7; 52,9) > RGD6: 29,4 (17,6; 
44,1) > RGD1: 23,5 (11,8; 70,6)) > RGD3: 23,5 (17,6; 
29,4) > RGD2: 11,8 (0,0; 20,6) > RGD5: 5,9 (0,0; 32,4). 
Абсолютное количество погибших клеток в группе 
RGD2 было статистически значимо ниже в сравне-
нии с показателями групп RGD4 (р = 0,04) и RGD6 
(р = 0,02).

При оценке относительного количества жизнеспо-
собных и погибших клеток при различных вариантах 
модифицирования матриксов RGD-пептидами выяв-
лено, что по динамике данных показателей матриксы 
можно разделить на 2 группы (рис. 4).

В первой группе матриксов (RGD1, RGD3, RGD5) 
отмечено более 50% жизнеспособных клеток (диапа-
зон от 53 до 84%). Во второй группе (RGD2, RGD4, 
RGD6), наоборот, более 50% погибших клеток (диа-
пазон от 54 до 77%).

На матриксах RGD1, RGD3 и RGD4 выявлено 
наи большее относительное число пролиферирую-
щих клеток: 10,0 (6,9; 12,5)%, 10,7 (0,0; 20,0)% и 11,1 
(7,1; 23,1)% соответственно (рис. 5, 6).

Относительное число пролиферирующих кле-
ток на поверхности модификации RGD6 составило 
5,0 (0,0; 22,2)%. Наименьшее относительное число 
пролиферирующих клеток оказалось на матриксах 

Таблица 1
Количество аминогрупп на 1 см2 поверхности в зависимости от времени обработки полимерных 

каркасов PHBV/PCL
The number of amino groups per 1 cm2 of surface, depending on the time of treatment of the polymeric 

scaffolds PHBV/PCL 
Время (мин) Количество аминогрупп на см2

Гексаметилендиамин 4,7,10-триокса-1,13-тридекандиамин
10 5,0 × 10–9 5,8 × 10–9

30 6,2 × 10–9 8,2 × 10–9

60 8,9 × 10–9 8,0 × 10–9

Таблица 2
Образцы полимерных графтов, полученные в ходе проведенного модифицирования

Samples of polymeric grafts obtained during the modifi cation
Пептид 1 (RGD K) Пептид 2 (AhRGD) Пептид 3 (c[RGDFK])

4,7,10-триокса-1,13-тридекандиамин
амин 2

RGD 1 RGD 2 RGD 3

Гексаметилендиамин
Амин 1

RGD 4 RGD 5 RGD 6
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Рис. 2. Сканирующая электронная микроскопия поверхности нетканых матриксов PHBV/PCL с и без RGD

Fig. 2. Scanning electron microscopy of the surface of non-woven matrices PHBV/PCL with and without RGD
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Рис. 3. Абсолютное количество адгезированных и погибших HUVEC на поверхности нетканых матриксов PHBV/
PCL/RGD. * – p < 0,05 относительно значений RGD4 и RGD6

Fig. 3. Absolute amount of adhesion and death of HUVEC on the surface of non-woven matrices PHBV/PCL/RGD. 
* – p < 0.05 with respect to the values of RGD4 and RGD6

Рис. 4. Относительное количество жизнеспособных и погибших клеток на поверхности нетканых матриксов PHBV/
PCL/RGD. * – p < 0,05, # – p < 0,05 относительно значений RGD4

Fig. 4. The relative number of viable and dead cells on the surface of non-woven matrices PHBV/PCL/RGD. * – p < 0.05, 
# – p < 0.05 with respect to the values of RGD4

Рис. 5. Относительное число пролиферирующих клеток на поверхности нетканых матриксов PHBV/PCL/RGD

Fig. 5. Relative number of proliferating cells on the surface of non-woven matrices PHBV/PCL/RGD
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Рис. 6. Конфокальная лазерная микроскопия клеток на матриксах с RGD, предварительно окрашенных набором на 
пролиферацию Click-iTTM Plus EdU Alexa Fluor TM 488 Imaging Kit (синее свечение – ядра всех адгезированных 
клеток, зеленое свечение – ядра пролиферирующих клеток). ×200

Fig. 6. Confocal laser microscopy of cells on RGD matrices pre-stained with Click-iTTM Plus EdU Alexa Fluor TM 488 
Imaging Kit (blue glow is the nuclei of all adherent cells, green glow is the nucleus of proliferating cells). ×200
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RGD2 и RGD5: 1,7 (1,1; 13,3) % и 1,4 (0,6; 11,1) % 
соответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящем исследовании нетканые матриксы на 

основе PHBV/PCL, модифицированные различными 
пептидами, содержащими RGD-фрагмент, и линкера-
ми, по сути, составляют пары, поверхность которых 
модифицирована одной разновидностью пептида, но 
с использованием разных линкеров (аминов). RGD1–
RGD4: пептид RGDK, пришитый с использованием 
амина 2 или 1 соответственно. RGD2–RGD5: пеп-
тид AhRGD, пришитый с использованием амина 2 
или 1 соответственно. RGD3–RGD6: циклический 
пептид c[RGDFK], пришитый с использованием 
амина 2 или 1. Предполагалось, что длинный лин-
кер 4,7,10-триокса-1,13-тридекандиамин H2(CH2)3

O(CH2)2O(CH2)2O(CH2)3NH2 (амин 2) будет лучше 
способствовать представлению сцепленного с ним 
RGD-пептида для взаимодействия с клеточными 
рецепторами.

Полученные результаты указали на большую био-
доступность и активность содержащих RGD-фраг-
мент пептидов, связанных с полимерной поверх-
ностью матриксов PHBV/PCL посредством амина 2. 
Более высокая клеточная адгезия, жизнеспособность 
и пролиферация отмечены на поверхности матриксов 
RGD1 и RGD3, тогда как их парные аналоги RGD4 
и RGD6 с коротким линкером (амин 1) демонстри-
ровали низкие результаты клеточной жизнеспособ-
ности даже на фоне удовлетворительной клеточной 
адгезии, что можно связать с недостаточной длиной 
амина 1. При этом высокая пролиферация эндоте-
лиальных клеток на поверхности матриксов RGD4 
может быть обусловлена эффективной тропностью 
к эндотелиальным клеткам выбранной конфигура-
ции самого пептида RGD. Таким образом, в паре 
RGD1–RGD4 эффективным явилось использование 
линкера 2, а выбранный RGD-пептид конфигура-
ции RGDK обладал высокой тропностью к эндоте-
лиальным клеткам. В паре RGD3–RGD6 клеточная 
адгезия, жизнеспособность и пролиферация были 
достоверно выше на RGD3, тогда как на поверхности 
RGD6 превалировали мертвые клетки и была сниже-
на пролиферация эндотелиальных клеток.

Неудовлетворительные результаты клеточной ад-
гезии, жизнеспособности и пролиферации получены 
в паре RGD2–RGD5. Использование пептида конфи-
гурации AhRGD не приводило к пролиферации эндо-
телиальных клеток в процессе их жизнедеятельности 
на поверхности матриксов RGD2 и RGD5, а смена 
линкера на амин 2 и вовсе способствовала клеточной 
гибели, и как следствие, значимому снижению числа 
адгезированных к поверхности RGD2 эндотелиоци-
тов спустя 7 суток культивирования.

Исходя из полученных данных, можно сделать 
однозначный вывод о влиянии других аминокислот-
ных остатков в структуре RGD пептида на адгезию, 
жизнеспособность и пролиферацию клеток. В част-
ности, выигрышные результаты наблюдали в случае 
наличия в структуре пептида молекулы лизина. При 
этом наилучшими оказались условия, когда остаток 
лизина (или точка присоединения пептида к лин-
керной группе) удален от остатка аргинина. Однако 
сравнению были подвергнуты всего три пептида, 
поэтому для опреде ления оптимального строения 
пептида необходимы дальнейшие исследования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, нетканые матриксы на основе 

PHBV/PCL, модифицирование поверхности которых 
проведено с использованием амина 2 (4,7,10-триок-
са-1,13-тридекандиамин NH2(CH2)3O(CH2)2O(CH2)2

O(CH2)3NH2), демонстрировали лучшие результаты 
в плане адгезии HUVEC и последующего сохране-
ния клеточной жизнеспособности и пролиферации, а 
RGD-содержащие пептиды RGDK и c[RGDFK] были 
более тропны к рецепторам эндотелиальных клеток.

Полученные результаты демонстрируют при-
годность модифицирования пептидами RGDK или 
c[RGDFK] поверхности любых изделий, использу-
емых для нужд сердечно-сосудистой хирургии, в 
случае необходимости их скорейшей эндотелизации.
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