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Разработки протезов сосудов малого диаметра показали, что модифицирующее

покрытие, сохраняющее эндотелиальный слой в условиях пульсирующего пото-

ка, препятствует тромбообразованию и определяет исход имплантации. Для

улучшения адгезии эндотелиальных клеток в качестве покрытия используют раз-

личные белки внеклеточного матрикса (коллаген, фибронектин, фибрин), кото-

рые требуют сравнения. Цель работы заключалась в поиске наиболее эффектив-

ного покрытия белками внеклеточного матрикса, поддерживающего биологиче-

скую функциональность и сохраняющего эндотелиальный слой в условиях

пульсирующего потока. Методы исследования: матрицы и графты изготавливали

из поли(3-гидроксибутирата-ко-3-гидроксивалерата) и поли(ε-капролактонона)

методом электроспиннинга, модифицировали коллагеном 1-го типа, фибронек-

тином и фибрином. Образцы заселяли культурой колониеформирующих эндоте-

лиальных клеток (КФЭК). Выполнено два блока исследований: в статике и в ди-

намике. В статических условиях, после 3 дней инкубации КФЭК на поверхности

образцов, изучали их биологические характеристики: жизнеспособность, мета-

болическую и пролиферативную активность клеток, адгезионные свойства по

площади, занимаемой белком фокальной адгезии паксиллином. Удержание кле-

ток оценивали сравнением плотности клеток на внутренней поверхности сосу-

дистых графтов диаметром 4 мм в условиях пульсирующего потока и в статике

через 7 суток инкубации. Было найдено, что в статических условиях метаболиче-

ская активность, жизнеспособность, количество и пролиферативная активность

КФЭК, а также площадь, занимаемая белком фокальной адгезии паксиллином,

на матрицах, покрытых фибрином, были выше, чем на коллагене и фибронекти-

не. Плотность КФЭК (кл/мм2) на внутренней поверхности графтов с фибрино-

вым покрытием не различалась в статических и динамических условиях. На об-

разцах с коллагеном и фибронектином в условиях пульсирующего потока плот-

ность клеток была в 2 раза меньше, чем при статической инкубации.

Заключение. Фибрин продемонстрировал высокую биологическую активность,

адгезионные свойства и сохранение эндотелиального слоя в статике и в условиях

пульсирующего потока по сравнению с коллагеном и фибронектином. Покры-

тие фибрином является вариантом выбора при модифицировании внутренней

поверхности сосудистых протезов.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время на рынке отсутствуют эффективные протезы для замещения

сосудов малого диаметра (<6 мм). Ученые всего мира ведут активный поиск улуч-

шенных материалов и покрытий для создания протезов сосудов малого диаметра,

удовлетворяющих требованиям кардиохирургов. Основными причинами несосто-

ятельности имплантированных сосудистых протезов малого диаметра является их

окклюзия как в раннем, так и отсроченном периоде вследствие тромбообразования

или гиперплазии неоинтимы [1]. Наиболее перспективные варианты получения

функционального и тромборезистентного протеза связаны с формированием эн-

дотелиального слоя на внутренней поверхности перед имплантацией [2, 3]. Эндо-

телиальные клетки (ЭК) в условиях естественного кровотока подвергаются ком-

плексному механическому воздействию. Исследователи отмечают, что ЭК, засе-

ленные на синтетический каркас в статических условиях, после имплантации в

кровоток более чем на 50–70% смываются током крови в течение первого часа, и

этот процесс усиливается при повышении напряжения сдвига [4, 5]. В результате

на оголенные участки протеза немедленно осаждаются белки плазмы, активируют-

ся тромбоциты, факторы свертывания, запускается каскад тромбообразования.

Поэтому способность материала или модифицирующего покрытия удерживать ЭК

в кровотоке и сохранять их функциональность, является важнейшим условием,

определяющим успех будущей имплантации.

Для повышения биомиметических свойств сосудистых протезов используют по-

крытия на основе адгезионных белков внеклеточного матрикса (БВМ), среди них

наиболее популярны коллаген [6], фибронектин [7, 8] и фибрин [9, 10]. В адгезии

эндотелиоцитов к БВМ участвуют различные рецепторы, которые отличаются

сродством и силой сцепления с поверхностью, что отражается на жизнедеятельно-

сти и эффективности удержания клеток в кровотоке. Сравнительная оценка био-

логических и адгезионных свойств различных БВМ для ЭК поможет выбрать наи-

более перспективный вариант для модифицирования поверхности каркасных ма-

териалов, подверженных пульсирующему току крови.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Проведено два блока экспериментов. Первый блок выполняли в статических

условиях на плоской поверхности с целью предварительной оценки жизнедеятель-

ности ЭК и адгезионных свойств различных покрытий (коллаген, фибронектин и

фибрин). Второй блок – в динамических условиях на заселенной клетками внут-

ренней поверхности модифицированных сосудистых протезов, встроенных в пуль-

сирующий поток. Сравнивали с аналогичными заселенными протезами при стати-

ческом культивировании.

Изготовление каркасных матриц и протезов сосудов методом электроспиннинга
Для формирования полимерного матрикса использовали штифт ∅8 мм, для кар-

каса сосудистого протеза ∅4 мм. Композицию полимеров 5% поли(3-гидроксибу-

тирата-ко-3-гидроксивалерата) (ПГБВ, Sigma-Aldrich, США) и 10% поли(ε-капро-

лактонона) (ПКЛ, Sigma-Aldrich, США) растворяли в хлороформе (Вектон, Рос-

сия). Электроспиннинг выполняли на аппарате Nanon-01A (MECC, Япония) при

следующих параметрах: напряжение на конце иглы – 23 кВ, скорость подачи рас-

Список сокращений: КФЭК – колониеформирующие эндотелиальные клетки; ЭК – эндотелиальные
клетки; БВМ – белки внеклеточного матрикс; ПГБВ – поли(3-гидроксибутирата-ко-3-гидроксивале-
рата); ПКЛ – поли(ε-капролактонона); ФСБ – фосфатно-солевой буфер; ФБС – фетальная бычья сы-
воротка.
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твора – 0.5 мл/ч, скорость вращения намоточного коллектора – 200 об./мин, рас-

стояние до намоточного коллектора – 15 см. Готовые образцы снимали со штиф-

тов и подготавливали к экспериментам.

В первом блоке экспериментов использовали плоские полимерные матрицы.

Для этого трубку диметром 8 мм разрезали вдоль, раскрывали, вырезали по размеру

дна лунки 24-луночного планшета и помещали в лунки внутренней поверхностью

вверх.

Второй блок исследований выполняли на трубчатых полимерных каркасах, ко-

торые были сформированы на штифте 4 мм, после извлечения штифта и обрезки

краев образцы имели внутренний диаметр 4 мм и длину 70 мм.

Получение фибриновой матрицы

Фибриноген выделяли методом этаноловой криопреципитации. Для этого в

пробирки с цитратной плазмой донора медленно при постоянном перемешивании

добавляли раствор 16%-ного этанола на Hepes-буфере (рН 7.4) (Gibco, США) и по-

мещали в шейкер на 1 ч при температуре 0–4°С. Пробирки центрифугировали

25 мин при 1000 g в условиях охлаждения до 4оС. Супернатант удаляли и преципи-

тат растворяли в Hepes-буфере. Концентрацию фибриногена в преципитате дово-

дили Hepes-буфером до 60 мг/мл. Полимеризацию фибриногена проводили с по-

мощью 0.2% СаСl2, смешивая преципитат и раствор CaCl2 в соотношении 1 : 1.

Модифицирование образцов

Образцы матриц ПГБВ/ПКЛ покрывали коллагеном, фибронектином и фибрином.

Для коллагенизации использовали бычий коллаген I типа 50 мкг/мл (Gibco,

США) в растворе 0.02 М уксусной кислоты, который вносили по 2 мл на лунку с

образцом, инкубировали 1 ч при комнатной температуре. По окончании инкубации

содержимое лунки удаляли и промывали 3 раза фосфатно-солевым буфером (ФСБ)

(Gibco, США).

Образцы покрывали фибронектином плазмы человека 50 мкг/мл (Sigma Aldrich,

США) в ФСБ, который вносили по 1 мл в лунки с образцами, инкубировали 1 ч

при комнатной температуре, далее удаляли содержимое лунок. Покрытие образцов

фибрином выполняли по описанному ранее протоколу, для этого в каждую лунку с

образцом вносили по 0.5 мл смеси преципитата и CaCl2 и оставляли для полимери-

зации на 1 ч. В качестве группы сравнения использовали немодифицированные

образцы ПГБВ/ПКЛ. Положительным контролем служили лунки 6-луночного

планшета без матриксов, которые заселяли и культивировали аналогично экспери-

ментальным образцам.

Культура эндотелиальных клеток

Для выполнения исследования была выбрана культура колониеформирующих

эндотелиальных клеток человека (КФЭК) 5-го пассажа, выделенная и протестиро-

ванная в собственной лаборатории Научно-исследовательского института Ком-

плексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний [11]. Клетки заселяли на мат-

рицы и культивировали в полной питательной среде EGM-2 (Lonza, Швейцария),

содержащей комплекс ростовых факторов, биологически активных веществ и 5%-ную

фетальную бычью сыворотку (ФБС) (Thermo Fisher Scientific, США) в условиях

CO2-инкубатора при 37°C и 5% СО2.
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Исследования в статике
На дно лунки 12-луночного планшета с помощью агарозы фиксировали образцы

матриц, заселяли КФЭК по 4 × 104 клеток на лунку и культивировали 72 ч в полной

питательной среде EGM-2 с добавлением 5% ФБС. В качестве контроля использо-

вали заселенные лунки 12-луночного планшета без матриксов, которые культиви-

ровали в аналогичных условиях.

Оценка биологических свойств матриксов
По окончании инкубации оценивали жизнеспособность клеток с помощью флу-

оресцентной микроскопии (n = 3 для каждого типа матриц), пролиферативную ак-

тивность методом конфокальной флуоресцентной микроскопии (n = 3), метаболи-

ческую активность колориметрическим методом (n = 6).

Метаболическая активность эндотелиальных клеток на поверхности матриц
Метаболическую активность оценивали колориметрическим методом с исполь-

зованием набора Cell Cytotoxicity Assay Kit – Colorimetric (Abcam, Англия). В лунки

с образцами вносили реактив в рабочей концентрации 1 : 5 с культуральной сре-

дой, инкубировали 3 ч при 37°С. После этого по 200 мкл реактива из лунок с образ-

цами переносили в лунки 96-луночного планшета и измеряли оптическую плот-

ность на двух длинах волн 570 и 605 нм с помощью спектрофотометра Multiskan Sky

(Thermo Fisher Scientific, США). Метаболическую активность клеток в условных

единицах (УЕ) рассчитывали по формуле:

R – отношение оптической плотности (ОП) при длине волны 570 нм к ОП при

длине волны 605 нм (ОП570/ОП605), оп – опытный образец, 0 – “нулевая” проба

без клеток, содержащая реактив в рабочей концентрации, предназначена для выче-

та фонового окрашивания.

Жизнеспособность эндотелиальных клеток на поверхности фибриновых матриц
Клетки окрашивали ядерным флуоресцентным красителем Hoechst 33342 в кон-

центрации 10 мкг/мл (Sigma Aldrich, США) в течение 10 мин, далее, для детекции

ядер мертвых клеток проводили дополнительное окрашивание бромистым этиди-

ем в концентрации 30 мкг/мл (Sigma Aldrich, США) в течение 1 мин. Подсчет кле-

ток на образцах и культуральном пластике производили на инвертированном флу-

оресцентном микроскопе Axio Observer Z1 (Carl Zeiss, Германия) с 10 случайных

полей зрения с каждого образцает клеток с поля зрения на S = 1 мм2. Количество жи-

вых клеток определяли вычитанием количества мертвых клеток из общего количе-

ства клеток.

где ЖК – жизнеспособность клеток %, АЖ – абсолютное количество живых кле-

ток, АВ – абсолютное количество всех клеток.

Пролиферативная активность эндотелиальных клеток
Пролиферативную активность клеток оценивали с использованием набора

Click-iT™ Plus EdU Cell Proliferation Kit for Imaging (Thermo Fisher Scientific, США).

Клетки инкубировали с EdU-реагентом в течение 16 ч, далее окрашивали в соот-

ветствии с инструкцией производителя. После окончания процедуры ядра клеток

( ) = − оп 0Метаб. активность   УЕ   ,R R

( ) = ×ЖК %  АЖ АВ 100%,
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контрастировали красителем DAPI 10 мкг/мл (Sigma Aldrich, США) в течение 30 мин.

Препараты анализировали с помощью сканирующего конфокального микроскопа

LSM700 (Carl Zeiss, Германия). Оценивали 10 случайно выбранных полей зрения с

каждого образца при увеличении ×20, по 2 образца для каждого типа полимера.

Количественный анализ изображений осуществляли в программе ImageJ (National

Institutes of Health, Бетесда, США), подсчитывали общее количество и количество

пролиферирующих клеток в поле зрения.

ОП – относительное количество пролиферирующих клеток, ПК – количество

пролиферирующих клеток в поле зрения, ОК – общее количество клеток в поле

зрения.

Исследование адгезионных свойств образцов
Адгезионный свойства оценивали по площади, занимаемой белком фокальной

адгезии паксиллином. Для этого подготовленные образцы фиксировали 10 мин 4%-

ным параформальдегидом, пермеабилизировали в растворе 0.1%-ного Triton Х-100 в

течение 15 мин, неспецифическое связывание блокировали внесением 1%-ного бы-

чьего сывороточного альбумина на ФСБ в течение 1 ч при комнатной температуре.

Далее образцы инкубировали с первичными антителами Recombinant Anti-Paxillin

1 : 200 (Аbcam, Англия) при 4°C в течение ночи, отмывали и инкубировали 1.5 ч со

вторичными антителами Donkey anti-Rabbit IgG (H+L) Highly Cross-Adsorbed Sec-

ondary Antibody Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific, США) 1 : 600 и Phalloidin

Alexa Fluor 568 (Invitrogen, США) 1 : 40. После повторного отмывания от несвязав-

шихся вторичных антител выполняли контрастирование ядер 10 мкг/мл DAPI

(4',6-Diamidino-2-Phenylindole Dihydrochlorid) (Sigma Aldrich, США) в течение

40 мин. Готовые образцы монтировали под покровные стекла в ProLong medium

(Life Technologies, США) и исследовали на конфокальном лазерном сканирующем

микроскопе LSM 700 (Zeiss, Германия).

Исследование в пульсирующем потоке
Подготовка сосудистых протезов и заселение в биореакторе

Полимерные сосудистые каркасы стерилизовали в этиленоксиде, затем прово-

дили модификацию внутренней поверхности в подготовленном растворе коллагена,

фибронектина и фибрина аналогично описанном выше протоколу (n = 3). Карка-

сы помещали на 6 ч в раствор фибронектина или коллагена, далее аккуратно про-

мывали ФСБ три раза с экспозицией 5 мин. Полимеризацию фибрином выполня-

ли путем пропитывания графта раствором преципитата с последующим коротким

погружением в 0.2%-ный раствор CaCl2. Ожидали окончательную полимеризацию

в течение 2 ч с последующей промывкой ФСБ.

Заселение конструкции эндотелиальными клетками и подключение к биореак-

тору

В подготовленные таким образом протезы вводили суспензию КФЭК в концен-

трации 5×105 клеток/мл, концы лигировали и далее помещали в полную питатель-

ную среду EGM-2 с 5% ФБС при 37°C и 5% СО2. Для равномерного расселения

клеток по поверхности выполняли медленную радиальную ротацию конструкции в

течение 18 ч, после чего проводили замену культуральной среды. Для создания

пульсирующего потока использовали насос Harvard Rodent Blood Pump model 1407

(Harvard Apparatus, США) с шаровыми клапанами, который имитирует работу же-

лудочков сердца.

= ×ОП % ПК ОК 100%,
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Интенсивность напряжения сдвига (τ) рассчитывали по формуле [12]

где μ – вязкость среды (P) (приравнивали к вязкости полной среды DMEM c высо-

ким содержанием глюкозы и 5% ФБС при 37°С, поскольку среды имели одинако-

вый состав критически важных компонентов, значимо влияющих на вязкость рас-

твора [13]), Q – скорость потока жидкости (мл/с), π – отношение длины окружно-

сти к ее диаметру, r – радиус протеза (см).

Для динамического культивирования заселенные сосудистые протезы подклю-

чали к системе (рис. 1) и в течение суток создавали напряжение сдвига 1.1 дин/см2:

объем выброса 0.3 мл, частота выброса – 20 уд/мин, скорость потока 0.8 мл/с, тем-

пература 37°C.

Затем постепенно увеличивали напряжение сдвига до 2.46 дин/см2: объем вы-

броса 0.7 мл, частота выброса – 20 уд/мин, скорость потока – 1.79 мл/с. В таком ре-

жиме культивировали еще 5 сут. Другую часть заселенных клетками протезов

оставляли в статических условиях на аналогичный промежуток времени с заменой

культуральной среды дважды в сутки. Общее время культивирования с ЭК соста-

вило 7 сут.

Детекция клеток на внутренней поверхности графтов
По окончании эксперимента проводили иммунофлуоресцентное окрашивание

внутренней поверхности протезов. Внутреннюю поверхность фиксировали 4%-ным

раствором параформальдегида в течение 10 мин, разрезали вдоль и фиксировали на

предметных стеклах внутренней поверхностью вверх. Клетки окрашивали на

CD144, фактор фон Виллебрандта (vWF). Перед окрашиванием образцы пермеаби-

лизировали 0.01%-ным раствором Triton X-100. Соответствующие антигены мети-

ли первичными антителами: Rabbit anti-CD144 (Abcam, Англия), Sheep anti-vWF –

FITC (Abcam, Англия), далее использовали вторичные антитела Donkey anti-Rabbit

μτ =
π 3

4
    ,

Q

r

Рис. 1. Схема эксперимента на удержание эндотелиальных клеток на внутренней поверхности протезов

в динамических (пульсирующий биореактор) и статических условиях. В СО2-инкубатор помещали кон-

тур биореактора, содержащий перфузионную камеру с заселенным клетками протезом, насос с шаро-

выми клапанами, резервуар для культуральной среды. В системе создавалось конечное напряжение

сдвига 2.46 дин/см
2
. Одновременно в статических условиях культивировали заселенный клетками протез.

CO2-incubator (37�C, 5% CO2)

Pulsative flow Static condition

Complete medium EGM-2Ball valve pump

Vascular prosthesisVascular prosthesis

Perfusion culture chamber
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IgG Highly Cross-Adsorbed – AF488 (Thermo Fisher Scientific, США). Образцы инку-

бировали с первичными антителами при 4°С в течение 16 ч, со вторичными – при

комнатной температуре в течение часа. Образцы отмывали и докрашивали DAPI

(Sigma, США). Готовые препараты заключали под стекло в ProLong (Life Technolo-

gies, США) и анализировали на конфокальном микроскопе LSM 700.

Дополнительно определяли плотность заселения поверхности протеза клетками.

На окрашенных DAPI препаратах подсчитывали количество ядер в поле зрения,

анализировали не менее 20 случайно выбранных полей зрения при увеличении ×20,

проводили пересчет на мм2 и результаты представляли кл/мм2.

Статистическая обработка данных
Статистическую и графическую обработку результатов выполняли в программе

GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Сан-Диего, Калифорния, США). Характер

распределения данных в выборках оценивали по критерию Колмогорова–Смир-

нова. Поскольку распределение отличалось от нормального, количественные дан-

ные представлены в виде медианы и квартилей (Q1, Ме, Q3). Достоверность разли-

чий между двумя независимыми группами оценивали с помощью U-критерия

Манна–Уитни. Сравнение между несколькими группами проводили по критерию

Краскела–Уоллиса. Различия считали статистически значимым при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Метаболическая активность клеток
Немодифицированный матрикс ПГБВ/ПКЛ обеспечивал самую низкую мета-

болическую активность клеток (0.200, 0.213, 0.242 УЕ), которая значимо не разли-

чалась с модификацией коллагеном (0.360, 0.409, 0.437 УЕ) (рис. 2a).

Покрытие фибронектином повышало метаболическую активность ЭК (0.843,

0.917, 1.079 УЕ), при этом фибриновое покрытие позволяло достигнуть наиболее

высокие показатели (2.006, 2.076, 2.133 УЕ), сопоставимые с положительным кон-

тролем на пластике (1.563, 1.665, 1.699 УЕ).

Жизнеспособность клеток
Покрытие матриц фибронектином и фибрином увеличивало жизнеспособность

и количество ЭК по сравнению с ПГБВ/ПКЛ (рис. 2b, 2c). Количество клеток на

поверхности фибрина в 9.9 раз (131.0, 141.5, 161.9 кл/мм2), а фибронектина в 3.3 раза

(38.10, 47.62, 69.05 кл/мм2) превышало показатели немодифицированного ПГБВ/ПКЛ

(0, 14.28, 28.82 кл/мм2). Обработка коллагеном не дала ожидаемого улучшения по-

казателей жизнеспособности (31.28, 50.0, 50.05%) и количества ЭК (18.92, 28.57,

38.10 кл/мм2) по сравнению с ПГБВ/ПКЛ (жизнеспособность 9.38, 41.67, 54.17%).

Максимальная жизнеспособность (88.71, 94.84, 98.16%) и количество КФЭК обна-

ружено на матрицах, модифицированных фибрином и на культуральном пластике

(жизнеспособность 96.18, 100, 100%; количество клеток 76.19, 85.71, 115.20 кл/мм2).

Пролиферативная активность
Пролиферативная активность КФЭК, аналогично предыдущим результатам,

была максимальной на фибрине (14.26, 26.67, 33.33%) и значимо превышала пока-

затели не только на ПГБВ/ПКЛ (0, 0, 0%), но и на коллагене (0, 0, 9.38%) и фибро-

нектине (0, 0, 25.0%) (рис. 2d, 2e). Пролиферативная активность клеток на стекле
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Рис. 2. Биологические свойства матриксов в статических условиях (a–d). Графическое выражение ко-

личественных данных метаболической активности, жизнеспособности, количества клеток на поверхно-

сти, пролиферативной активности. (e) – Типичные фотографии заселенных матриц, демонстрирующие

пролиферирующие (зеленое окрашивание) и непролиферирующие клетки (синее окрашивание) (шкала

50 мкм).
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(11.11, 13.25, 22.22%) была выше, чем на ПГБВ/ПКЛ и не отличалась от других мо-

дифицирующих покрытий.

Адгезионные свойства
На фотографиях визуализируется белок фокальной адгезии паксиллин (зеленый

цвет) и связанный с ним белок микрофиламентов F-актин (красный цвет) (рис. 3a).

Поверхность фибрина покрывает монослой ЭК, тогда как на коллагене и фибро-

нектине имеются незаселенные участки. Количественная обработка визуальных

данных подтверждает, что на поверхности фибрина паксиллин занимает макси-

мальную площадь (24.48, 27.25, 29.6%), которая превышает коллаген (14.46, 17.01,

19.08%), фибронектин (17.94, 19.81, 20.92%) и пластик (16.02, 20.35, 22.15%) (рис. 3b).

Сохранение эндотелиального слоя в условиях пульсирующего потока
Количество КФЭК на внутренней поверхности протезов через 7 суток культиви-

рования в условиях статики подтверждают преимущество покрытия коллагеном,

фибронектином и фибрином. Так, количество клеток на немодифицированных

протезах из ПГБВ/ПКЛ значительно ниже (9.45, 23.63, 40.17 кл/мм2), чем на таких

же протезах с коллагеном (139.4, 170.1, 250.4 кл/мм2), фибронектином (155.3, 204.1,

231.0 кл/мм2) и фибрином (241.0, 264.6, 304.8 кл/мм2) (рис. 4).

Аналогичную картину наблюдали в условиях пульсирующего потока. Однако

количество клеток на фибрине (259.9, 311.9, 342.6 кл/мм2) было значительно выше,

чем на коллагене (44.9, 70.9, 113.5 кл/мм2) и фибронектине (64.4, 93.6, 93.6 кл/мм2).

Сравнение результатов на аналогичных заселенных протезах при динамическом и

статическом культивировании характеризует способность поверхности к удержа-
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нию клеток в кровотоке. В условиях пульсирующего потока количество клеток на

поверхности протезов, покрытых коллагеном и фибронектином, было более чем в

2 раза меньше по сравнению со статическими условиями. На фибриновом покры-

тии этот показатель в статике и в динамике не различался.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

К идеальному сосудистому протезу предъявляется комплекс требований, кото-

рому лучше всего соответствуют гибридные материалы. Каркасную функцию, фи-

зико-механические свойства, соответствующие сосудам малого диаметра, может

создавать основа из биосовместимых синтетических полимеров [14]. Матрицы на

основе этих полимеров, полученные методом электроспиннинга, имитируют

структуру внеклеточного матрикса, поэтому легче заселяются клетками и интегри-

руют с прилегающими тканями по сравнению с пленочными образцами. В качестве

каркаса протезов сосудов малого диаметра, выполненного методом электроспиннин-

га, предлагают к разработке различные синтетические полимеры: полиуретаны [15],

поли(L-лактид) [16], ароматический полиимид [17], поликапролактон, полиэтиленте-

рефталат (PET), политетрафторэтилен [4], а также их различные комбинации [18, 19].

Однако отсутствие сайтов клеточной адгезии существенно снижает их биосовмести-

мость и приводит к слабому удержанию клеток в условиях напряжения сдвига.

Пропитывание или покрытие полимерных каркасов белками внеклеточного мат-

рикса, такими как коллаген, фибронектин, фибрин, сформирует недостающие

Рис. 3. Формирование очагов фокальной адгезии в эндотелиальных клетках на различных поверхностях

в статических условиях. (a) – Типичные фотографии клеток, окрашенных на паксиллин (зеленая) и бе-

лок микрофиламентов F-актин (красная) (шкала 50 мкм). (b) – Площадь поверхности образцов, зани-

маемая паксиллином
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сайты клеточной адгезии, улучшит биологические функции конструкции, удержит

клетки от смывания пульсирующим током крови.

К сожалению, в настоящее время мало публикаций посвящено вопросу удержа-

ния клеток в условиях пульсирующего потока. Нам встретилась единственная ра-

бота Chlupáč и соавт. [20], в которой представлена сравнительная характеристика

различных белков внеклеточного матрикса в отношении эффективности удержа-

ния ЭК на поверхности сосудистого протеза в условиях пульсирующего биореакто-

ра. Исследователи тестировали коммерческие протезы на основе PET с коллагеном

I типа и таких же протезах, дополнительно покрытых ламинином, фибрином и

Рис. 4. Результаты эксперимента по удержанию эндотелия в условиях пульсирующего потока. (a) – Ти-

пичные фотографии КФЭК на внутренней поверхности протезов из ПГБВ/ПКЛ с покрытием и без че-

рез 7 сут культивирования в статических и динамических условиях (биореактор, напряжение сдвига

2.46 дин/см2, стрелка показывает направление потока жидкости). Окраска: vWF (зеленая), CD144

(красная), ядра клеток (синяя) (шкала 50 мкм). (b) – Плотность клеток на поверхности протезов в зави-

симости от условий культивирования.

(b)

vWF

400

300

200

100

0

P
H

B
V

/
P

C
L

PHBV/PCL

C
e
ll

s,
 m

m
2

(a)

Static condition

Static condition

Pulsative flow

Pulsative flow

P
H

B
V

/
P

C
L

c
o

ll
a

g
e
n

PHBV/PCL

collagen

P
H

B
V

/
P

C
L

fi
b

ro
n

e
c

ti
n

PHBV/PCL

fibronectin

P
H

B
V

/
P

C
L

fi
b

ri
n

P
H

B
V

/
P

C
L

P
H

B
V

/
P

C
L

c
o

ll
a

g
e
n

P
H

B
V

/
P

C
L

fi
b

ro
n

e
c

ti
n

P
H

B
V

/
P

C
L

fi
b

ri
n

PHBV/PCL

fibrin

CD144 Nuclei

< 0.0002

0.098

0.007

0.017

< 0.0005

≤ 0.0005



985ФИБРИНОВОЕ ПОКРЫТИЕ СПОСОБСТВУЕТ СОХРАНЕНИЮ

фибрином/фибронектином. На коммерческом и покрытом ламинином протезах

наблюдалась значительная и прогрессирующая потеря клеток. При тех же условиях

на поверхности протезов, дополнительно обработанных фибрином и фибри-

ном/фибронектином, количество клеток не только не снижалось, но даже увели-

чивалось, что исследователи связывают с хорошим удержанием клеток и началом

их пролиферации.

Опираясь на эти данные, для сравнения нами были выбрали три варианта

БВМ: коллаген I типа, фибронектин и фибрин. Результаты показали, что макси-

мальной биологической активностью и адгезионными свойствами обладало фиб-

риновое покрытие, а наиболее низкие показатели соответствовали коллагену. Об

адгезионных свойствах материала может свидетельствовать количество клеток на

поверхности, а также площадь, занимаемая фокальными контактами. Контакт

клетки с внеклеточным матриксом формируется скоплением интегриновых ре-

цепторов на клеточной мембране, которые взаимодействуют с актиновым цитос-

келетом через белки фокальной адгезии [21]. Фокальные контакты, обеспечива-

ющие прикрепление клеток к внеклеточному матриксу, вовлечены во многие

сигнальные пути, в том числе в клеточный ответ и адаптацию к механическому

стрессу [21]. Белок паксиллин не только формирует связь интегринов с цитоске-

летом и служит сигнальным белком, но также является ключевым компонентом

механизма механотрансдукции, основанного на взаимодействии клеток с суб-

стратами [22].

Известно, что адгезия ЭК к фибрину и фибронектину проходит с участием инте-

гриновых рецепторов αvβ3 и α5β1 [23], включенных в механизмы адаптации к ге-

модинамическим влияниям и регуляции экспрессии генов, активирующих ангио-

генез и пролиферацию клеток [24]. Примечательно, что данные интегрины не за-

действованы в адгезии ЭК к коллагену [23, 25], что также свидетельствует о

преимуществе клеточного взаимодействия с фибрином и фибронектином при

формировании биомиметической ниши.

Отличительной особенностью фибрина перед другими БВМ является его высо-

кая биодоступность, поскольку он в достаточном количестве и простыми методами

может быть получен из периферической крови человека [26]. Совокупность биодо-

ступности и уникальных биологических свойств, способствующих удержанию эн-

дотелиального слоя, делает аутологичный фибрин предпочтительным покрытием

для тканеинженерных конструкций, подверженных воздействию пульсирующего

потока жидкости, в том числе сосудистых протезов.

В работе использовались более низкие показатели напряжения сдвига (2.46 дин/см2)

по сравнению с физиологическим диапазоном в артериях различной локализации

(5–12 дин/см2), но в пределах значений, характерных для венозных сосудов (1–6 дин/см2)

[27–29]. Выбор связан с моделированием элементов прекондиционирования ЭК в

условиях постепенного увеличения напряжения сдвига до значений, соответству-

ющих венозным сосудам, с дальнейшей перспективой имплантации заселенного

сосудистого протеза с подготовленными ЭК в артериальное сосудистое русло.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Сравнение покрытий на основе коллагена, фибронектина и фибрина показало

преимущества фибрина в отношении биологической привлекательности, адгези-

онных свойств и сохранения эндотелиального слоя на поверхности в условиях

пульсирующего потока.
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СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Настоящая статья не содержит каких-либо исследований с использованием животных в
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Fibrin Coating Contributes to the Retention 

of the Endothelial Layer in Pulsating Flow

V. G. Matveevaa, *, E. A. Velikanovaa, L. V. Antonovaa, and L. S. Barbarasha

aResearch Institute of Complex Issues of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, Russia
*e-mail: matveeva_vg@mail.ru

The presence of a modifying coating based on extracellular matrix proteins on the inner

surface of vascular prostheses is known to enhance endothelial cell adhesion and prevent

detachment under pulsating f low conditions. This coating effectively reduces the risk of

thrombosis and plays a critical role in determining implantation outcomes. Although

proteins like collagen, fibrin, and fibrinogen are commonly used as coatings to improve

cell adhesion, their relative effectiveness remains uncertain. Objective: This study aims

to identify the optimal coating, based on extracellular matrix proteins, that preserves

prosthesis functionality and maintains endothelial layer integrity under pulsating f low

conditions. Methods: Scaffolds and vascular prostheses were fabricated using poly(3-hy-

droxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) and poly(ε-caprolactonone) through an electro-

spinning process. These structures were then modified with collagen I, fibronectin, or

fibrin. Endothelial colony-forming cells (ECFCs) were seeded onto the protein-modi-

fied electrospun samples and cultured under both static and dynamic conditions. After a

3-day incubation period under static conditions, cell viability, metabolic and prolifera-

tive activity, as well as adhesive properties, were evaluated. Adhesive properties were as-

sessed by analyzing the area occupied by the focal adhesion protein paxillin. Cell reten-

tion was determined by comparing cell density on the inner surface of 4 mm diameter

vascular prostheses after a 7-day incubation period, both under pulsating f low condi-

tions and static conditions. Results: Cell metabolic activity, viability, number, prolifera-

tion, and the area occupied by the focal adhesion protein paxillin were found to be sig-

nificantly higher in samples coated with fibrin compared to those coated with collagen I
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and fibrinogen. The cell density (cells/cm2) of ECFCs on the inner surface of fibrin-

coated prostheses showed no significant difference between dynamic and static condi-

tions. In contrast, collagen and fibronectin coatings resulted in approximately half the

cell density under pulsating f low conditions compared to static conditions. Conclu-

sion: The fibrin coating demonstrated superior biological activity, adhesive properties,

and preservation of the endothelial layer under both static and pulsating f low condi-

tions, as compared to collagen I and fibronectin coatings. Consequently, the utiliza-

tion of fibrin coating emerges as a promising option for modifying the inner surface of

vascular prostheses.

Keywords: fibrin, coating, vascular prostheses, pulsating f low, cell retention
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