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На поверхнi скляної пластинки було сформовано прищеплений наношар 3-амiнопро-
пiл(триетокси)силану, що мiстить у своїй структурi первиннi амiногрупи. За участю
цих амiногруп до поверхнi модифiкованого скла прищеплено дiальдегiддекстран, який
отримували частковим окисненням декстрану перйодатною кислотою. Процес проход-
ження модифiкацiї поверхнi контролювали методами елiпсометрiї, атомно-силової мiк-
роскопiї та визначення контактних кутiв змочування поверхнi водою. На поверхнях
дослiджено адсорбцiю бичачого сироваткового альбумiну та iнтенсивнiсть пролiфера-
тивного росту культури фiбробластiв лiнiї NIH3/T3.

Бiльшiсть бiологiчних реакцiй проходять на поверхнi або межi роздiлу фаз. Тому власти-
востi поверхонь i поверхневi процеси вiдiграють важливу роль у проходженнi бiологiчних
реакцiй. Типовi бiологiчнi реакцiї, що вiдбуваються на поверхнях — це взаємодiя клiтини
з синтетичними матерiалами, адсорбцiя бiлкiв, рiст та розвиток бiологiчної тканини на по-
верхнi синтетичних матерiалiв тощо [1]. Створення стiйких бiлкових наношарiв на поверхнi
неорганiчних матерiалiв є необхiдним i значущим етапом при розробцi бiоiмплантатiв та
бiосенсорних систем [2]. На сьогоднi вирощування бiологiчних тканин, якi можна викорис-
товувати в хiрургiї як iмплантатнi матерiали, вже широко застосовуються на практицi.
Вiдзначимо два основнi пiдходи — це використання плоских твердих поверхонь (plate solid
surface) або губчастих формувань (scaffold) — найчастiше гiдрогелiв з порами великого
розмiру [1–3].

Культивування культур клiтин на синтетичних поверхнях дозволяє забезпечити опти-
мальнi, що найбiльш наближенi до in vivo, умови та визначає всi подальшi процеси їх ди-
ференцiацiї, пролiферацiї та формування мiжклiтинного матриксу. Хiмiчний та фазовий
склад поверхонь, їх топографiя, конформацiя прищеплених макромолекул на поверхнi —
головнi фактори, якi регулюють рiст клiтин на поверхнi та їх функцiї [4].

У попереднiх роботах [5, 6] було показано, що перспективними з точки зору бiоiнженерiї
є модифiкованi полiсахаридами поверхнi. Тому нами було запропоновано новий пiдхiд фор-
мування на поверхнi промислового скла декстрановмiсного покриття для контрольованої
адсорбцiї бiлка альбумiну та вирощування клiтинних лiнiй.

Експериментальна частина. Модифiкацiя поверхнi скляної пластинки. Для модифi-
кацiї поверхнi скла 3-амiнопропiл(триетокси)силаном (“Merck Chemical Co.”) склянi плас-
тинки занурювали у 0,2%-й розчин 3-амiнопропiл(триетокси)силану в метанолi на 24 год.
Пiсля цього молекули силану, що неприщепленi ковалентно, екстрагувалися метанолом
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в апаратi Сокслета [7, 8]. На подальшому етапi амiнованi склянi пластинки на 6 год за-
нурювали у 2%-й за масою розчин дiальдегiддекстрану, який було отримано частковим
окисненням декстрану перйодатною кислотою у водi. Окиснення декстрану проводили впро-
довж 2 год. Молекули декстрану, якi не прищепились ковалентно, змивали водою в апаратi
Сокслета.

Вимiрювання контактного кута змочування. Кути змочування дослiджуваної поверх-
нi дистильованою водою вимiрювали таким чином. На поверхню пластинки за допомогою
мiкрошприца наносили краплi рiдини. Для даного типу поверхнi проводилось не менше 12
паралельних вимiрювань. Кювету з пластинкою витримували у термостатi при заданiй тем-
пературi впродовж 10 хв, пiсля чого замiряли розмiри крапель.

Дослiдження поверхнi методом атомно-силової мiкроскопiї (АСМ). Топографiю моди-
фiкованої та немодифiкованої поверхонь скла вивчали безконтактним АСМ методом з вико-
ристанням приладу “CP Park Scientific Instruments” (щуп Si3N4) за звичайних умов у пуль-
сацiйно-силовому режимi.

Дослiдження поверхнi методом елiпсометрiї. Товщину та оптичнi параметри адсор-
бованих полiмерних наношарiв вимiрювали методом елiпсометрiї ex situ. Елiпсометричнi
вимiрювання проводили для кожного зразка поверхнi до i пiсля прищеплення полiмерних
шарiв iз застосуванням нуль-елiпсометра ЛЕФ-3M (Iнститут фiзики напiвпровiдникiв, Но-
воcибiрськ, Росiя). Прилад забезпечує визначення елiпсометричних параметрiв Ψ i ∆ з точ-
нiстю 0,01◦, що дозволяє визначати товщину i показник заломлення прозорої поверхневої
плiвки з похибками ±0,1 нм й ±0,01 вiдповiдно.

Адсорбцiя альбумiну на модифiкованi поверхнi. Для проведення адсорбцiї у роботi вико-
ристано цитратно-фостатний (буферний) розчин альбумiну зi значенням pH 7,4 та концент-
рацiєю альбумiну у розчинi 0,2 мг/мл. Iзоелектрична точка (рI) сироваткових альбумiнiв
лежить у межах значень pH 4,3–4,8.

Дослiдження пролiферативного росту культури клiтин фiбробластiв лiнiї NIH3/T3
на поверхнях. Для визначення впливу поверхнi на рiст i виживання клiтини дослiджува-
ної лiнiї засiвали в кiлькостi 200000 клiтин на чашку Петрi, на днi якої була попередньо
помiщена пластинка. Зразки iнкубували в повноцiнному середовищi впродовж 24–72 год.
Кiлькiсть паралельних зразкiв для одного замiру не менше 3. Пiсля завершення перiоду iн-
кубацiї клiтини на поверхнi зразка зафарбовували розчином трипанового синього (кiнцева
концентрацiя барвника 0,4%). Кiлькiсть живих (незафарбованих) i мертвих (зафарбованих)
клiтин пiдраховували в гемоцитометрi за допомогою свiтлового мiкроскопа.

Обговорення результатiв. Для створення на поверхнi декстрановмiсного покриття
склянi пластинки спочатку обробляли 3-амiнопропiл(триетокси)силаном, у результатi чого
на них iммобiлiзувались первиннi амiногрупи. За участю цих амiногруп до поверхнi модифi-
кованого скла прищеплювали дiальдегiддекстран, який отримували частковим окисненням
декстрану перйодатною кислотою (рис. 1) [6, 9].

Контроль за процесом модифiкацiї поверхнi здiйснювався за допомогою вимiрювання
контактного кута змочування поверхнi водою, АСМ та елiпсометрiї. Формування прищепле-
ного покриття 3-амiнопропiл(триетокси)силану на поверхнi скла призводить до значної змi-
ни властивостей поверхнi. Контактний кут змочування дистильованою водою немодифiко-
ваної поверхнi скла становив (21±3)◦, а пiсля прищеплення 3-амiнопропiл(триетокси)сила-
ну — (51,3 ± 3)◦.

У той самий час прищеплення дiальдегiддекстрану знову зумовлює значну гiдрофiлiза-
цiю поверхнi (контактний кут змочування водою 39,3◦).
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Рис. 1. Модифiкацiї поверхнi скла прищепленим наношаром декстрану

Рис. 2. Топографiї поверхонь, отриманих методом атомно-силової мiкроскопiї: амiнованого скла (а) та амi-
нованого скла, модифiкованого прищепленим наношаром дiальдегiддекстрану (б )

Згiдно з даними елiпсометрiї, змiнюється структура поверхнi, а усереднена товщина
прищепленого наношару 3-амiнопропiл(триетокси)силану становить 0,5 нм. Товщина при-
щепленого наношару дiальдегiддекстрану 0,5–5 нм i залежить вiд умов проведення реакцiї.
Змiнюючи час прищеплення дiальдегiддекстрану можна досягти рiзного ступеня модифi-
кацiї поверхнi.

На рис. 2 наведено АСМ мiкрофотографiї поверхонь амiнованого скла та амiнованого
скла з прищепленим наношаром декстрану. Слiд вiдзначити, що поверхня амiнованого скла
та поверхня амiнованого скла з прищепленим наношаром дiальдегiд декстрану значно вiд-
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Рис. 3. Залежнiсть висоти наношару альбумiну (а) та iндексу рефракцiї отриманої плiвки (б ) вiд часу
адсорбцiї альбумiну:
1 — поверхня скла; 2 — поверхня скла, що модифiкована 3-амiнопропiл(триетокси)силаном; 3 — поверхня
скла, що модифiкована 3-амiнопропiл(триетокси)силаном та декстраном

рiзняються за своєю структурою, зокрема RMS (середньоквадратична шорсткiсть) поверхнi
амiнованого скла становить 0,9 нм, а RMS поверхнi амiнованого скла з прищепленим на-
ношаром дiальдегiд декстрану — 0,4 нм. Крiм того, iстотно помiнявся рельєф у площинi
поверхнi (вiдстань мiж сусiднiми пiками).

Перспективнiсть застосування отриманих поверхонь у бiоiнженерiї було оцiнено дослiд-
женням адсорбцiї бичачого сироваткового альбумiну (БСА) та пролiферацiї фiбробластiв
лiнiї NIH3/T3 на модифiкованi поверхнi.

БСА є найбiльш цiкавим бiлком для створення бiосумiсних поверхонь та бiосенсорних
систем [10–12]. Дослiдженню закономiрностей його адсорбцiї на поверхнi рiзного типу при-
свячено ряд публiкацiй [10–13]. Однак слiд вiдзначити, що в цих публiкацiях незначну ува-
гу придiлено вивченню структури утвореного наношару альбумiну. Крiм того, не достат-
ньо висвiтлено питання адсорбцiї альбумiну на поверхнi, якi модифiкованi полiсахаридом
декстраном, хоча є публiкацiї, в яких показано здатнiсть утворювати стiйкi комплекси мiж
макромолекулами декстрану та альбумiну в розчинi [14]. Тому особливо перспективною, на
наш погляд, є адсорбцiя альбумiну на поверхнi, попередньо модифiкованої прищепленим
наношаром декстрану.

На рис. 3 наведено залежностi висоти (а) та показника заломлення (б ) поверхневого
наношару альбумiну вiд часу його адсорбцiї з цитратно-фосфатного буфера (концентрацiя
розчину альбумiну 0,2 мг/л, pH 7,4). Цi данi дозволяють порiвняти кiнетику процесу ад-
сорбцiї альбумiну на чистiй склянiй та модифiкованiй силаном i полiсахаридом поверхнях.
З рисунку видно, що пiсля швидкого зростання товщини адсорбованого шару на поверхнi
скла вiдбувається часткова десорбцiя альбумiну. Пiсля п’ятигодинної тривалостi процесу
встановлюється динамiчна рiвновага, яка веде до формування на поверхнi термодинамiчно
стiйкого наношару. Максимум адсорбцiйної здатностi спостерiгається для тривалостi про-
цесу 1 год. Такi самi закономiрностi зберiгаються i для амiнованої поверхнi, яка характе-
ризується дещо бiльшою адсорбцiйною здатнiстю, про що свiдчать вiдповiднi залежностi
(див. рис. 2).
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Рис. 4. Залежнiсть iнтенсивностi пролiферативного росту культури клiтин фiбробластiв лiнiї NIH3/T3 на
модифiкованих поверхнях вiд часу культивування:
1 — поверхня скла; 2 — поверхня скла, що модифiкована 3-амiнопропiл(триетокси)силаном; 3 — поверхня
скла модифiкована 3-амiнопропiл(триетокси)силаном та декстраном

Iстотно вiдмiнною є кiнетика процесу на модифiкованiй декстрином поверхнi. Висота
наношару альбумiну пiсля досягнення певної величини (∼20 нм) практично не змiнюється.
Однак в процесi адсорбцiї спостерiгається значне зростання iндексу рефракцiї адсорбованої
плiвки, що свiдчить про утворення ущiльненого наношару альбумiну на поверхнi, модифiко-
ванiй декстраном. Така значна вiдмiннiсть у параметрах адсорбованих наношарiв альбумiну
на поверхнях рiзної природи може також свiдчити про iстотнi конформацiйнi вiдмiнностi
макромолекул альбумiну на рiзних поверхнях.

Важливим показником бiосумiсностi поверхнi є її здатнiсть стимулювати пролiферацiю
клiтин, iнтенсивнiсть пролiферацiї. У порiвняннi з поверхнею скла (на 48 год) спостерi-
гається значне зростання пролiферацiї клiтин на поверхнях, модифiкованих 3-амiнопро-
пiл(триетокси)силаном та 3-амiнопропiл(триетокси)силан/декстраном. Кiлькiсть клiтин на
поверхнi цих зразкiв дещо знижується до 72 год, однак при порiвняннi з поверхнею скла
залишається вищою практично в два рази.

Таким чином, у результатi проведеної нами роботи було запропоновано простий спосiб
формування декстрановмiсного покриття на поверхнi зразкiв скла. Методами елiпсометрiї,
АСМ та вимiрювання контактного кута змочування поверхнi водою показано високу ефек-
тивнiсть запропонованих реакцiй модифiкацiї поверхнi. Дослiджено здатнiсть до адсорбцiї
БСА на склянiй та модифiкованих силаном i полiсахаридом поверхнях. Найбiльш стiйкi,
щiльно упакованi наношари альбумiну утворюються на поверхнях, модифiкованих декстра-
ном, що може бути пов’язане з утворенням альбумiн-декстранових комплексiв.

При порiвняннi даних пролiферативного росту культур на поверхнях скла з рiзної хiмiч-
ної природи можна стверджувати, що значне пiдвищення клiтинного росту спостерiгається
на поверхнi скла, модифiкованої 3-амiнопропiл(триетокси)силан/декстраном.
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Формирование и свойства декстрансодержащих покрытий

для контролированной адсорбции альбумина и выращивания

клеток

На поверхности стеклянной пластинки был сформирован привитый наношар 3-ами-
нопропил(триэтокси)силана, содержащий в своей структуре перинные аминные груп-
пы. При участии этих аминогрупп к поверхности модифицированного стекла привива-
ли диальдегиддекстран, полученный частичным окислением декстрана перйодатной кис-
лотой. Процесс прохождения модификации поверхности контролировали методами ел-
липсометрии, атомно-силовой микроскопии и определением контактных углов смачива-
ния поверхности водой. На поверхностях исследованы адсорбция бычьего сывороточно-
го альбумина и интенсивность пролиферативного роста культуры фибробластов линии
NIH3/T3.
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The formation and properties of a dextran-containing coating for

controlled adsorption of albumin and the growth of cells

On the glass surface, a grafted nanolayer of (3-aminopropyl)triethoxysilane, whose structure inc-
ludes the primary aminogroups, has been formed. With participation of these aminogroups, dial-
dehydedextran obtained by the partial oxidation of the anhydroglucopyranoside subunits of dextran
by periodate acid was covalently grafted to the surface of a modified glass. The process of surface
modification has been controlled, by using the methods of ellipsometry and atomic-force microscopy
and by measuring the contact angles of moistening. The adsorption of bovine serum albumin and
the proliferation activity of the cells-fibroblasts NIH3/T3 line have been examined.
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