
ВЫСОКОМОЛЕКУЛЯРНЫЕ СОЕДИНЕНИЯ. Серия Б, 2021, том 63, № 6, с. 365–382

365

ФУНКЦИОНАЛИЗАЦИЯ АЛЬГИНАТА ДЛЯ МИКРОИНКАПСУЛЯЦИИ 
ИНСУЛИН-ПРОДУЦИРУЮЩИХ КЛЕТОК

© 2021 г.   Н. А. Леньшинаa,*, А. Н. Коневa, М. А. Батенькинa, П. С. Бардинаb, Е. И. Черкасоваb,c, 
А. В. Кашинаb, Е. В. Загайноваb,c, В. Е. Загайновb,d, С. А. Чесноковa

a Институт металлоорганической химии им. Г.А. Разуваева Российской академии наук
 603950 Нижний Новгород, ул. Тропинина, 49, Россия

b Приволжский исследовательский медицинский университет Министерства здравоохранения Российской Федерации 
603005 Нижний Новгород, пл. Минина и Пожарского, 10/1, Россия

c Нижегородский государственный университет им. Н.И. Лобачевского
 603950 Нижний Новгород, пр. Гагарина, 23, Россия

d ФБУЗ Приволжский окружной медицинский центр ФМБА России
 603109 Нижний Новгород, ул. Ильинская,14, Россия

*е-mail: lennin@iomc.ras.ru
Поступила в редакцию 30.04.2021 г.

После доработки 01.07.2021 г.
Принята к публикации 31.08.2021 г.

Альгинат является одним из самых часто применяемых и хорошо изученных полисахаридов есте-
ственного происхождения для инкапсуляции биологических объектов. Альгинатные гидрогели об-
ладают хорошей биосовместимостью и часто применяется для создания оболочек вокруг островков
Лангерганса поджелудочной железы с целью получения стабильных трансплантатов для достиже-
ния долгосрочной нормогликемии и профилактики фатальных гипогликемий при абсолютных ин-
сулин-дефицитных заболеваниях. Однако существует проблема отторжения и гибели инкапсулиро-
ванного трансплантата вследствие иммунного ответа. Одним из направлений исследований по сни-
жению отторжения и увеличению совместимости и стабильности альгинатной оболочки является
химическая модификация альгината. На данный момент получено большое количество химически
функционализированных альгинатов для различных целей. Это дает возможность для изучения вза-
имосвязи между характером модификации и свойствами модифицированных альгинатов. В обзоре
рассмотрены способы и закономерности химической модификации альгината натрия для целей
микроинкапсуляции инсулин-продуцирующих клеток.

DOI: 10.31857/S2308113921060127

ВВЕДЕНИЕ

Трансплантация островков Лангерганса под-
желудочной железы, способных выделять инсу-
лин непосредственно в кровь в ответ на повыше-
ние уровня глюкозы, – эффективный и перспек-
тивный подход к лечению сахарного диабета
первого типа и иных инсулин-дефицитных состо-
яний. Этот подход в перспективе может позво-
лить полностью освободить больного от необхо-
димости пожизненных инъекций эндогенного
инсулина, которые сейчас являются стандартом
лечения [1–3]. Новейшие технологии доставки
инсулина, такие как системы замкнутого цикла с
непрерывным мониторингом уровня глюкозы и
болюсной (непрерывной) инфузией как инсули-
на, так и глюкагона мало распространены из-за
высоких затрат на закупку оборудования и замену
сенсора, разрастания рубцовой ткани из-за

многократных пункций микроиглами и прежде-
временный отказ сенсора [4]. Тем более искус-
ственные системы не гарантируют полный гли-
кемический контроль [5]. Трансплантация под-
желудочной железы служит единственным
патогенетическим методом лечения инсулин-де-
фицитных заболеваний и существенно улучшает
качество жизни пациента [6]. Трансплантация
органокомплекса поджелудочной железы и две-
надцатиперстной кишки связана со значитель-
ным риском развития серьезных осложнений, та-
ких как панкреатит, кровотечение, гуморальные
и клеточные варианты отторжения. Кроме того,
существующий дефицит органов ограничивает
доступность операции [7]. Менее инвазивная
альтернатива – трансплантация островков Лан-
герганса поджелудочной железы [8]. На данный
момент наиболее прогрессивные клинические
методики аллогенной трансплантации островков
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поджелудочной железы позволяют достигать ин-
сулин-независимости почти у 50% реципиентов
через пять лет после трансплантации [9]. Дости-
жение инсулин-независимости не является ос-
новной целью трансплантации, главное – профи-
лактика фатальных гипогликемий, основной
причины смерти пациентов с сахарным диабетом
первого типа. Недостатком этого метода является
необходимость применения иммуносупрессер-
ной терапии, что ведет к снижению качества жиз-
ни пациента, увеличению риска инфекционных,
онкологических, сердечно-сосудистых и метабо-
лических заболеваний. Последствия долгосроч-
ной иммуносупрессии могут во многом нивели-
ровать плюсы использования трансплантата, что
в совокупности с проблемой нехватки доноров
делает широкое применение такого метода прак-
тически невозможным [10–12]. Инкапсуляция
трансплантируемых клеток в пористые полимер-
ные оболочки, защищающие трансплантирован-
ные клетки путем их физической изоляции от им-
мунных клеточных реакций организма, может
позволить полностью отказаться от системной
иммуносупрессии и значительно увеличить срок
жизни клеток в организме реципиента. При этом
полимерная оболочка для инкапсуляции должна
удовлетворять следующим критериям [13, 14]:
пропускать инсулин в кровь, а кислород, глюкозу
и т.п. к клеткам; не пропускать лейкоциты, фаго-
циты; быть совместимой как с инкапсулирован-
ными клетками, так и с организмом реципиента,
чтобы не вызывать иммунологическую и фиброз-
ную реакции; не подвергаться биодеградации в
течение длительного периода времени (5–10 лет);
иметь гладкую топографию без шероховатой по-
верхности; желательно стимулировать рост сосу-
дов вокруг капсулы (для лучшего снабжения ин-
капсулированных клеток питанием и быстрого
“отвода”выделяемого инсулина).

Необходимость обеспечения максимальной
выживаемости и сохранения нормальной жизне-
деятельности клеток также накладывают ограниче-
ния на условия проведения процедуры инкапсуля-
ции, такие как исключение применения органиче-
ских растворителей; проведение процедуры в
водном растворе, изотоничном относительно ци-
тозоля клеток (в среде физиологического раство-
ра в присутствии фосфатного буфера); поддержа-
ние pH между 7.2 и 7.5; поддержание температуры
от комнатной до 40°С (в идеале – при 37°С в атмо-
сфере насыщенного водяными парами 5% углекис-
лого газа); для равномерного распределения клеток
или островков и предотвращения седиментации
раствор должен быстро образовывать гель.

Все это существенно сужает круг предполагае-
мых для использования материалов. Приведен-
ным условиям хорошо соответствуют полимер-

ные гидрогели. Многие водорастворимые при-
родные полимеры, такие как агароза, хитозан,
целлюлоза и коллаген, показывают неплохие ре-
зультаты при инкапсуляции клеток [15]. Из син-
тетических полимеров в основном используются
полиэтиленгликоль и его производные. Однако
наиболее популярным полимером для инкапсу-
ляции клеток является альгинат натрия [16–18],
способный в присутствии поливалентных ионов
быстро образовывать гидрогели при нейтральном
pH и умеренных температурах. Свойства альги-
натных капсул зависят от многих факторов: стро-
ения и чистоты альгината, типа сшивающего ка-
тиона, концентрации альгината и сшивающего
катиона, размера капсул и т.д. Это означает, что в
теории получить стабильные альгинатные капсу-
лы, способные минимизировать фиброз и про-
длить срок жизни инкапсулированных клеток,
можно за счет тщательного подбора реагентов и
условий инкапсуляции. Однако даже в случае
наилучшего выбора композиции и параметров не
исключается дестабилизация капсул за счет вы-
мывания катионов в физиологических условиях
хелатирующими соединениями, такими как фос-
фаты, и замену их ионами натрия. Одним из пер-
вых и наиболее изученных подходов для повыше-
ния стабильности альгинатных микрокапсул яв-
ляется покрытие их полиаминокислотами,
такими как поли-L-лизин, поли-L-орнитин и по-
ли-L-гуанидин [19–23]. Это положительно ска-
зывается на механических свойствах гидрогелей и
увеличивает стабильность капсул, но может in vi-
vo приводить к активации воспалительных цито-
кинов и увеличению фиброза [24]. Ниже показа-
на покрытая слоем полиаминокислоты альгинат-
ная капсула с клетками.

Несмотря на существенные достижения в
стратегии использования альгината для инкапсу-
ляции инсулин-продуцирующих клеток, при пе-
реходе к стадии клинических испытаний иссле-
дования часто терпят неудачу из-за смерти транс-
плантата вследствие иммунного ответа организма
реципиента на инородное тело и разрушения
капсулы. До сих пор не разработано универсаль-

полиаминокислота

сшитый альгинат

клетки
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ной методики, позволяющей инкапсулирован-
ным клеткам хорошо приживаться и долго функ-
ционировать в организме реципиента без приме-
нения системной иммуносупрессии.

В настоящее время одним из многообещаю-
щих подходов к увеличению стабильности и сов-
местимости альгинатных капсул является хими-
ческая модификация альгината. Данный обзор
сфокусирован на описании химически модифи-
цированных альгинатов, по которым имеются
данные об их использовании для микроинкапсу-
ляции инсулин-продуцирующих клеток.

НЕМОДИФИЦИРОВАННЫЙ АЛЬГИНАТ: 
СТРОЕНИЕ, МЕТОДЫ 

МИКРОИНКАПСУЛЯЦИИ

Альгинат натрия (I) представляет собой натрие-
вую соль альгиновой кислоты – гетерополимера двух
уроновых кислот β-D-маннуроновой кислоты (М) и
ее эпимера α-L-гулуроновой (Г), соединенных гли-
козидными связями. Структура альгината натрия и
сшивание альгината в присутствии двух- и более ва-
лентных катионов металлов приведена ниже.

Фрагменты β-D-маннуроновой и α-L-гулуро-
новой кислот формируют в полимерной молекуле
гомополимерные фрагменты, так называемые М-
и Г-блоки, и гетерофрагменты – МГ-блоки. Со-
отношения кислот в молекуле варьируется в зави-
симости от конкретного вида водорослей и может
быть изменено при помощи обработки энзимами
[25, 26]. Альгинат легко и быстро, но в то же время
мягко (безвредно для клеток), образует гидрогели
(II) с двухвалентными катионами (Ca2+, Ba2+) в
физиологических условиях, имеет низкую стои-
мость и токсичность [16, 27, 28].

Свойства формирующихся из альгината кап-
сул, в том числе проницаемость, зависят от мно-
гих факторов: степени сшивки, максимально
возможная величина которой определяется стро-
ением альгината; соотношением и последова-
тельным расположением М- и Г-блоков [29–31],
а также молекулярной массой [32]. Было показа-
но, что гелеобразование происходит в основном

за счет связывания двухвалентных катионов с Г-бло-
ками альгината [33–36]. Альгинат натрия спосо-
бен образовывать гели c различными поливалент-
ными катионами металлов [37–39]. Природа
сшивающего катиона влияет на свойства полу-
ченных гидрогелей [40, 41]. Для инкапсуляции
клеток в основном используют гидрогели, сши-
тые ионами Ca2+, реже применяют ионы Ba2+, по-
скольку их использование сильно ограничивает-
ся потенциальной токсичностью, создающей
риск отравления при вымывании ионов в физио-
логических условиях [42]. Для альгинатных гелей
с высоким содержанием Г-фрагментов стабиль-
ность размеров и прочность геля возрастают при
переходе от ионов Ca2+ к ионам Ba2+. Использо-
вание Ba2+ уменьшает размер сшитых капсул и
снижает их проницаемость. Применение ионов Sr2+

приводит к образованию гелей с промежуточны-
ми характеристиками. Для альгината с высоким
содержанием М-фрагментов было показано про-
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тивоположное: капсулы, полученные с использо-
ванием ионов Ba2+ и Sr2+ были крупнее капсул
альгината кальция и имели тенденцию к больше-
му набуханию, что также приводило к увеличе-
нию проницаемости. Исследования показали,
что различные блоки в альгинате связывают ионы
в разной степени. Так, ионы Ca2+ связываются
только с Г- и МГ-блоками, ионы Ba2+ с Г- и в
меньшей степени М-блоками, и ионы Sr2+ с Г-
блоками [16, 43, 44]. Также показано, что более
стабильные капсулы, сшитые ионами кальция,
могут быть получены путем ферментативной мо-
дификации альгината, после которой он содер-
жит только Г- и МГ-блоки [29]. Стабильности
капсул также способствует сшивка альгината рас-
твором ионов кальция с добавкой ионов бария.
Полученные таким образом капсулы способны
обеспечивать защиту от иммунных реакций ин-
капсулированных островков Лангерганса челове-
ка при трансплантации больным диабетом мы-
шам на срок до 220 дней при достижении нормо-
гликемии в среднем на 134 дня [30]. Данные о
влиянии соотношения Г- и М-фрагментов на
биосовместимость капсулы противоречивы [45–
50]. На степень сшивки также влияют такие фак-
торы как pH раствора [51], концентрации альги-
ната и сшивающего катиона [52].

Исходя из размеров получающихся капсул выде-
ляют макро-, микро- и наноинкапсуляцию [53, 54].
Микроинкапсуляция обычно представлена получе-
нием шарообразных капсул с диаметром от пары
миллиметров до десятков микрометров (в случае
клеток) [55]. Для целей иммуноизоляции клеток
микроинкапсуляция наиболее распространена из-
за оптимального соотношения объема капсулы к
поверхности, которое обеспечивает быстрый обмен
инсулином, кислородом и питательными вещества-
ми [56, 57]. Процесс микроинкапсуляции в общем
виде включает в себя две стадии: 1 – генерация ка-
пель водного раствора смеси альгината и клеток, 2 –
сшивание капель двухвалентными ионами с обра-
зованием капсул геля, ключевой стадией является
получение капель альгинатного раствора. Методы
микроинкапсуляции в основном классифицируют-
ся по способу их формирования. Для микроинкап-
суляции клеток было разработано несколько мето-
дов [58, 59], включая получение эмульсий (рис. 1а)
[60]; экструзию раствора альгината (рис. 1б) [61, 62];
электрораспыление (рис. 1в) [63, 64]; применение
микрофлюидных устройств (рис. 1г) [65, 66]; мик-
ромолдинг (рис. 1д) [67, 68], в том числе с использо-
ванием полученных литографией молдов [69, 70].

Самый простой по техническому исполнению –
эмульсионный метод. Его преимуществами явля-
ются низкая стоимость оборудования и простое
масштабирование. Однако этот метод имеет не-
достатки, такие как высокая вариабельность раз-
меров капсул, возможность повреждения капсул

на границе раздела фаз [72], снижение выживае-
мости клеток из-за их контакта с органической
фазой. По этим причинам эмульсионный метод
сравнительно редко используется для микроин-
капсуляции клеток, как и метод микромолдинга,
который не позволяет сформировать сфериче-
ские частицы, имеет сложности с осуществлени-
ем контроля над равномерностью сшивания и из-
влечением частиц геля из формы. Для дальней-
шей трансплантации важно узкое распределение
капсул по размерам и их воспроизводимость.
Данным критериям хорошо соответствуют методы
электрораспыления и микрофлюидики. Наибо-
лее часто используемый метод микроинкапсуля-
ции клеток – электрораспыление [73], в котором
выброс капли из наконечника металлического
капилляра осуществляется под действием элек-
трического поля, при этом происходит перерас-
пределение заряда в растворе и при достаточно
сильном приложенном поле образуется струя, ко-
торая далее разлетается на мелкие капли [74].
Перспективным методом инкапсуляции инсу-
лин-продуцирующих клеток считается использо-
вание микрофлюидных устройств, позволяющих
достигать высокого уровня стандартизации усло-
вий инкапсуляции [75–79].

МОДИФИЦИРОВАННЫЙ АЛЬГИНАТ
В литературе описано много способов химиче-

ской модификации альгината для различных це-
лей [80–84]. Их можно условно разделить на два
типа: модификация альгината без дополнитель-
ной сшивки и с целью осуществления дополни-
тельной сшивки. Модификации альгината, не
предполагающие дополнительной сшивки, в ос-
новном нацелены на снижение степени иммун-
ного ответа: предотвращение образования фиб-
розной ткани вокруг капсулы и снижение воспа-
лительных процессов. Модификация альгината
фрагментами, обеспечивающими дополнитель-
ную сшивку, главным образом способствуют по-
вышению стабильности капсулы за счет увеличе-
ния времени биодеградации. Большинство моди-
фикаций осуществляется по карбоксильной
группе карбодиимидным методом с использова-
нием водорастворимого карбодиимида 1-этил-3-
(3-диметиламинопропил)карбодиимида (EDC) в
комбинации с N-гидроксисукцинимидом (NHS)
[80, 81].

Модификация без дополнительной сшивки
Группа исследователей [85] составила библио-

теку сшитых ионом бария гидрогелей на основе
774 синтезированных производных низкомолеку-
лярного (  ~ 25 × 103) альгината натрия с высо-
ким содержанием фрагментов гулуроновой кис-
лоты (>60%) [85]. Общая схема синтеза производ-
ных альгината натрия представлена ниже.

v
M
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Были получены альгинатные производные,
содержащие амино-, алкокси-, алькинильную
или азидную группы. В ходе исследований пока-
зано, что 634 модифицированных альгината спо-
собны к гелеобразованию в присутствии двухва-
лентных катионов. Полученные с применением
ионов бария гидрогели оценивали in vivo на им-
мунокомпетентных мышах линии C57BL/6J при
подкожной имплантации. Анализ уровня острого
воспаления проводили с помощью визуализиру-
ющего агента, который дает повышенную флуо-
ресценцию в ответ на увеличение активности ка-
тепсина – маркера активации иммунных клеток.
Двести функционализированных альгинатных

гидрогелей продемонстрировали уровни флуо-
ресценции ниже, чем у исходного немодифици-
рованного альгинатного геля. Из них для 16 наи-
более эффективных полимеров и еще 53 их струк-
турных аналогов были получены микрокапсулы
альгината бария диаметром от 300 до 350 мкм
(размер, при котором альгинат индуцирует наи-
более сильную реакцию на инородное тело [86]),
и исследована степень образования на них фиб-
розной ткани по истечению 28 дней после внут-
рибрюшинной имплантации мышам линии
C57BL/6J. Из протестированных полимеров ав-
торы выделили три гидрогеля, для которых харак-
терно наименьшее образование фиброза: III (сте-

O
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пень функционализации 14.7% (в расчете на ко-
личество карбоксильных групп)), IV (степень

функционализации 24.9%) и V (степень функци-
онализации 15.1%):

Эти гидрогели также продемонстрировали
меньшую степень обрастания капсул фиброзной
тканью после 6 месяцев трансплантации нечело-
векообразным приматам по сравнению с исход-
ным альгинатом.

Методом конфокальной рамановской спек-
троскопии было изучено распределение функци-
ональных групп в микрокапсуле. При этом оказа-

лось, что для III и IV интенсивность сигналов от
функциональных групп выше на поверхности
микрокапсулы, чем в ее ядре. Капсулы из альги-
ната V имели равномерное распределение сигна-
ла по всему поперечному сечению, но модифика-
ция на поверхности также присутствовала. Все
три полимера являются производными триазола,
что позволило авторам высказать предположение
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Рис. 1. Методы микроинкапсуляции клеток: а – эмульгирование, б – экструзия раствора, в – электрораспыление,
г – микрофлюидика [71], д – микромолдинг [67]. Цветные рисунки можно посмотреть в электронной версии.
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о том, что данный класс молекул может смягчать
реакцию организма на инородное тело за счет ин-
гибирования активации иммунных клеток на по-
верхности материалов и нарушения, таким обра-
зом, фиброзных процессов.

Лучшие результаты по снижению воспаления
и фиброза показали гидрогели из производного
IV, для которого и проводили дальнейшие иссле-
дования по инкапсуляции инсулин-продуцирую-
щих клеток. Смесь производного IV с немодифи-
цированным альгинатом в соотношении 87 : 13 по
массе применяли для инкапсуляции β-клеток,
полученных из стволовых клеток человека [87]. В
соответствии с раннее опубликованными резуль-
татами для инкапсулированных в немодифици-
рованный альгинатный гель островков Лангер-
ганса крыс [86], в работе использовали сфериче-
ские капсулы диаметром 1.5 мм. Полученные
капсулы имели гетерогенную структуру с разме-
рами пор в диапазоне от <1 мкм до 1–3 мкм, что
позволяет предотвратить проникновение клеток
и крупных белков. Инкапсулированные клетки
трансплантировали во внутрибрюшинное про-
странство иммунокомпетентных мышей линии
C57BL/6J с индуцированным диабетом первого
типа. Показано, что такие трансплантаты инду-
цировали гликемическую коррекцию без какой-
либо иммуносупрессии вплоть до их удаления че-
рез 174 дня после трансплантации. Извлеченные
трансплантаты содержали жизнеспособные ин-
сулин-продуцирующие клетки. Полученные ре-
зультаты представляют собой первый пример
долгосрочной гликемической коррекции на при-
мере иммунокомпетентной модели животных с
индуцированным диабетом первого типа с ис-
пользованием β-клеток человека.

После этого производное IV было также про-
тестировано как полимер для инкапсуляции ал-
логенных островков Лангерганса поджелудочной

железы на модели нечеловекообразных приматов
[88]. Исследования проводили на макаках цино-
молгус. Капсулы с островками поджелудочной
железы макак получали с использованием смеси
производного IV и немодифицированного альги-
ната в соотношении 79.5 : 20.5 по массе. Для сши-
вания геля применяли ионы бария. Полученные
микрокапсулы трансплантировали в сальнико-
вую сумку макак. Использование капсулы из хи-
мически модифицированного альгината IV в со-
четании с минимально инвазивной техникой
трансплантации в сальниковую сумку обеспечи-
вало жизнеспособность и чувствительность к
глюкозе инкапсулированных аллогенных остров-
ков в течение 4 месяцев без применения иммуно-
супрессивной терапии. При извлечении через
1 месяц и 4 месяца после трансплантации на кап-
сулах, полученных с использованием IV, не на-
блюдалось паракапсулярного фиброзного разрас-
тания у 6 из 7 животных. Средняя выживаемость
инкапсулированных островковых клеток соста-
вила 93.5% через 1 месяц и 90.0% через 4 месяца
после трансплантации.

На основании данных о способности цвиттер-
ионных полимеров снижать неспецифическую
адсорбцию белка и других компонентов сыворот-
ки и плазмы крови [89, 90] и препятствовать обра-
зованию фиброзной капсулы на поверхности гид-
рогелевого импланта [91] авторы [92] осуществи-
ли модификацию альгината натрия цвиттер-
ионными фрагментами. В работе были синтези-
рованы сульфобетаиновые (VI) и карбоксибетаи-
новые (VII) производные альгинатов натрия с
разной ММ (25 × 103, (75–220) × 103, (200–300) × 103)
и содержанием фрагментов гулуроновой кислоты
>60%. Степень функционализации относительно
исходного альгината составила 30.5% для произ-
водного VI и 24.7% производного VII.
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На сшитых ионом бария пустых капсулах раз-
мером 500–700 мкм было показано, что модифи-
цированные гидрогели существенно снижают
чрезмерное обрастание клетками микрокапсул
альгината по сравнению с немодифицированны-
ми альгинатами у мышей линии C57BL/6J (внут-
рибрюшинная имплантация, извлечение через
14, 100 и 180 дней), собаках породы бигль (внут-
рибрюшинная имплантация, извлечение через 45
и 90 дней), геттингенских мини-пигов (имплан-
тация в сальниковую сумку, извлечение через
1 месяц). При этом лучшие результаты показали
модифицированные сульфобетаиновыми фраг-
ментами гидрогели VI. После чего инкапсулиро-
ванные в этот гидрогель островки поджелудочной
железы крыс (размер капсул 800–1000 мкм) были
трансплантированы иммунокомпетентным мы-
шам линии C57BL/6J с индуцированным диабе-
том первого типа. Микрокапсулы из модифици-
рованного альгината обеспечивали значительно
лучший долгосрочный контроль гликемии,
вплоть до 200 дней по сравнению с максимум 100
днями для немодифицированных капсул. Харак-
теристика извлеченных микрокапсул и островков
подтверждает способность к уменьшению фибро-
за при использовании модифицированных альги-
натных микрокапсул. Извлеченные через 200 дней
после трансплантации инкапсулированные в мо-
дифицированный альгинат островки были спо-
собны вырабатывать инсулин. Извлеченные мик-
рокапсулы также практически не имели на по-

верхности клеточного разрастания и фиброза.
Авторы статьи утверждают, что по сравнению с
вышеописанным подходом (схема синтеза произ-
водных альгината натрия), модификация цвит-
тер-ионными фрагментами представляет собой
гораздо более простую и менее дорогую страте-
гию для проектирования и разработки супербио-
совместимых альгинатов.

Модификация альгината фрагментами соедине-
ний, используемых в совместной инкапсуляции.
Совместная инкапсуляция островков поджелу-
дочной железы с противовоспалительными и им-
муносупрессивными препаратами, в том числе
кетопрофеном [93], способствует смягчению им-
мунного ответа организма реципиента и сниже-
нию степени перикапсулярного фиброзного раз-
растания после трансплантации за счет высво-
бождения препарата [94–96]. На примере
функционализированного кетопрофеном альги-
ната было показано, что использование кова-
лентного связывания препарата и выделение его в
процессе гидролиза связи в физиологических
условиях при инкапсуляции инсулин-продуци-
рующих клеток может сделать такой эффект бо-
лее долгосрочным [97]. Для этого были синтези-
рованы производные альгината, содержащие ке-
топрофен, соединенный с гидроксильными
группами альгината через ПЭГ-содержащий мо-
стик посредством сложноэфирной или амидной
связей:

За счет изменения соотношения ПЭГ-содер-
жащего производного кетопрофена и альгината в
реакции были получены производные со степе-
нью функционализации 7 и 20%. Сшитые ионами
кальция пустые капсулы, функционализирован-
ные кетопрофеном через сложноэфирную связь
(диаметр 500–600 мкм), in vitro при физиологиче-
ском рН (7.4) показали постоянное высвобожде-
ние лекарственного средства в течение двух не-
дель без эффекта взрывного высвобождения ке-
топрофена в течение первых часов после
образования капсул. При тех же условиях для ке-
топрофенового производного с амидной связью в
течение двух недель высвобождались только сле-
ды препарата из-за гораздо более медленной ско-

рости гидролиза амидной связи. Через 14 дней
оба типа пустых альгинатных капсул все еще вы-
деляли кетопрофен. Содержащие β-клетки под-
желудочной железы линии MIN6 капсулы, полу-
ченные из кетопрофенового производного со
сложноэфирной связью, in vitro выделяли кето-
профен в более высоких концентрациях в течение
первых 7 дней по сравнению с пустыми капсула-
ми, что может быть связано с присутствием гид-
ролитических ферментов сложноэфирной связи в
клеточном содержимом. В целом ковалентное
связывание альгината с кетопрофеном обеспечи-
вает более длительное высвобождение лекар-
ственного средства, контролируемое скоростью
гидролиза химической связи. Для проведения in
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vivo тестов пустые капсулы и капсулы, содержа-
щие клетки MIN6, трансплантировали иммуно-
компетентным мышам либо в брюшную полость,
либо под почечную капсулу с последующим из-
влечением через 30 дней. Сравнение с капсулами
из немодифицированного альгината, трансплан-
тированными в тех же условиях, продемонстри-
ровало явное снижение степени перикапсуляр-
ного фиброзного разрастания для капсул, функ-
ционализированных кетопрофеном. Воздействие
было более выраженным, когда лекарственное
средство было ковалентно соединено с помощью
сложноэфирной связи, что позволяло достигать
более высокой концентрации противовоспали-
тельного препарата в месте трансплантации. Из-
влеченные инкапсулированные клетки были спо-
собны продуцировать инсулин.

Помимо работ, нацеленных на уменьшение
степени обрастания капсул нежелательной фиб-
розной тканью, имеются исследования факторов,
способствующих образованию вокруг капсулы
сетки мелких сосудов, облегчающей снабжение
инкапсулированных клеток кислородом и пита-
тельными веществами. Для инициирования вас-
куляризации и ангиогенеза при трансплантации
применяются хорошо известный белок – фактор
роста эндотелия сосудов (VEGF). Авторы [98] осу-
ществили присоединение VEGF к альгинату
(Mw = 250 × 103) и сравнили влияние VEGF, хими-
чески связанного с альгинатом (IX), и совместно
инкапсулированного свободного VEGF на ангио-
генез и жизнеспособность инкапсулированных
островков поджелудочной железы мышей при ал-
логенной трансплантации:

Для инкапсуляции использовали 1.4 мас. %-ный
раствор альгината IX с содержанием химически
связанного VEGF 100 нг/мл – максимальное со-
держание VEGF, которое не сказывалось отрица-
тельно на свойствах гидрогелей. Полученные из
модифицированных альгинатов гидрогели при
содержании VEGF больше 200–250 нг/мл для
1.4 мас. %-ного раствора демонстрировали резкое
ухудшение механических свойств, и не могли об-
разовывать достаточно плотно сшитый и сохра-
няющий форму гидрогель, который был бы при-
годен для трансплантации. Химическое связыва-
ние предотвращает быстрое высвобождение
VEGF и позволяет локально стимулировать вас-
куляризацию. В условиях in vitro для модифици-
рованного альгинатного гидрогеля свободный
VEGF не обнаруживался через 1 день и высво-
бождался только на 30% через один месяц за счет
медленного гидролиза связи. Высвобождение
90% несвязанного VEGF из альгинатного гидро-
геля наблюдалось в течение 24 ч. Диски геля по-
лимера IX, не содержащие островков, толщиной
1 мм и диаметром 5 мм трансплантировали под-
кожно мышам линии C57BL/6. Извлеченные че-
рез 1 месяц трансплантаты были покрыты крове-
носными сосудами разного размера, с рассчитан-
ной плотностью 13.87 сосуда на 0.1 мм2, что
больше содержания сосудов в соседней нормаль-
ной ткани. Для контрольных альгинатного геля и

альгинатного геля со свободным VEGF в той же
концентрации рассчитанная плотностью соста-
вила 1.66 и 0.47 сосуда на 0.1 мм2 соответственно.
Далее инкапсулированные в эти три гидрогеля
островки поджелудочной железы здоровых мы-
шей линии C57BL/6 трансплантировали подкож-
но иммунокомпетентным мышам линии
C57BL/6 с индуцированным диабетом первого
типа. Нормогликемия достигалась на период око-
ло 45 дней для модифицированного альгината и
до 15 дней для обоих контрольных гелей.

Извлечение островков поджелудочной железы
из организма донора связано с разрушением их
взаимодействий с внеклеточным матриксом [9].
Добавление белков внеклеточного матрикса спо-
собствует выживанию и нормальному функцио-
нированию инсулин-продуцирующих клеток
[99–101]. На данный момент известны основные
аминокислотные последовательности, которые
встречаются во многих белках межклеточного
матрикса и отвечают за адгезию клеток к нему,
например, распространенная последователь-
ность из L-аргинина, глицина и L-аспарагиновой
кислот – так называемый RGD-фрагмент. Сов-
местная инкапсуляция аргинилглициласпараги-
новой кислоты (RGD-пептида) – трипептида,
соответствующего RGD-фрагменту [101], поло-
жительно сказывается на выживаемости и функ-
ционировании островков поджелудочной железы
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человека. Авторы работы [102] осуществили мо-
дификацию альгината натрия ((75–200) × 103,

содержание фрагментов гулуроновой кислоты
~68%) RGD-пептидом.

Синтезированное производное X использова-
ли для инкапсуляции β-клеток островков подже-
лудочной железы линии INS-1E. Для этого брали
2%-ный раствор альгината с содержанием хими-
чески связанного пептида 200 мкмоль/л. Полу-
ченные микросферы с клетками (средний диа-
метр 1270 мкм) были трансплантированы в под-
кожное пространство, расположенное на шее,
крысам Гото–Какидзаки с диабетом второго типа
и извлечены через 21 день.

Инкапсулированные клетки обеспечивали
улучшение гликемического профиля у больных
диабетом крыс в течение всего времени экспери-
мента. После извлечения на капсулах наблюда-
лась тонкая мембрана коллагена, окружающая
трансплантированные гидрогели. Эта мембрана
оказалась хорошо васкуляризованной и имела
множество микрососудов. Трансплантированные
β-клетки после извлечения дают положительное
окрашивание на инсулин, что указывает на их
жизнеспособность и функциональную актив-
ность. В отличие от результатов, полученных in

vitro, in vivo клетки INS-1E не образовывали псев-
доостровковые сфероиды при трансплантации
крысам: только несколько агломератов INS-1E
были обнаружены внутри извлеченных капсул.

Альгинаты, функционализированные RGD-
пептидом, также были получены с использовани-
ем эффективной двухстадийной процедуры, в ко-
торой альгинат окисляется м-периодатом натрия
и затем функционализируется пептидом посред-
ством восстановительного аминирования с ис-
пользованием нетоксичного восстанавливающего
агента 2-пиколин-боранового комплекса (pic-BH3)
[103]. Данная процедура позволяет увеличить сте-
пень функционализации пептидами и не приводит
к связыванию N-ацилмочевины с альгинатным
скелетом и образованию производных мочевины
[104]. По этой методике были синтезированы и аль-
гинаты, функционализированные пептидами LRE,
YIGSR, PDGEA и PDSGR (XI), также отвечающи-
ми за адгезию клеток к межклеточному матриксу:
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В работе исследованы альгинаты со степенью
функционализации до 8%, позволяющие полу-
чить сферические микрокапсулы. На инкапсули-
рованных островках поджелудочной железы
свиней in vitro показано, что только RGD-функ-
ционализированный альгинат повышает выжи-
ваемость и способность к стимулированной глю-
козой секреции инсулина.

Модификация с целью обеспечения 
дополнительной сшивки

Капсулы с инсулин-продуцирующими клетка-
ми относятся к трансплантатам, предполагаю-
щим долгий срок использования. В данном слу-
чае относительно быстрая биодеградация оболоч-
ки, необходимая в случае замещения имплантата
восстанавливающейся тканью организма в реге-
неративной медицине, приводит к нарушению
защиты трансплантированных клеток и их гибе-
ли. Было замечено, что добавление ковалентной
сшивки к ионной делает альгинатные гели более

стабильными и может улучшать их механические
свойства [105, 106]. Создать ковалентную сшивку
в альгинатных гелях можно несколькими спосо-
бами [107–110]. Один из них – проведение фото-
инициируемой полимеризации специально вве-
денных групп за счет функционализации исход-
ного материала капсулы [111, 112], добавления
полимеризационноспособных мономеров [113,
114] или сочетание этих двух подходов [115]. Пер-
вый подход в основном представлен работами с
использованием метакрилированного альгината
натрия [116, 117]. В литературе описано несколько
методик введения метакриловых фрагментов в
альгинат и проведения последующей фотополи-
меризации при инкапсуляции клеток [118, 119].
Применительно к инкапсуляции инсулин-проду-
цирующих клеток описан способ получения ме-
такрилированного альгината XII реакцией с гид-
рохлоридом 2-аминоэтилметакрилата альгината
и использования полученного полимера для ин-
капсуляции β-клеток линии MIN6 [120]:

Метакрилированные производные альгината
XII были получены со степенью функционализа-
ции 0.31, 1.12, 2.19, 3.95 и 5.55%. Капсулы с ис-
пользованием XII со средним диаметром 2560 мкм
и 1350 мкм получали экструзией капли в сшиваю-
щий раствор хлорида кальция и последующим
облучением ультрафиолетом в течение 15 мин в
присутствии фотоинициатора Иргакура 1173

In vitro двойное сшивание приводило к улучше-
нию стабильности капсул без какого-либо разру-
шения даже при самой низкой степени мета-
крилирования (0.31%), по сравнению с немоди-
фицированным альгинатом, демонстрирующим
быструю деструкцию капсул. Базовый уровень
секреции инсулина для инкапсулированных кле-
ток линии MIN6 in vitro был выше для капсул со
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степенью метакрилирования 1.12%, однако раз-
личия между группами не были статистически
значимыми. Выживаемость клеток составила бо-
лее 95% через 10 дней после инкапсуляции для
всех альгинатов. Для исследования стабильности
метакрилированого гидрогеля in vivo пустые кап-
сулы из метакрилированного альгината (1.12%)
имплантировали в сальниковую сумку крыс
Sprague Dawley совместно с локальной инъекцией
5 мкг липополисахарида для стимуляции сильно-
го воспалительного ответа. Трансплантаты извле-
кали через 1 и 3 недели и подвергали гистологиче-
скому анализу. Через 1 неделю наблюдалось зна-
чительное воспаление и разрушение большей
части неметакрилированных альгинатных мик-
рокапсул, тогда как метакрилированные капсулы

оставались неповрежденными. Капсулы с двой-
ным сшиванием были стабильными в течение
3 недель.

Для инкапсуляции клеток линии MIN6 ис-
пользовали альгинатные гидрогели с дополни-
тельной ковалентной сшивкой за счет дисуль-
фидных связей [121] – типа ковалентной сшивки,
который чаще используют в исследованиях по
таргетной доставке лекарств [122, 123]. Были по-
лучены производные альгината натрия, содер-
жащие тиольные (XIII) (степень функционали-
зации 5.2–13.0%) или 1,2-дитиолановые (XIV)
(степень функционализации 6.7–21.0%) функци-
ональные группы:

Получение капсул с двойной сшивкой из этих
полимеров не требует введения фотоинициато-
ров. Капсулы формируются за счет быстрого ион-
ного гелеобразования, а затем происходит мед-
ленное ковалентное сшивание. По сравнению с
немодифицированными альгинатами гели с ди-
сульфидным мостиком обладают улучшенными
механическими свойствами, в частности, они
лучше восстанавливали форму после нескольких
сжатий. Для капсул диаметром 500 мкм средняя

выживаемость клеток in vitro составила 70% через
15 дней, при этом инкапсуляция в оба геля in vitro
не влияет на способность клеток выделять инсу-
лин в ответ на стимуляцию глюкозой. Для гидро-
гелей с XIV (мостик ПЭГ с n = 44) наблюдалась
деградация в среде свободных клеток через
10 дней. Пустые капсулы с диаметром ~ 1000 мкм
имплантировали мышам в брюшину и извлекали
через 30 дней, при этом не было обнаружено ни-
каких признаков воспаления, образования соеди-
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нительной ткани или фиброза (но нет информа-
ции об их целостности).

Существует направление исследований по уве-
личению стабильности альгинатных гидрогелей за
счет полной замены ионных сшивающих связей на
ковалентные, в том числе и с использованием

сшивки между катехольными фрагментами [124,
125]. В исследовании [126] впервые была осуществ-
лена инкапсуляция островковых клеток поджелу-
дочной железы мыши в гидрогель из катехолсодер-
жащего альгината (XV), сшитый только за счет ди-
меризации катехольных фрагментов:

Полученные таким образом капсулы ex vivo не
цитотоксичны для островковых клеток в течение
длительного периода. Однако было замечено, что
инкапсуляция в катехолсодержащий альгинат за-
метно снижает стимулированную глюкозой сек-
рецию инсулина. В итоге авторами был сделан
вывод о нецелесообразности применения катехо-
ла как сшивающего фрагмента для гелеобразова-
ния альгината при инкапсуляции островковых
клеток и их трансплантации. Увеличение адгези-
онной способности гидрогеля за счет введения
катехольных фрагментов может приводить к об-
разованию прочных связей между поверхностью
геля и клеточной мембраной [127]. На этом осно-
вании авторы предположили, что снижение сек-
реции инсулина инкапсулированными в катехол-
содержащей гель клетками может быть связано с
нарушениями в работе мембранных белков ост-
ровковых клеток, таких как транспортеры глюко-
зы, а также ионных каналов.

Простым и красивым способом снижения сте-
пени биодеградации является включение в мате-

риал химических сшивок, образованных за счет
так называемых биоортогональных реакций – хи-
мических реакций, протекание которых внутри
живых систем никак не сказывается на проходя-
щих в них биохимических процессах и никак не
влияют на их жизнедеятельность. Эти реакции
не встречаются в живых системах, потому что в
живых организмах отсутствуют ферменты, спе-
циализирующиеся на разрушении образую-
щихся таким образом связей. По этой причине
биоортогональные реакции часто используют-
ся для увеличения совместимости имплантиру-
емых материалов и придания им стабильности
за счет предотвращения деградации в организ-
ме. K.M. Gatta’s-Asfura и соавторы [128] синтези-
ровали азидсодержащий альгинат (XVI) (Mw =
= (200–300) × 103, содержание гулуроновых фраг-
ментов >60%) и использовали его для получения
альгинатных гидрогелей с дополнительной кова-
лентной сшивкой биоортогональным лигирова-
нием по Штаудингеру:
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Степень функционализации азидом варьиро-
вали от 3 до 13%. Функционализированный поли-
мер способен к гелеобразованию в присутствии
катионов Ca2+ или Ba2+. Вместе с тем функциона-
лизация приводит к снижению взаимодействия с
ионами кальция. Так, сшитые Ca2+ гранулы
функционализированного альгината растворя-
ются в течение 2 ч при комнатной температуре
при инкубации в натрий-фосфатном буфере, не
содержащим Ca2+, в то время как стандартные

гранулы альгината, сшитые Ca2+, в тех же условиях
не растворяются до >20 ч. Кроме того, оба сшитых
Ba2+ альгината гидрогеля оставались стабильными в
течение нескольких недель при инкубации в на-
трий-фосфатном буфере, не содержащем ионов
Ba2+ или Ca2+. В исследованиях использовали азид-
содержащий альгинат со степенью функционализа-
ции 11%. Для ковалентной сшивки азидсодержаще-
го альгината использовали несколько кросслин-
керов [129]:
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Были изготовлены две группы гидрогелей
(диаметр капсул около 2.6 мм): альгинатный гель,
сшитый ионами Ca2+ или Ba2+, и альгинатный гель,
сшитый ионами (Ca2+ или Ba2+) и лигированием
по Штаудингеру. Степень протекания реакции
лигирования ~70% за 7 ч для всех кросслинкеров.
Все исследованные гидрогели демонстрировали
лучшую выживаемость и пролиферацию клеток
по сравнению с немодифицированным альги-
натом.

По результатам исследований авторы позици-
онируют кросслинкер XIX на основе альгината
как самый перспективный из-за его способности
хорошо смешиваться с азид-функционализиро-
ванным альгинатом и образования ковалентной
сшивки без предварительной инкубации, а также
умеренной пролиферации клеток в полученных с
его использованием капсулах.

В вышедшей в том же году, что и работа [129],
публикации [130] описывается исследование вли-
яния инкапсуляции в альгинатный гель, сшитый
с использованием кросслинкера XVII, на выжи-
ваемость и жизнедеятельность клеток MIN6,
крысиных и человеческих островков поджелу-
дочной железы in vitro. Выживаемость всех трех
инкапсулятов сопоставима с контрольными об-
разцами из немодифиицрованного альгината.
Однако для клеток MIN6 на седьмой день наблю-
далась статистически значимая разница в метабо-
лической активности. Для инкапсулированных
островков не отмечалось существенной разницы
в уровне секреции инсулина во всех группах. Пу-
стые капсулы с двойной сшивкой менее склонны
к набуханию и в отличие от контрольных капсул
не растворяются при выдерживании в растворе
этилендиаминтетрауксусной кислоты. В даль-
нейшем авторы использовали этот подход для по-
лучения тонкого трехслойного покрытия [131] и
четырехслойного покрытия [132] для инкапсуля-
ции островков.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Несмотря на существенные ограничения при
проведении реакций с альгинатом натрия из-за
его нерастворимости в органических растворите-
лях и кислых водных растворах, на данный мо-
мент разработан ряд методик, позволяющих по-
лучать разнообразные функционализированные
альгинаты. Модификации альгината для целей
микроинкапсуляции инсулин-продуцирующих
клеток проводятся в основном по карбоксильной
группе. На данный момент в литературе имеется
не так много работ, посвященных инкапсуляции
инсулин-продуцирующих клеток в функциона-
лизированные альгинатные гели. Из-за ограни-
ченного количества публикаций по доклиниче-
ским исследованиям и отсутствия опублико-

ванных работ с результатами клиническими
испытаниями препаратов не установлено пока
однозначного понимания взаимосвязи между ха-
рактером модификации альгината и ее влиянием
на активность инкапсулированных клеток in vivo
и часто неизвестен иммунный ответ организма
реципиента после трансплантации. Однако из
имеющихся данных следует, что правильно подо-
бранная химическая модификация альгината
способна положительно влиять на способность
капсулы из альгинатного геля препятствовать
фиброзному обрастанию, снижать влияние им-
мунного ответа на капсулу, а также позволяет уве-
личивать ее стабильность и время биодеградации
относительно капсул из немодифицированного
альгината. Дальнейшие исследования в этом на-
правлении могут способствовать устранению
барьеров, которые в настоящее время ограничи-
вают широкое применение трансплантации ин-
капсулированных аллогенных инсулин-продуци-
рующих клеток для лечения сахарного диабета
первого типа.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства здравоохранения Российской Фе-
дерации (Государственное задание АААА-А20-
120022590096-6 по теме “Создание технологии
инкапсуляции островков поджелудочной железы
для компенсации абсолютных инсулин-дефицит-
ных состояний”).
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